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RESUMO 

 

MACHADO, Yasmin Lemos Rollemberg Cruz. Avaliação da distribuição de 
polimorfismos genéticos associados a fatores de risco cardiovascular em uma 
amostra populacional de escolares de 10 a 15 anos: estudo do Rio de Janeiro II. 
2021. 158 f. Tese (Doutorado em Ciências Médicas) –Faculdade de Ciências 
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

 

Objetivos: Avaliar a distribuição de 8 polimorfismos genéticos relacionados a 
fatores de risco cardiovascular e sua associação com à pressão arterial elevada, 
obesidade e suas variáveis quantitativas em escolares de 10 a 15 anos de idade. 
Método: Uma subamostragem constituída por 1.054 adolescentes, de ambos os 
sexos, pertencentes a população do ERJ II (Estudo do Rio de Janeiro II). Análise 
genética de 8 polimorfismos de base única (M235T (rs699) do gene AGT, c.-344T>C 
(rs1799998) do gene CYP11B2, G894T (rs1799983) do gene NOS3,  variante 
intrônicaT>A (rs9939609) do gene FTO,  Q223R (rs1137101) do geneLEPR, T6K 
(rs3746619) e V81I (rs3827103) do gene MC3R, variante intrônica T>C (rs17782313) 
do gene MC4R) através de Minisequenciamento Multiplex/SNaPshot® personalizado. 
Frequências alélicas e genotípicas foram avaliadas através do teste χ2 de forma geral 
e estratificadas por sexo, cor da pele, índice de massa corporal (IMC), circunferência 
abdominal (CAbd) e perfil de pressão arterial (PA). Variantes genéticas foram 
avaliadas para correlações com variáveis contínuas através de one-way ANOVA e 
para associações com PA elevada e obesidade através modelos de regressão 
logística uni e multivariada. Resultados: Prevalências de PA elevada e de 
sobrepeso/obesidade detectadas foram de 13,5% e 41,4%, respectivamente. 
Genótipo variante AA do V81I MC3R mostrou-se mais prevalente em negros 
(P<0.0001) e em meninos (P=0.013). Genótipo variante TT do M235T AGT esteve 
mais prevalente em brancos (P=0,001) e naqueles com PA elevada (P=0,014). 
Genótipo selvagem TT do rs1799998 CYP11B2 mais prevalente em negros (P=0,018) 
e com CAbd aumentada (P=0,021). Genótipo variante AA do T6K MC3R esteve mais 
prevalente em negros (P=0.001) e correlacionado com PA sistólica aumentada 
(P=0.023). Genótipo selvagem GG do G894T NOS3 esteve mais prevalente em 
obesos (IMC, P=0.002; CAbd, P=0.027), em indivíduos com PA elevada (P=0.035), 
correlacionado com IMC aumentado (P=0.020) e associado com obesidade na 
regressão logística univariada (OR=0.713, P<0.001) e multivariada ajustada para 
idade e PA elevada (OR=0.730, P=0.001). Nenhum dos demais polimorfismos 
apresentou diferenciada distribuição de suas frequências alélicas e genotípicas ou 
esteve associado com PA elevada, obesidade ou variação em seus traços 
quantitativos. Conclusão: O alelo selvagem G do rs1799983 (G894T) do NOS3 esteve 
correlacionado com valores aumentados de IMC e risco aumentado para o 
desenvolvimento de obesidade em adolescentes brasileiros saudáveis mais jovens e 
com PA alterada. 
 
Palavras-chave: Adolescentes brasileiros miscigenados. Polimorfismos genéticos. 

Multiplex SNaPshot®. G894T. NOS3. rs1799983. Genotipagem. 

Obesidade infantil. Estudo de associação genética. 



ABSTRACT 
 

MACHADO, Yasmin Lemos Rollemberg Cruz. Evaluation of genetic 
polymorphisms associated to cardiovascular risk factors in a populational 
sample of schoolchildren 10 to 15 aged: Rio de Janeiro Study II.2021. 158 f. Tese 
(Doutorado em Ciências Médicas) –Faculdade de Ciências Médicas, Universidade 
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020. 
 
 

Aim: To evaluate the distribution of 8 genetic polymorphisms related to 
cardiovascular risk factors and their association with elevated blood pressure, obesity, 
and its quantitative traits in schoolchildren 10 to 15 aged. Method: subsampling of 
1.054 adolescents, both sexes, belonging to ERJ II’s population. Genetic analysis of 8 
SNPs (M235T (rs699) of AGT gene, c.-344T>C (rs1799998) of CYP11B2 gene, G894T 
(rs1799983) of NOS3 gene,  intronic variant T>A (rs9939609) of FTO gene,  Q223R 
(rs1137101) of LEPR gene, T6K (rs3746619) and V81I (rs3827103) of MC3R gene, 
intronic variant T>C (rs17782313) of MC4R gene) was performed through customized 
Minisequencing Multiplex/SNaPshot®. Allele and genotype frequencies were 
evaluated by χ2 test overall and stratified by sex, skin color, body mass index (BMI), 
waist circumference (WC), blood pressure (BP) status. Genetic variants were 
evaluated for correlation with continuous variables by one-way ANOVA e for 
associations with elevated BP and obesity through univariate and multivariate logistic 
regression models. Results: Prevalence of elevated BP was 13.5% and 
overweight/obesity was 41.4%. Mutant genotype AA of V81I MC3R showed more 
prevalent among black individuals (P<0.0001) and boys (P=0.013). Mutant genotype 
TT of M235T AGT was more prevalent among white individuals (P=0.001) and those 
with elevated BP (P=0.014). Mutant genotype TT of rs1799998 CYP11B2 was more 
prevalent among black individuals (P=0.018) and those with increased WC (P=0.021). 
Mutant genotype AA of T6K MC3R was more prevalent among black (P=0.001) and 
correlated with increased systolic BP (P=0.023). Wild-type genotype GG of G894T 
NOS3 was more prevalent in obese (BMI, P=0.002; WC, P=0.027), individuals with 
elevated BP (P=0.035), correlated with increased BMI (P=0.020) and associated with 
obesity in univariate (OR=0.713, P<0.001) and age- and elevated BP-adjusted 
multivariate logistic regression (OR=0.730, P=0.001). None of the further SNPs 
presented differentiated allele and genotype distribution or showed association with 
elevated BP, obesity, or their quantitative traits. Conclusion: Mutant allele A of 
rs3746619 (T6K) MC3R was correlated with increased SBP while wild-type allele G of 
rs1799983 (G894T) NOS3 was associated with higher BMI and increased risk for 
development of obesity in younger healthy Brazilian admixed adolescents with altered 
BP.  
 
 

Keywords: Admixed Brazilian adolescents. Genetic Polymorphisms. Multiplex 

SNaPshot®. G894T. NOS3. rs1799983. Genotyping. Childhood obesity. 

Genetic association study.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

a) Panorama epidemiológico das doenças cardiovasculares  

 
As doenças cardiovasculares (DCV) integram o grupo das “doenças não-

comunicáveis”, envolvendo condições de estreitamento ou bloqueio dos vasos 

sanguíneos de músculos, coração e válvulas que afetam o ritmo cardíaco - como o 

doenças coronarianas, cerebrovasculares e cardiopatias congênitas - segundo a 

Organização Pan-Americana de Saúde. Dados disponibilizados no ano de 2020 pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) mostraram que, durante os últimos 20 anos 

(2000 a 2019), esse grupo de doenças continua a liderar o ranking das 10 principais 

causas de morte no mundo, aumentando de 14,2 para 17,9 milhões o número de 

óbitos, valor que representou 32% do total de mortes para ano de 2019, sendo 8,9 

milhões por doenças cardíacas isquêmicas (DIC) e pouco mais de 6,2 milhões por 

acidente vascular encefálico (AVE) - para ambos os sexos. Em seguida, encontram-

se a Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC), com 3,22 milhões, e infecções do 

trato respiratório baixo, com 2,6 milhões (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death 

 

Figura 1- Ranking das 10 principais causa de morte no mundo no ano de 2019 

 

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death
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Neste período de 20 anos, segundo a OMS, a taxa de mortalidade por DCVs, 

estratificada pelo perfil de renda bruta nacional, apresentou um decréscimo no número 

de óbitos em países de renda alta (3,6 para 3,3 milhões). Entretanto, em países de 

renda média alta, no qual se inclui o Brasil, houve um aumento de quase 2 milhões no 

número de óbitos (6,17 para 8,08 milhões), o qual correspondeu a quase metade do 

número total de 17,8 milhões de mortes por DCV neste mesmo ano.  

Índices nacionais de prevalência fornecidos pelo Ministério da Saúde (MS) 

revelam que o Brasil acompanha essa tendência global na taxas de mortalidade, com 

"doenças do aparelho circulatório" liderando esse ranking com pouco mais de 364 mil 

óbitos (26,97% dentre 1,35 milhão de óbitos totais) registrados em 2019, sendo cerca 

de 117 mil por DIC e cerca de 101 mil por doenças cerebrovasculares. Dados 

estratificados por regiões geográficas brasileiras apontam maiores taxas de 

mortalidade registradas na região Sudeste (171 mil), Nordeste (96 mil) e Sul (54 mil) 

- com os maiores índices em São Paulo (89 mil), Rio de Janeiro (38 mil) e Minas Gerais 

(35 mil). Já os menores foram observados em Roraima (596 casos), Amapá (719 

casos) e Acre (956 casos) - todos estados da região Norte.  

Relativamente ao estado do Rio de Janeiro, segundo o MS e Secretaria 

Estadual de Saúde (SES), no ano de 2019 mais de um 1/4 do total das 144 mil mortes 

registradas em todo o estado foram em decorrência de “doenças do aparelho 

circulatório” (38,8 mil óbitos), sendo as maiores taxas por doenças isquêmicas 

cardíacas (13 mil óbitos) e por infarto agudo do miocárdio (11 mil óbitos) (Figura 2).  

Ademais, o impacto econômico gerado por essas doenças no Brasil vem 

aumentando significativamente. No período de 2010-2015 seus custos financeiros 

estimados aumentaram 17%1, sendo que no ano de 2015 seus gastos foram 

estimados em cerca de R$ 56,2 bilhões (17,3 bilhões de dólares), com 62,9% 

relacionados ao sistema de saúde e 37% à perda de produtividade que envolve 

incapacidade ou morte prematura2. Embora estes custos possivelmente acompanhem 

o progressivo envelhecimento da população, os dados epidemiológicos apresentados 

reforçam a importância da adoção precoce de medidas preventivas, principalmente 

através de políticas públicas de saúde, dado o seu significativo impacto financeiro com 

relação à produtividade e os elevados custos no sistema de saúde, assim como no 

bem-estar do indivíduo. 
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Apesar do impacto dessas doenças ser evidenciado em adultos, dados na 

literatura correlacionam o surgimento dessas condições patológicas e suas 

complicações na vida adulta com a presença de dois dos seus principais fatores de 

risco - pressão arterial (PA) elevada e obesidade - durante a infância.3 Tais evidências 

resultaram de diversos estudos longitudinais que acompanharam temporalmente 

indivíduos desde a infância até a fase adulta jovem, dentre os quais podemos destacar 

em nosso país a contribuição do Estudo do Rio de Janeiro I (ERJ I). Este estudo faz 

parte da linha de pesquisa denominada Estudo do Rio de Janeiro, que se iniciou na 

década de 80 com o Estudo do Rio de Janeiro (ERJ I)4–6, no qual a prevalência de 

variáveis de risco cardiovascular (RCV) e suas relações com a PA desde a infância e 

adolescência, bem como o comportamento dessas variáveis ao longo do tempo, foram 

investigadas em cinco fases de avaliação (escolar, domiciliar, hospitalar, familiar e 

ambulatorial).  

 

 

 

 
Figura 2 – Número de óbitos por doenças do aparelho circulatório registrados no ano 

de 2019 no estado do Rio de Janeiro 

Fonte: Dados adaptados de MS/SVS/CGIAE - Sistema de Informações sobre Mortalidade [Acesso 
em 20 novembro de 2020]. 
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b) Fatores de risco cardiovascular na infância/adolescência  

 

 

Em adultos, a hipertensão arterial (HA) é caracterizada pela elevação 

persistente da PA sistólica (PAS) maior ou igual a 140 mmHg e/ou PA diastólica (PAD) 

maior ou igual a 90 mmHg em pelo menos duas ocasiões diferentes7. Representa uma 

condição patológica multifatorial, dependente da interação de fatores 

genéticos/epigenéticos, ambientais e sociais, e frequentemente assintomática, que 

tende a evoluir com lesões em órgãos-alvo como coração, cérebro e rins7. Neste grupo 

etário, alguns dos principais fatores de risco envolvidos  são a idade (em função do 

enrijecimento vascular progressivo), excesso de peso (sobrecarga na função cardíaca 

e alterações vasculares), sedentarismo, ingestão de sódio, condições 

socioeconômicas e a genética, cujo efeito de variantes genéticas em populações 

miscigenadas não é totalmente definido7. Além disso, níveis pressóricos elevados em 

associação com alterações metabólicas como obesidade abdominal, dislipidemia e 

diabetes mellitus (DM) configuram-se como fatores de risco para DCVs e renal8.  

No Brasil, no ano de 2017, a HA esteve associada a 45% das mortes por 

doença coronariana e insuficiência cardíaca (IC), bem como a 51% das doenças 

cerebrovasculares, enquanto apenas 13% estavam relacionadas a HA propriamente7. 

Dados de prevalência em adultos brasileiros mostram-se variáveis de acordo com a 

metodologia utilizada, de tal modo que no ano de 2019 foram observados 23,9% de 

indivíduos com HA autorreferida e 45,1% diagnosticados hipertensos e que fazem uso 

de medicação anti-hipertensiva, segundo dados da Pesquisa Nacional de Saúde9.    

Já em crianças e adolescentes, a HA dita primária é definida quando os valores 

de PAS e/ou PAD forem superiores ao percentil 95 (p95), ajustados de acordo com 

idade, sexo e percentil de altura, em pelo menos 3 ocasiões distintas, segundo as 

recomendações mais recentes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2020)7 e da 

American Academy of Pediatrics (2017)10. A HA primária, na maioria das vezes, 

mostra-se assintomática nesta faixa etária e pouco se sabe sobre a sua causalidade, 

porém encontra-se comumente associada ao sobrepeso/obesidade ou ao histórico 

familiar de HA7. A incidência de PA elevada e HA tem demonstrado crescimento em 

crianças e adolescentes nos últimos anos, com prevalências estimadas entre 10-15% 

e 3-5%, respectivamente7,11. 
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 Assim como em adultos, a persistência desta condição, combinada com 

fatores como hiperatividade do sistema nervoso simpático (SNS), resistência à 

insulina e anormalidades na estrutura e função vascular, também resultam em lesões 

de órgãos-alvo no sistema nervoso, cardiovascular e rins nesta fase etária12,13, 

caracterizando-se como um dos principais marcadores de DCV precoce na vida adulta 

- como relatado em estudos longitudinais.  

O estudo norte-americano Bogalusa Heart Study, que rastreou fatores de risco 

cardiovascular em coorte de 1.505 indivíduos jovens caucasianos e afro-americanos 

de 5 a 14 anos de idade, identificou, após 15 anos de acompanhamento, a correlação 

entre presença e persistência de PA elevada na infância com a progressão para HA 

na vida adulta, principalmente entre indivíduos negros e com excesso de peso na 

infância14; bem como a presença de lesões arterioscleróticas em vasos da aorta e 

carótidas em adultos de ambos os sexos15. Na Europa, o estudo finlandês The 

Cardiovascular Risk in Young Finns Study, que analisou 2.625 crianças e 

adolescentes europeias de 3 a 19 anos, também identificou, após 30 anos de 

acompanhamento, PA elevada e obesidade durante a infância como alguns dos 

preditores para o surgimento de HA na fase adulta16. Achados similares, na população 

brasileira, foram reportados pelo Estudo do Rio de Janeiro I (ERJ I), que avaliou mais 

de 3.000 escolares de 10 a 15 anos de idade, no qual, após 15 anos de 

acompanhamento, foi identificada uma correlação entre a presença de PA elevada 

durante a infância com sua persistência na vida adulta, bem como alterações 

cardiomorfológicas e no perfil metabólico4,6,17,18. 

Já a obesidade, tradicionalmente vista como um transtorno de compulsão 

alimentar, hoje é considerada, sob o ponto de vista epidemiológico, uma doença 

crônica que representa um dos mais sérios fardos na saúde global19, com mais 

pessoas morrendo em função das condições resultantes da obesidade do que das 

relacionadas a má nutrição ou baixo peso20. Esse problema atinge ambos os sexos, 

todas as idades e classes sociais, facilitado, sobretudo, pelo processo de transição 

nutricional em estabelecimento em diversos países, principalmente nos em 

desenvolvimento, associado a mudanças graduais nos padrões de vida que envolvem 

o aumento do poder aquisitivo e uma “piora” na qualidade alimentar21. 

 Assim como a HA, a obesidade apresenta etiologia complexa e multifatorial 

resultante de alterações no sistema neuroendócrino regulador do balanço energético 

corporal, envolvendo fatores genéticos, ambientais, estilos de vida e componentes 
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emocionais22. Muitos dos aspectos relacionados ao “novo” estilo de vida em meio 

urbano, como diminuição da atividade física, do número de refeições em casa, das 

horas de sono, aumento nas porções alimentares, no consumo de alimentos 

hipercalóricos e stress atuam como fortes determinantes no ganho de peso, em 

adultos e crianças22. Quanto à contribuição de fatores genéticos, a obesidade pode 

apresentar origem monogênica (alteração em um único gene, normalmente por 

herança), sindrômica (fenótipo severo associada a má formação em órgãos/sistemas) 

ou poligênica (contribuição de diversos genes somados a um ambiente 

obesogênico)23,24, sendo a última a sua manifestação clínica mais comum. 

Para estratificação do risco cardiometabólico em adultos é comumente utilizado 

o cálculo do índice de massa corpórea (IMC, peso em kg dividido pela altura em 

metros elevada ao quadrado, kg/m²), no qual as condições de sobrepeso e obesidade 

são caracterizadas por valores de IMC de 25 a 29,9 kg/m² e ≥ a 30 kg/m², 

respectivamente, segundo pontos de corte propostos pela OMS22. Outro indicador de 

adiposidade corporal utilizado é a medida de circunferência abdominal (CAbd), a qual 

reflete melhor o conteúdo de gordura visceral. Este indicador pode ser avaliado por 

vários métodos e locais, mas no Brasil recomenda-se a medição no ponto médio entre 

o rebordo costal inferior e a crista ilíaca, com pontos de corte entre 80–88 cm para 

mulheres e entre 94–102 cm para homens, segundo a I Diretriz Brasileira de 

Diagnóstico e Tratamento da Síndrome Metabólica25. Assim como na hipertensão, 

dados referentes ao estado nutricional de adultos brasileiros, no ano de 2019, 

mostraram-se variáveis, com percentuais de sobrepeso e de obesidade, por auto 

referenciamento, de 55,4% e 20,3%, segundo inquérito telefônico26; enquanto a 

Pesquisa Nacional de Saúde (PNS) reportou prevalência de 60,3% e 25,9%, 

respectivamente, para este mesmo ano27.  

   Em crianças e adolescentes a definição da condição de sobrepeso/obesidade 

(S/O) pode ser baseada em diferentes critérios, mas, no Brasil, são comumente 

adotadas as curvas de IMC específicas para faixa etária e gênero, ajustadas pelo peso 

e altura, elaboradas pela OMS28. Para avaliação da obesidade central (abdominal) 

não há uma padronização sobre melhor local anatômico e pontos de corte para 

medições, limitando seu uso na avaliação do risco cardiovascular neste grupo etário,; 

entretanto, segundo a Sociedade Brasileira de Pediatria, os critérios mais utilizados 

são o p85, proposto por McCarthy e cols.29 para estudos populacionais ou o p90 para 

idade e sexo, proposto por Freedman e cols.30 para uso clínico e ambulatorial. 
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O Brasil acompanha a tendência mundial de elevação na prevalência de S/O 

na população pediátrica, posto que dados mais recentes, oriundos de estudos 

municipais ou isolados, indicam percentuais entre 15,3% e 29,1% de adolescentes 

com excesso de peso, considerando diferentes critérios diagnósticos, segundo a 

Sociedade Brasileira de Pediatria31. Já a PNS mostrou prevalência de 26,1% de 

excesso de peso (19,4% de sobrepeso e 6,7% de obesidade) entre adolescentes de 

15 a 17 anos no ano de 2019, seguindo critérios de classificação da OMS27. Além dos 

fatores de risco anteriormente mencionados, outras situações relacionadas ao 

desenvolvimento da criança e do adolescente também contribuem para obesidade 

infantil como peso ao nascer, aleitamento materno e estrutura familiar que envolve 

histórico familiar (principalmente a mãe) e o ambiente doméstico obesogênico32.   

  Assim como observado na hipertensão, estudos longitudinais também 

identificaram a relação do S/O durante a infância e adolescência com a sustentação 

dessa condição e suas complicações na vida adulta. A análise de dados do mesmo 

estudo de Bogalusa mostrou que o excesso de peso durante a infância persistiu em 

77% dos indivíduos jovens33, acompanhou o aumento longitudinal de parâmetros de 

adiposidade, como IMC e espessura de dobras subcutâneas34, e foi associado com 

hipertrofia ventricular esquerda na vida adulta35. Em adultos do The Cardiovascular 

Risk in Young Finns Study, IMC aumentado, alterações no espessamento médio-

intimal de carótidas, na elasticidade vascular e no músculo cardíaco estiveram 

correlacionadas com medidas aumentadas de IMC e dobras cutâneas durante a 

infância36–38. Resultados do ERJ I também demonstraram que indivíduos com excesso 

de peso durante a infância tornaram-se jovens adultos obesos com maiores médias 

de PA, IMC, CAbd, percentual de gordura corporal e alterações na insulina e 

colesterol5. 

Além disso, o excesso de peso tem demonstrado forte influência na elevação 

da PA em crianças e adolescentes, independentemente da etnia. Dados do Estudo de 

Riscos Cardiovasculares em Adolescentes (ERICA), estudo seccional brasileiro de 

base escolar envolvendo 73.399 estudantes de 12 a 17 anos, demonstraram que 

17,8% da prevalência total de HA em adolescentes foi atribuída à obesidade, sendo 

essa fração quase 6 vezes maior nos obesos das regiões Norte e Nordeste39. Moreira 

e cols., ao analisarem 1.716 adolescentes de 10 a 16 anos de Cuiabá/MT, observaram 

que a obesidade aumentou em 1,27 vezes a incidência de PA elevada40. Guimarães 

e cols. 23, ao avaliarem 536 adolescentes de 11 a 18 anos de Salvador/BA, 
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observaram que o aumento percentual de PAS e PAD elevadas acompanhou a 

elevação do IMC, com cada 1kg/m2 do IMC correspondendo a um incremento da PAS 

em 1,198mmHg e cada 1cm da CAbd, em 0,622mmHg41. Já Cheung e cols., ao 

analisarem 21.062 escolares norte-americanos de 10 a 19 anos, de diferentes etnias, 

também detectaram correlação positiva entre HA e IMC, com indivíduos com S/O 

apresentando prevalência de HA 2 a 6 vezes maior do que os com IMC normal42. 

 

 

c) Bases da genética humana nas associações a doenças complexas  

 

 

O genoma humano compreende a informação genética total do organismo 

humano, compreendendo informações referente a todas as moléculas de ácido 

ribonucleico (RNA) e proteínas a serem sintetizadas durante toda a vida. Localizado 

majoritariamente no núcleo das células eucarióticas, o genoma encontra-se 

armazenado na molécula de DNA (ou ácido desoxirribonucleico), organizada sob a 

forma de duas longas cadeias polinucleotídicas compostas por quatro tipos de bases  

nucleotídicas - adenina (A), citosina (C), guanina (G) ou timina (T) - covalentemente 

ligadas a grupamentos fosfato e ao açúcar desoxirribose. Cada cadeia posiciona-se 

em sentido antiparalelo entre si e estão unidas através de pontes de hidrogênio, 

estruturada como uma dupla-hélice de DNA43.  

Todo esse material genético encontra-se dividido em 22 pares de cromossomos 

autossômicos e um par de cromossomos sexuais, nos quais uma fita linear de DNA 

nuclear juntamente com proteínas histonas estão enoveladas e empacotadas em uma 

estrutura mais compactada chamada cromatina. Além da compactação, importantes 

processos como expressão gênica, replicação e reparo do DNA também envolvem a 

ação de histonas, outras proteínas acessórias e diferentes moléculas de RNA43. Cada 

gene é composto basicamente por uma sequência alternada de regiões codificadoras 

da produção de proteínas (éxons) e de não-codificadoras (íntrons), além de uma 

região promotora que contém uma sequência reguladora dos níveis de expressão e 

está sujeita aos processos de repressão ou ativação (Figura 3)43. 
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                   Figura 3 – Estrutura e expressão do gene humano 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  Fonte: adaptado de Encylopedia Britannica©. 

 
 
 

Alterações na sequência nucleotídica entre diferentes genomas representam a 

base da variabilidade genética entre organismos, um fenômeno comum que pode 

resultar em caracteres favoráveis ou desfavoráveis no indivíduo, assim como pode 

representar uma vantagem seletiva quando difundido na população44. Variantes 

genéticas são classificadas de acordo com a natureza, o tamanho e a localização das 

modificações em relação a sequência gênica referência, sendo denominadas 

polimorfismos genéticos (PG) quando apresentam frequência populacional igual ou 

superior a 1%. Dentre os diferentes tipos existentes, tem-se os de inserção-deleção 

(Indels), que constituem pequenas inserções ou deleções de 1 a 50pb; as variações 

no número de cópias (do inglês ”Copy Number Variation”), que envolvem inserção ou 

deleção de trechos repetidos do DNA; e as mutações de ponto ou de base única, que 

envolvem a substituição de uma única base nucleotídica por outra44.     

Comumente referidas como SNPs (do inglês Single Nucleotide 

Polymorphisms), tais alterações são as mais frequentes e correspondem a 85% da 

variabilidade genética na população humana45. A ocorrência dessa substituição na 

região da sequência codificante do DNA resultará na expressão de ambos os alelos e 
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de perfis genotípicos (genótipos) diferentes. Tal modificação pode causar ou não 

alterações nos processos de transcrição do RNA mensageiro ou na estrutura e 

funcionalidade da proteína traduzida, e que, quando associadas a patologias e em 

conjunto com fatores ambientais e comportamentais, será manifestada de diferentes 

formas no organismo constituindo o chamado fenótipo (Figura 4).  

 

 

Fonte: adaptado de https://agencia.fapesp.br/fatores-geneticos-associados-a-bronquiolite-viral-aguda-
sao-identificados/27218/ (Ilustração Fernando Marson). 

 

 

Iniciativas como o Projeto Genoma Humano, Projeto Internacional HapMap e 

The 1000 Genomes Project, ao disponibilizarem publicamente sequências do genoma 

humano e de suas variações genéticas comuns, auxiliaram na compreensão do 

envolvimento dessas variantes no desfecho de doenças complexas como as 

cardiovasculares, na respostas a drogas e fatores ambientais44,46. Além disso, essas 

ações também impulsionaram o desenvolvimento e/ou aperfeiçoamento de sistemas 

de análise molecular de polimorfismos SNP que visam a caracterização de perfis 

genéticos, como escaneamento de genoma completo, sequenciamento de nova 

geração, análise de expressão gênica e microarranjos (do inglês “microarray”) (Figura 

5)47. 

 

 

Figura 4 – Efeito dos polimorfismos de base única no organismo humano 
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Fonte: adaptado de RATHER E DHAWAN, 2016. 
Nota: RFLP, Restriction Fragment-Length Polymorphism (polimorfismo no comprimento de fragmentos 
de restrição) 

 

 

No campo clínico, as abordagens mais utilizadas são os estudos de associação 

genética, com análises direcionadas para alguns poucos genes candidatos, ou de 

forma mais abrangente, os estudos de associação genômica ampla (ou Genome Wide 

Association Studies, GWAS), onde centenas de genes e variantes SNP são 

identificados e correlacionados a doenças48. Em ambos os casos, quando um gene 

ou alelo é associado como causador de determinada patologia ou traço de interesse, 

tende a se apresentar em maior frequência entre pacientes/indivíduos afetados, sendo 

então referido como marcador molecular de um perfil genético de risco 

associado24,47,49. Nesses estudos são analisados os padrões de distribuição dos alelos 

e genótipos deste marcador, bem como possíveis alterações metabólicas associadas 

em indivíduos saudáveis e/ou afetados, dentro de uma ou entre determinadas 

populações/etnias. 

Outro aspecto importante é que variantes SNPs podem ser encontradas como 

um haplótipo no genoma, configuração onde alelos de diferentes marcadores ao longo 

do mesmo cromossomo encontram-se combinados e herdados como uma unidade50, 

Figura 5 – Estratégias genômicas utilizadas para a descoberta de biomarcadores 
associados a doenças complexas 
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resultantes tanto da contribuição materna quanto paterna. Com isso, análises de 

haplótipos de genes candidatos para doenças complexas permitem a identificação de 

SNPs geneticamente ligados (em desequilíbrio de ligação), ou seja, tais variantes 

ocorrem simultaneamente e seus efeitos somados, ao invés de individuais, podem 

contribuir de forma significativa para o fenótipo ou para aumento no risco de 

desenvolver a doença50. 

A relevância do rastreamento e identificação de variantes do tipo SNP como 

marcadores moleculares (biomarcadores) tem sido observada em patologias com 

anormalidades bem definidas como doença falciforme e β-talassemia (genes BCL11A 

e HBS1L-MYB)51 e variações no metabolismo de drogas e anti-coagulantes  (genes 

VKORC1 e CYP2C9)52. Apesar do uso como marcadores genéticos, para doenças 

multigênicas/complexas a maioria dessas variantes comuns isoladas possui pouco ou 

nenhum efeito no aumento do risco do seu desenvolvimento, enquanto as deletérias 

sofreriam seleção negativa durante processos evolutivos, sendo raramente 

encontradas (como no albinismo e hemofilia, por exemplo). 

Já uma predisposição genética relacionada à hipertensão e obesidade, que 

possuem caráter multifatorial, pode envolver o sinergismo entre fatores 

ambientais/comportamentais com PGs relacionados às vias metabólicas de controle 

da PA e do peso corporal, respectivamente24,47. Entre 30-50% da variação 

interindividual da PA48 e 40-70% do IMC53 foram atribuídas à herança genética, ou 

seja, a transmissão genética herdada através de relações familiares, enquanto o grau 

de participação por genes candidatos nas suas formas comuns ainda é incerto. Além 

disso, diferenças na manifestação dos sintomas clínicos/fenótipos de ambas as 

doenças demonstram a heterogeneidade de efeitos relacionados a essas variantes 

entre grupos populacionais e também entre indivíduos de uma mesma população. 

Nestes casos, especula-se sobre a contribuição e o grau de influência de 

variantes raras, interações com fatores ambientais, interações gênicas e a 

epigenética, ao invés de um simples polimorfismo48,54. Essas condições biológicas e 

ambientais são intrínsecas de um indivíduo e também podem justificar a variabilidade 

inter/intraindividual na susceptibilidade a estas doenças complexas. Nesse contexto, 

a epigenética tem atraído crescente interesse, pois envolve mudanças hereditárias na 

funcionalidade de genes, sem promover alterações na sua sequência de bases 

nucleotídicas55, constituindo uma programação epigenética ou epigenômica. Essa 

programação envolve diferentes mecanismos moleculares, como repressão do DNA 
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por metilação e remodelamento de cromatina, os quais alteram a expressão de genes 

e são ativados desde o ambiente intra-uterino, em diferentes períodos da vida, por 

diversos fatores ambientais como alimentação, medicações, envelhecimento (Figura 

6)56,57. 

Além disso, o componente étnico/racial também representa um fator 

contribuinte para a variabilidade nesta relação, devido a diferenças inter e 

intrapopulacionais no que se refere a comportamentos e estilo de vida, fisiologia de 

alguns dos sistemas biológicos58 e na frequência dos alelos variantes de marcadores 

associados59,60. Este componente mostra-se particularmente importante em 

populações altamente miscigenadas por efeito de estratificação populacional, onde a 

associação de um alelo com determinada doença pode estar relacionado não a 

manifestação clínica em si mas pela maior prevalência entre afetados de um 

determinado grupo étnico que apresenta este alelo em maior frequência.49  

 

 

 

Fonte: adaptado de SINGH, 2017. 

 

 

d) Polimorfismos associados a elevação da PA / Hipertensão arterial 

 

 

O desenvolvimento da hipertensão arterial essencial, a forma mais comum, 

envolve uma interação complexa com múltiplos PG em diferentes genes, variando em 

Figura 6 – Interações gene-ambiente e seus efeitos no epigenoma 
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torno de 60 SNPs em diferentes populações, de acordo com estudos GWA61. Alguns 

destes SNPs estão relacionados a genes que expressam componentes moleculares 

do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), uma cascata enzimática que 

conecta os sistemas renal, adrenal e cardiovascular, visando a homeostase da PA 

pela regulação no balanço de água e eletrólitos (Figura 7)62. De forma simplificada, a 

queda da pressão arterial, com redução do tônus vascular, resulta em diminuição da 

perfusão renal, o que estimula a secreção da enzima renina pelos rins. Essa enzima 

atua clivando o angiotensinogênio circulante liberado pelo fígado para formação do 

peptídeo inativo angiotensina I, a qual é convertida pela enzima conversora de 

angiotensina I (ECA) endotelial em angiotensina II, forma ativa. Ao final da cascata, a 

ligação desse peptídeo com seus receptores ATR1 promove múltiplos efeitos 

vasoconstritivos para a retomada dos níveis pressóricos normais, como estímulo da 

secreção adrenal de aldosterona, reabsorção de sódio e retenção de líquidos, 

estímulo do SNS para liberação de noradrenalina atuante no músculo liso endotelial62. 

Logo, um desequilíbrio nesse sistema pode levar ao desenvolvimento e progressão 

da HA e suas complicações vasculares, como IC, hipertrofia ventricular, lesões em 

órgão-alvo como cérebro, rins etc. 
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Fonte: adaptado de GAHFAR, 2020.  
 

 
 

Alguns genes e PG investigados por alterações relacionadas a essa via são o 

rs699 (M235T), no gene do angiotensinogênio (AGT); o rs1799998 (c.-344T>C), no 

gene da enzima aldosterona sintase (CYP11B2); e o rs1799983 (G894T), no gene da 

enzima óxido nítrico sintase 3 (NOS3).  

 

Gene AGT (rs699) 

 

O gene codificante do angiotensinogênio (AGT), localizado na região 42.2 do 

braço longo do cromossomo 163, é o responsável pela biossíntese da proteína 

plasmática angiotensinogênio, principalmente no fígado, a qual é modulada por 

diferentes fatores, como hormônios esteroides, tireoidianos, angiotensina II e citocinas 

(Figura 7)62. A relevância desse hormônio na PA foi identificada, por Tanimoto e 

cols.64, em estudo experimental no qual modelos animais modificados que não 

expressavam angiotensinogênio apresentavam valores de PAS muito baixos, 

sugerindo que desequilíbrios no controle pressórico estariam relacionados a 

alterações neste gene. Em humanos, Jeunemaitre e cols., em estudo familiar sobre 

Figura 7 – Cascata enzimática do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) 
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HA e variantes do AGT, originalmente, identificaram dois PG neste gene associados 

com HA65: o M235T e o T174M; sendo o M235T (rs699), caracterizado pela 

substituição do nucleotídeo C por T no códon 803, com a formação do aminoácido 

Metionina, ao invés de Treonina, na posição 235, um dos mais investigados. Neste 

estudo, o alelo variante T, do M235T, esteve mais frequente entre pares de irmãos 

hipertensos e associado a maiores níveis de AGT plasmático65. Posteriormente, 

estudos genéticos relacionados a hipertensão replicaram estes achados encontrando 

o M235T associado com variáveis pressóricas elevadas em crianças norte-

americanas66 e com risco aumentado para HA em adultos brasileiros67. Entretanto, a 

influência do M235T na produção do AGT pode não ser exclusiva como reportado por 

Inoue e cols., que identificaram, em estudo in vitro, uma forte ligação genética entre 

este PG e outro na região promotora do gene AGT o qual afetou a expressão deste 

gene e a produção do seu hormônio68. 

 

Gene CYP11B2 (rs1799998) 

 

Esse gene, que está localizado na região 24.3 do braço longo do cromossomo 

8, codifica a enzima aldosterona sintase, uma proteína de atividade enzimática 

pertencente à família da citocromo P450, que é responsável pelos estágios finais da 

biossíntese do mineralocorticoide aldosterona, a partir do colesterol69. Seus 

receptores mineralocorticoides estão presentes em diversos tecidos, como cérebro e 

coração, porém de forma mais concentrada no aparato renal, onde a aldosterona 

promove a reabsorção de sódio e excreção de potássio através dos canais iônicos, 

sob estímulo da angiotensina II, ao final da cascata de eventos do SRAA (Figura 7)62. 

Investigando a correlação entre aldosterona e PA, White e Slusker identificaram em 

indivíduos hipertensos, próxima à região promotora 5’ do CYP11B2, a variante c.-

344T>C (rs1799998), caracterizada pela presença do nucleotídeo T ou C, o que, in 

vitro, apresentavam diferenças na afinidade de ligação com o fator de transcrição 

esteroidogênico SF-1, que poderiam afetar a produção deste hormônio70. 

Investigações posteriores, em estudos populacionais com humanos, identificaram 

diversos efeitos relacionados a essa variante, como a associação do alelo T com a 

razão renina-aldosterona elevada em adultos hipertensos ingleses71 e níveis de 

aldosterona plasmática e PA elevados em adultos europeus72; enquanto em homens 
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de diferentes países europeus o alelo C foi associado com aumento na 

susceptibilidade para HA e níveis pressóricos aumentados73. 

 

Gene NOS3 (rs1799983) 

 

O gene da enzima óxido nítrico sintase 3 (NOS3), localizado na região 35-36 

do braço longo do cromossomo 7, codifica uma das três isoenzimas produtoras do 

vasodilatador óxido nítrico (ON), a partir da L-arginina nas células endoteliais74. Esta 

molécula, além de regular o controle do tônus vascular, exerce funções em múltiplos 

processos biológicos no organismo, como regulação de efeitos antioxidantes, 

agregação plaquetária, resposta imune e proliferação de células musculares lisas do 

endotélio75,76. Este gene é altamente polimórfico, com mais de 1000 variantes 

genéticas diferentes reportadas em bancos de dados, sendo as com implicações 

funcionais, como a G894T (rs1799983), as mais amplamente estudadas. Esta variante 

compreende a substituição do nucleotídeo G para T na posição 894 do éxon 7, com a 

codificação de ácido aspártico ao invés do ácido glutâmico no códon 29874, que, in 

vitro, demonstrou alterar a capacidade de ligação da enzima NOS3 com a proteína 

endotelial caveolina-1, diminuindo sua atividade e a formação de ON77. Em seres 

humanos, o alelo variante T deste marcador esteve presente em maior frequência 

entre adultos tchecos hipertensos controlados e resistentes, em comparação a 

normotensos78, e sua presença esteve associada com aumento do risco para HA em 

espanhóis hipertensos79 e de valores pressóricos em coorte de adolescentes 

europeus80. 

Além do controle pressórico, outro processo fisiológico que envolve a 

participação do óxido nítrico é a obesidade, outra alteração clínica de nosso interesse 

potencialmente influenciada por polimorfismos no NOS3 devido a expressão desta 

enzima também pelos adipócitos81. Modelos animais obesos, induzidos por dieta 

hiperlipídica, apresentaram redução da resposta vasodilatadora coronária em função 

da biodisponibilidade reduzida de ON e aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio82. Já a superexpressão de NOS3 em murinos exerceu efeito protetor contra 

obesidade causada por alimentação hiperlipídica, com a diminuição do acúmulo de 

tecido adiposo, lipídios séricos e aumento do metabolismo de carboidratos e oxidação 

lipídica em seus adipócitos83. Como sua biodisponibilidade é dependente do balanço 

produção/degradação, é possível que essa diminuição esteja relacionada a alterações 
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moleculares nas diferentes vias que regulam a expressão e a funcionalidade da 

NOS3, bem como pela interação do ON com espécies reativas de oxigênio.76. Quanto 

às alterações genéticas no gene NOS3, seus efeitos foram demonstrados em murinos 

com deleção parcial deste gene, que sob dieta hiperlipídica apresentaram resistência 

insulínica, hiperlipidemia e hipertensão, fenótipo similar a síndrome metabólica (SM) 

humana 84; e em indivíduos obesos, onde as variantes T-786C e G894T mostraram-

se associadas, respectivamente, com SM e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). 85,86 

 

e) Polimorfismos associados ao excesso de peso/obesidade 

 

Como mencionado anteriormente, o desequilíbrio entre a ingestão alimentar e 

o gasto energético, a partir de processos metabólicos como respiração, digestão e 

termogênese19, promove o ganho de peso corporal. Aproximadamente 127 regiões no 

genoma mostraram-se associadas ao desenvolvimento da obesidade, segundo 

estudos GWA46, refletindo em alterações no controle do apetite e da saciedade76.  

Fisiologicamente, a regulação do peso corporal e do apetite é desempenhada 

principalmente pela via leptina-melanocortina, um complexo sistema neuroendócrino 

localizado centralmente na região do núcleo arqueado no hipotálamo, que coordena 

e integra a sinalização hormonal de regiões periféricas com populações neuronais que 

estimulam diferentes efeitos relacionados a manutenção da homeostase energética 

corporal (Figura 8)23. Nesse contexto, diversos hormônios vão estimular ou reprimir a 

propagação de efeitos anorexigênicos (supressão alimentar) ou orexigênicos 

(ingestão alimentar), dependendo do status energético corporal que envolve um 

estado “alimentado” ou “em jejum”. Em sequência, a propagação do estímulo em 

neurônios anorexigênicos resulta na produção de moléculas POMP/CART (Pró-

ópiomelanocortina / Cocaine and Amphetamine Regulated Transcripts), as quais são 

processadas para originar o hormônio estimulante de melanócitos (MSH) dos tipos  α, 

β e γ - principais ligantes da família de receptores melanocortinas (5 tipos)(Figura 

8)20,46. Estes receptores atuam em processos biológicos como controle do apetite 

(satisfação), da ingestão alimentar, metabolismo lipídico e absorção de glicose46, os 

quais regulam o peso corporal. Logo, variantes genéticas que afetem a expressão ou 

funcionalidade de qualquer componente relacionado a esse sistema têm sido 

investigadas como potenciais contribuintes para o desenvolvimento da obesidade. 
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      Fonte: Adaptado de BELL, 2005.  

 

Gene LEPR (rs1137101) 

 

Um destes genes investigados é o LEPR, codificador dos receptores de leptina. 

Localizado na região p31.3 do cromossomo 187, ele expressa seis isoformas 

diferentes, as quais possuem sítio de ligação à leptina similar e domínios intracelulares 

diferentes88, sendo sua isoforma LepRb a mais ativa nesse sistema. É um clássico 

receptor de citocina altamente expresso em neurônios hipotalâmicos que exercem 

efeitos opostos em resposta a mudanças no status nutricional (Figura 8). Seu principal 

ligante é o hormônio leptina, uma adipocina que promove a inibição do apetite 

estimulando neurônios anorexigênicos e inibindo os orexigênicos, em sinal de reserva 

energética positiva, enquanto o jejum exerce efeitos opostos23,46,88. 

Figura 8 - Representação esquemática da via leptina-melanocortina 
reguladora da  homeostase energética 
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Perifericamente, a leptina também está envolvida em uma série de processos 

fisiológicos, como angiogênese, absorção intestinal e regulação do metabolismo 

lipídico e de carboidratos19. A relevância desta adipocina e seus receptores foi 

identificada primariamente a partir do clássico estudo de parabiose, no qual animais 

ob/ob tinham sua obesidade e hiperfagia corrigidos por uma substância circulante 

ainda desconhecida, a qual não surtia o mesmo efeito em animais db/db89. Através de 

clonagem, posteriormente, a leptina e seu gene LEP foram identificados e sua forma 

recombinante foi considerada capaz de corrigir a obesidade e anormalidades 

metabólicas associadas nos raros casos de deficiência de leptina em humanos e 

roedores88. Entretanto, a deleção do gene LEPR em neurônios de murinos, apenas 

produzindo obesidade leve e não replicando o fenótipo de murinos db/db90, 

demonstrou que a regulação do metabolismo corporal é dependente da ação central 

e periférica da leptina através dos seus receptores.  

Mutações e polimorfismos no LEPR humano são raros, sendo a variante Q223R 

(rs1137101) uma das mais investigadas para associações com obesidade. Essa 

variante compreende a substituição do nucleotídeo A por G na posição 668 do gene, 

resultando na produção do aminoácido arginina, ao invés da glutamina, no códon 223 

e foi acidentalmente identificada por Considine e cols. em tecido cerebral de indivíduos 

obesos91. Embora não associada com fenótipo obeso neste mesmo estudo, 

posteriormente outros trabalhos identificaram o genótipo variante GG associado com 

peso corporal, IMC, CAbd e leptina sérica aumentados em adultos obesos da 

Indonésia92, mais frequente em jovens obesos gregos93 e associado ao risco de 

obesidade em crianças obesas árabes94. 

 

Genes MC3R e MC4R (rs3746619, rs3827103 e rs17782313) 

 

Outros genes e seus PG pertinentes nesse sistema que podem contribuir para 

susceptibilidade à obesidade são os codificadores dos receptores de melanocortina, 

mais especificamente os do tipo 3 (MC3R) e 4 (MC4R). O gene MC3R localiza-se na 

região q13.2-13.3 do cromossomo 20 humano, sendo originalmente identificado em 

humanos através de clonagem a partir de linhagens celulares95. Receptores de 

melanocortina tipo 3 (MC3) são expressos em diferentes tecidos, mas principalmente 

no hipotálamo e sistema límbico de humanos95 e murinos96, em áreas relacionadas ao 
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apetite e metabolismo, e seus ligantes MSH promovem a inibição da ingestão 

alimentar pós-refeição (Figura 8). 

Apesar disso, o interesse no papel dos receptores MC3 no controle metabólico 

e obesidade mostrou-se reduzido durante anos devido a resultados inconclusivos em 

diversos estudos experimentais, nos quais a deleção do MC3R em murinos knockout, 

sob livre alimentação, resultaram em fenótipo obeso leve (massa gorda relativamente 

aumentada e massa magra reduzida) e hipofagia97,98. Entretanto, a recente 

identificação de alterações no comportamento alimentar, relacionadas a não-

percepção de restrição nutricional em animais knockout para MC3R sob dieta 

hipocalórica99, indicaram que a influência deste receptor no apetite e ingestão 

alimentar é modificável de acordo com as condições nutricionais envolvidas. 

A influência do MC3R e suas variantes genéticas no metabolismo corporal que 

favoreça o desenvolvimento da obesidade em humanos ainda é inconsistente20, 

principalmente se considerarmos as metodologias de investigação utilizadas 

experimentalmente. Apesar disso, bancos de dados de mutações genéticas humanas 

têm reportado 18 diferentes tipos de mutações neste gene46, dentre as quais temos 

os polimorfismos T6K (rs3746619) e o V81I (rs3827103) investigados para alterações 

no controle do peso corporal em humanos, principalmente em obesos. 

A variante V81I corresponde à troca do G por A na posição 241, resultando na 

formação de Isoleucina, no lugar da Valina, no códon 81; e no T6K, à troca do 

nucleotídeo C por A na posição 17, resultando na formação do aminoácido Lisina, ao 

invés da Treonina, no códon 6. Apesar da primeira ter sido originalmente identificada 

em mulheres caucasianas com obesidade severa100 e a segunda ocasionalmente 

identificada em desequilíbrio de ligação com a primeira variante em um estudo familiar 

europeu sobre DM2101, ambas estavam igualmente distribuídas entre pacientes e 

controles, não demonstrando relação com obesidade. Estudos posteriores, entretanto, 

replicaram em populações pediátricas achados positivos com relação a essas 

variantes e aspectos da obesidade, como valores aumentados de indicadores 

antropométricos em crianças norte-americanas102 e chinesas103, assim como maior 

ingestão alimentar104. 

Já o gene MC4R localiza-se na região 21.32 do braço longo do cromossomo 

18. Seus receptores melanocortina tipo 4 (MC4), diferentemente dos MC3, são 

amplamente expressos em diferentes pontos do hipotálamo, cérebro, tronco 

encefálico e em outros tecidos105. Tem como seus ligantes o MSH e o hormônio 
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adrenocorticotrófico (ACTH), que promovem a inibição da ingestão alimentar pós-

refeição (saciedade), também regulando a homeostase balanço entre o gasto 

energético e ingestão alimentar46 (Figura 8). 

Apesar de localizados em regiões neuronais próximas, estes receptores MC3 

e MC4 demonstraram ser funcionalmente independentes, exercendo efeitos 

diferentes na regulação do equilíbrio energético. Enquanto murinos knockout MC3R 

apresentavam fenótipo obeso leve e apetite regular97,98, os knockout para MC4R eram 

maiores, com hiperfagia, hiperinsulinemia, massa magra reduzida e peso 

proporcionalmente maior conforme o número de deleções do gene106 enquanto; os 

duplo knockout MC3R/MC4R, por sua vez, apresentaram fenótipo obeso mais 

severo97. Além disso, alterações na composição corporal em knockout MC3R 

tornaram-se significativas após intervalo de tempo maior e agravada por dieta 

hiperlipídica, em comparação aos knockout MC4R 97,98,106. Juntos, esses resultados 

conduziram a investigações acerca de alterações genéticas no receptor MC4 que 

replicassem o mesmo efeito severo de desregulação em comportamentos alimentares 

e no peso corporal em seres humanos. Após os primeiros estudos em obesos 

mórbidos identificarem raras mutações no MC4R associadas a histórico familiar de 

obesidade infantil precoce, afetando diferentemente a funcionalidade dos receptores 

MC4107,108, em torno de 139 diferentes tipos de alterações neste gene foram 

reportadas em bancos de dados genéticos humanos46, sendo uma delas a variante 

rs17782313 (T>C).  

O PG rs17782313 compreende a troca do nucleotídeo T por C em região não-

codificante próxima a região promotora do gene MC4R, identificado originalmente em 

2008, em meta-análise de estudos GWA que reuniu dados genéticos de mais de 77 

mil adultos e 10 mil crianças e adolescentes de ancestralidade europeia109. Assim 

como diferentes mutações produziram diferentes fenótipos obesos nos casos com 

caráter hereditário no estudo de Farooqi e colaboradores108, nas diferentes 

populações analisadas nesta meta-análise, cada cópia do alelo variante C rs17782313 

promoveu aumento progressivo nas medidas antropométricas e no risco associado ao 

desenvolvimento de excesso de peso em ambos os grupos etários109. Similar relação 

entre o rs17782313 MC4R e alterações em medidas corporais e de adiposidade foi 

identificada posteriormente em crianças e adolescentes na China110, e Portugal111, e 

com risco aumentado de obesidade em adultos mexicanos112. Por outro lado, estudos 

recentes identificaram uma relação deste PG com o desenvolvimento de obesidade 
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por influência em comportamentos alimentares em crianças e adolescentes no 

Chile113 e também nos aspectos psicoemocionais em adultos canadenses114. 

 

Gene FTO (rs9939609) 

 

 Por último, temos o gene Fat Mass and Obesity-associated (FTO), que embora 

não relacionado à via leptina-melanocortina, é considerado o primeiro gene de 

susceptibilidade à obesidade identificado por estudo GWA115. Localizado na região 

12.2 do braço longo do cromossomo 16, este gene é amplamente expresso em 

diversos tecidos fetais e adultos de humanos, assim como de murinos, porém com 

maior concentração no núcleo do hipotálamo, região envolvida no controle da 

homeostase energética115,116. Frayling e cols. rastreando SNPs associados a DM2, 

em amostra caso-controle envolvendo mais de 4.000 adultos, encontraram este gene 

e 10 SNPs relacionados, em sua região não-codificante, ligados entre si e associados 

com IMC (P=5 x 10–8)115. Dentre estas variantes, nosso estudo avaliou a variante 

rs9939609, que corresponde à troca do nucleotídeo T por A em região não-codificante, 

umas das mais investigadas em relação à obesidade. Neste mesmo estudo genômico, 

dados adicionais de outros estudos populacionais com adultos e crianças de 

ancestralidade europeia, totalizando mais de 38.000 indivíduos, reforçaram este 

achado ao identificarem o alelo variante A associado com valores aumentados de 

outros indicadores de adiposidade, como CAbd e gordura corporal, além de maiores 

chances de desenvolver excesso de peso em ambas as fases de vida115. 

Posteriormente, este SNP mostrou-se associado ao excesso de peso, em diferentes 

aspectos relacionados a esta condição, em outras populações, como  medidas 

antropométricas, percentual de gordura corporal alterados e risco aumentado para 

obesidade em crianças e adolescentes chineses117, adultos japoneses118 e adultos 

obesos não-diabéticos mexicanos119. 

Apesar das inéditas associações reportadas nos estudos genômicos, a função 

do FTO no organismo ainda era desconhecida, principalmente porque sua descoberta 

(assim como a de outros genes próximos) foi ocasional, a partir da clonagem de um 

grande trecho deletado do cromossomo 8 de murinos mutantes e que não 

apresentavam correlação com alterações corporais/adiposidade120. Entretanto, após 

a publicação de Frayling e cols., um estudo experimental in vivo e in vitro identificou 

seu produto de expressão gênica, uma enzima demetilase que atua modificando 
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trechos das moléculas de DNA e RNA por remoção de radicais metil. Neste estudo, 

foi observado que a privação alimentar reduziu em 60% a expressão dessa enzima 

no hipotálamo de modelos murinos-independente de sinalizações da leptina116, 

indicando que, sob regulação do status alimentar, o FTO influencia no peso corporal 

através de mecanismo epigenético. 

 

 

JUSTIFICATIVA 

 

Diante dos cenários descritos acima, é notável uma heterogeneidade de efeitos 

associados a estes marcadores genéticos na elevação da PA e no ganho excessivo 

de peso, os quais tem sido majoritariamente identificados em populações adultas de 

origem europeias, enquanto em outras populações não-europeias, como a brasileira, 

o efeito de biomarcadores associados a doenças complexas em meio a um 

background genético altamente miscigenado ainda não é bem conhecido.    

Desta forma, é possível que em nossa população miscigenada polimorfismos 

em genes relacionados às vias metabólicas envolvidas no controle da pressão arterial, 

função vascular e controle do peso corporal possam contribuir para alterações 

fisiológicas que elevem o risco para obesidade e pressão arterial elevada. Além disso, 

a detecção de um perfil genético preditor do RCV em indivíduos jovens permitiria a 

adoção precoce de medidas preventivas, bem como o desenvolvimento de 

tratamentos médicos personalizados (farmacogenômica) visando uma melhor saúde 

cardiovascular na fase adulta.   
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Geral 

 

 

Avaliar a associação entre os polimorfismos genéticos relacionados a fatores 

de risco cardiovascular e sua relação com variáveis antropométricas e pressóricas em 

escolares adolescentes do Estudo do Rio de Janeiro II. 

 

 

1.2 Específicos 

 

a) Determinar a prevalência de pressão arterial (PA) elevada e 

obesidade geral em indivíduos do ERJ II; 

b) Determinar as distribuições alélicas e genotípicas dos polimorfismos 

nos genes AGT, CYP11B2, NOS3, FTO, LEPR, MC3R e MC4R na 

amostragem geral: 

c) Avaliar o perfil de distribuição de polimorfismos dos genes AGT, 

CYP11B2, NOS3, FTO, LEPR, MC3R e MC4R em indivíduos do 

ERJII estratificados segundo sexo, cor, classificação do IMC, perfil 

de circunferência abdominal e de PA; 

d) Correlacionar os polimorfismos estudados com variação nas 

medidas de adiposidade corporal (IMC e circunferência abdominal) 

e variáveis pressóricas (PAS e PAD); 

e) Investigar a associação entre os polimorfismos dos genes estudados 

com o risco para obesidade e elevação da PA. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Caracterização da população amostral 

 

 

A população do presente trabalho compreendeu adolescentes escolares, de 10 

a 15 anos de idade, de ambos os sexos, provenientes do Estudo do Rio de Janeiro II 

(ERJ II), novo estudo longitudinal brasileiro em andamento que visa avaliar fatores de 

risco cardiovascular em jovens e suas famílias. A amostra populacional estimada para 

o ERJ II foi baseada em cálculo amostral que garantisse a representatividade da 

população avaliada na Fase Escolar do ERJ I, há cerca de 30 anos. Para este fim, 

utilizou-se a estimativa de 12.135 adolescentes matriculados nas escolas da rede 

pública da mesma área geográfica do ERJ I (hoje correspondente a 2ª Coordenadoria 

Regional de Educação), no entorno da Universidade do Estado do Rio de Janeiro; 

considerou-se erro amostral de 2%, nível de confiança de 95% e percentual máximo 

de S/O nessa faixa etária de 15%. Foi estimado um quantitativo total de 1.116 

adolescentes, com 93 jovens para cada estrato de sexo (masculino e feminino) e de 

idade (6 classes), porém durante o período de captação de participantes nos anos de 

2015-2016 esse quantitativo foi superado, sendo obtido um total de 1.892 amostras.  

No presente estudo foram realizadas análises genéticas em 1.054 amostras, 

pois houve perda amostral devido a limitações técnicas, tais como material genético 

de baixa qualidade, que inviabilizaram a tipagem. Inicialmente, foram selecionadas 

amostras de indivíduos que apresentavam alteração no perfil de pressão arterial e/ou 

excesso de peso, seguido por aqueles que não apresentavam nenhum tipo alteração, 

caracterizados então como indivíduos controle. As amostras submetidas a análises 

genéticas (n=1.054) apresentam características demográficas e clínicas muito 

semelhantes à população total do ERJ II (n=1.892), exceto pela maior presença de 

pressão arterial (PA) elevada (13,5% versus (vs). 8,4%), o que foi relacionado à 

prioridade de análise genética dos casos que tinham esta condição. 
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2.2 Procedimentos 

 

 

2.2.1 Coleta de dados e material biológico 

 

 

Um questionário de avaliação (APÊNDICE A) foi encaminhado aos 

responsáveis para registro dos seguintes dados: identificação; variáveis 

epidemiológicas (gênero, idade, cor da pele autodeclarada, endereço e ano atual na 

escola); variáveis clínicas (englobando a presença de doenças e fatores de RCV e 

antecedentes familiares), assim como a informação referente aos hábitos de vida 

(avaliação do consumo alimentar e atividade física). A avaliação destes indivíduos 

aconteceu em ambiente escolar, por equipe multidisciplinar, onde foram obtidas três 

medidas de PA e registro de dados antropométricos (peso, altura, IMC e CA) e a coleta 

de material biológico. 

A coleta de amostra biológica foi realizada por meio de swab da mucosa oral 

CEPTM (FitzCO) para obtenção de células epiteliais e de saliva a partir da cavidade 

oral, nas regiões da mucosa interna das bochechas, palato e língua. Os mesmos 

foram devidamente identificados e armazenados em solução de PBS 1X em freezer a 

-20 ºC, no ambulatório do setor de Hipertensão do HUPE. Posteriormente, lotes desse 

material foram encaminhados periodicamente para o Laboratório de Diagnóstico por 

DNA do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, para a extração e 

análise do material genético. 

 

 

2.2.2 Avaliação clínica para medida da pressão arterial 

 

 

A pressão arterial (PA) foi medida no membro superior não dominante apoiado 

ao nível do coração, com o indivíduo sentado e com os pés no chão, pelo método 

oscilométrico, após 2-3 minutos de repouso, com o aparelho automático OMRON 

HEM7120 calibrado e validado pelo protocolo da Sociedade Europeia de 

Hipertensão121, seguindo a Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial vigente à 

época122. Foram realizados três registros da PA, com intervalos de 1 a 2 minutos entre 
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cada medida, sendo a última delas utilizada para análise. Em ambos os períodos 

foram selecionados manguitos de tamanho e largura apropriados para a 

circunferência e comprimento do braço dos indivíduos. 

No ERJ II, o perfil de pressão arterial foi classificado segundo o Fourth Report 

do the National High Blood Pressure Education Program (NHBPEP) Working Group 

on Children and Adolescents123 e a 7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial122: 

pressão normal quando a pressão arterial sistólica (PAS) e a pressão arterial diastólica 

(PAD) <p90; normal alta quando PAS e/ou PAD ≥p90 e <p95; e elevada quando PAS 

e/ou PAD ≥p95 - ajustados para idade, gênero e percentil de altura. 

 

 

2.2.3 Avaliação antropométrica 

 

 

As variáveis antropométricas coletadas foram: peso (P) medido em 

quilogramas (kg), em balança digital da marca OMRON, modelo HBF 214, com 

capacidade até 150kg e precisão de 100g; altura (A) medida em centímetros (cm), 

com auxílio de estadiômetro portátil SECA 206 com graduação em centímetros, sendo 

considerada a distância do ponto vértex à região plantar, com os indivíduos eretos, 

trajando roupas leves e sem calçados; circunferência abdominal (CAbd) medida em 

centímetros (cm), realizada por trena antropométrica portátil inelástica de SECA 201, 

na altura do ponto médio entre a borda inferior da última costela e a crista ilíaca 29.  

O índice de massa corporal (IMC) foi medido em kg/m² através do quociente 

resultado da divisão do peso pelo quadrado da altura. O estado nutricional foi 

classificado de acordo com percentis ajustados para gênero e idade propostos pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) em 200728, para os quais foram reconhecidas 

as condições de: IMC≥p0 e p1 e <p3 (baixo peso); IMC≥p3 e <p85 (eutrofia); IMC≥p85 

e <p97 (sobrepeso), IMC≥p97 (obesidade).  

A presença de obesidade central, analisada a partir dos valores da CAbd, foi 

definida quando ≥p90, com base nas tabelas valores correspondentes aos percentis 

por gênero e faixa etária (jovens de 5 a 16,9 anos), segundo o mesmo trabalho citado 

acima29. 
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2.2.4 Avaliação demográfica 

 

A variável demográfica “cor” foi caracterizada por meio do questionário de 

avaliação (APÊNDICE A) entregue e preenchido pelos responsáveis, contendo as 

opções “Branco”, “Preto”, “Não Branco/Não Preto” (NB/NP). A atividade física foi 

descrita utilizando-se a frequência da prática de esporte ou atividade física dentro e 

fora do ambiente escolar, estratificada como: “nunca/quase pratica” (menos que 1 vez 

por semana), “pratica algumas vezes” (de 1 a 2 vezes na semana) e “pratica sempre” 

(igual ou superior a 3 vezes na semana). Os indicadores construídos foram: 

sedentarismo para a primeira condição e não sedentarismo para as duas últimas. 

 

 

2.3 Análise molecular dos polimorfismos genéticos 

 

 

2.3.1 Extração do DNA genômico 

O DNA genômico das amostras de swab foi extraído por kit comercial Mini Spin 

Plus (Biopur), baseado no método de extração por coluna, de acordo com o manual 

do fabricante. Ao término, o DNA genômico extraído foi armazenado em freezer a -

20°C. 

 

 

2.3.2 Minisequenciamento Multiplex dos polimorfismos genéticos associados ao 

RCV 

 

 

As amostras foram genotipadas para polimorfismos genéticos (PG) relacionados 

à hipertensão arterial e à obesidade, os dois principais fatores de risco cardiovascular. 

Foram analisados os PG relacionados a componentes do sistema renina-angiotensina 

aldosterona (SRAA) – M235T (rs699) do angiotensinogênio, a variante -344T>C 

(rs1799998) do gene da aldosterona (CYP11B2) e o E298T (rs1799983) do gene da 

óxido nítrico sintase 3 (NOS3) – e aqueles relacionados a componentes do sistema 

de controle do balanço energético – a variante intrônica T>A (rs9939609) do gene 
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FTO, o Q223R (rs1137101) do LEPR, T6K (rs3746619) e V81I (rs3827103) do MC3R 

e a variante intrônica T>C (rs17782313) do MC4R. O processo de genotipagem dos 

mesmos foi realizado através da técnica de minisequenciamento ou sequenciamento 

de base única, após as etapas de desenho e validação dos primers (iniciadores) de 

PCR e de minisequenciamento em reações Singleplex, finalizando com a construção 

e padronização das reações Multiplex. 

A fim de se elaborar os primers para cada polimorfismo genético, foi o utilizado 

o banco de dados online “dbSNP Short Genetic Variations” 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), disponível no site do The National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), para a obtenção de informações como número da 

sequencia referência da variante, variantes alélicas e visualização das regiões 

flanqueadoras disponíveis para anelamento de primers. Todos os primers foram 

desenhados usando o software Primer 3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/version 

0.4.0), a checagem para a formação de estruturas secundárias que interferissem na 

funcionalidade dos mesmos foi realizada com o Primer Tools no site the National 

Institute of Standards and Technology (https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/). Todos os 

primers foram sintetizados e purificados através de dessalinização pela Exxtend 

(Exxtend). Primeiramente, todos os primers foram testados em reações individuais 

(reações Singleplex), para determinar a eficácia e especificidade dos mesmos, bem 

como os alelos presentes e suas posições no painel de genotipagem 

(eletroferograma). Esta etapa de padronização é fundamental para a identificação de 

possíveis erros técnicos e correções antes da construção do painel Multiplex.  

Após a conclusão da padronização, foi realizada a construção dos painéis 

Multiplex de PCR e de minisequenciamento, versão final utilizada para a genotipagem 

neste trabalho. A primeira etapa de análise consistiu na amplificação simultânea de 

fragmentos de todas as regiões de interesse em uma única reação em cadeia da 

polimerase (PCR Multiplex), com o uso de 2 painéis Multiplex contendo 4 pares de 

iniciadores personalizados e específicos para cada região, cada um (Tabela 1). 

 

 

 

 

 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/version%200.4.0
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/version%200.4.0
https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/
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Tabela 1 – Sequências e características dos primers de amplificação personalizados dos painéis de PCR Multiplex A e B. 

                Painel Multiplex de PCR A    

PG Gene   Sequência dos primers (5' to 3') Tm (°C) Concentração final 
na reação (uM) 

Tamanho do 
 fragmento (pb) 

rs3746619 MC3R 
 

rs1137101 LEPR 
 

rs1799998 CYP11B2 
 

rs9939609 FTO 
 
 

F-5’-TCTTCCTCCACCCTCTCTCA-3’ 
R-5’-GCTGCTCACAGGAAAGACAA-3’ 

F-5’-GCAGTTTTCAGATGGTTCACTG-3’ 
R-5’-GGGCTGAACTGACATTAGAGGT-3’ 

F-5’-TGGAGGGTGTACSTGTGTCA-3’ 
R-5’-GACCTGGCCTCTCCTTTCTC-3’ 
F-5’-GGATTCAGAAGAGATGATC-3’ 
R-5’-TGCTCTCCCACTCCATTTCT-3’  

59,9 
59,1 
59,7 
59,6 
60,0 

60,3 

48,9 
59,8  

0,13 
0,13 
0,13 
0,13 
0,13 
0,13 
0,26 
0,26  

140 
 

158 
 

196 
 

203 

 Painel Multiplex de PCR B    

PG Gene 
 

Sequência dos primers (5' to 3') Tm (°C) Concentração final  
na reação (uM) 

Tamanho do 
 fragmento (pb) 

rs699 AGT 
 

rs3827103 MC3R 
 

rs1799983 NOS3 
 

rs17782313 MC4R 
 

F-5’-GAACTGGATGTTGCTGCTGA-3’ 
R-5’-TTGCCTTACCTTGGAAGTGG-3’ 
F-5’-TCAGCCAACACTGCCTAATG-3’ 
R-5’-ACCAGGATGTTTTCCAGCMG-3’ 
F-5’-ACTCCCCACAGCTCTGCATT-3’ 
R-5’-CAGTCAATCCCTTTGGTGCT-3’ 
F-5’-TTGGAAGCAGGAAAACCAGA-3’ 
R-5’-GCTACCTCAATCCCAGATGC-3’ 

59,9 

60,1 
59,8 
60,1 
62,1 

60,1 

60,7 
59,6  

0,13 

0,13 

0,13 
0,13 
0,13 

0,13 

0,13 
0,13  

137 

 

147 
 

174 

 

179 
 

Legenda: Tm= Temperatura de melting, F= forward, R= reverse, rs= referencesequence, pb= pares de base. 
Nota: Letras em negrito indicam bases degeneradas de acordo com a IUPAC (http://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html). 
Fabricante: EXXTEND;  
Fonte: A autora, 2021. 

 

http://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html
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Adaptando-se as condições do fabricante, cada reação continha 5 ng/µL de DNA 

de amostra, 2,5 µL do tampão Multiplex Qiagen Master Mix 2x (Qiagen Multiplex PCR 

Kit) e 2,0 µL do mix de iniciadores de um dos painéis Multiplex para amplificação de 

suas respectivas regiões. As reações foram incubadas no termociclador Veriti 96 Well 

ThermalCycler (AppliedBiosystem), sob as seguintes condições de termociclagem: 

desnaturação inicial de 95ºC, por 15 minutos; 35 ciclos de 94ºC, por 30 segundos; 

59ºC, por 1 minuto e 30 segundos; 72ºC, por 1 minuto; e 72ºC, por 10 minutos de 

extensão final. Alíquotas de 2 µL dos produtos de amplificação foram homogeneizadas 

com 1 µL do corante fluorescente SaferDye (Kasvi), submetidas à detecção através 

de eletroforese em matriz de gel de poliacrilamida 10 %, imersas em tampão TBE 1X 

e então submetidas a uma tensão elétrica de 100 V por 45 minutos em cuba de 

eletroforese vertical (BRL). O tamanho dos amplicons está descrito na Tabela 1.  

Em seguida, 1,0 µL do produto de PCR amplificado foi purificado com a adição 

de 0,7 µL da exonuclease ExoSAP-IT (USB), incubando-se a reação em termociclador 

a 37 ºC, por 30 minutos e depois a 80 ºC, por 15 minutos. 

Já a segunda etapa envolveu a reação de minisequenciamento pelo método 

cíclico de terminação de cadeia, onde ocorre o sequenciamento mínimo desses 

fragmentos na presença de nucleotídeos modificados, marcados com fluoróforos (di-

deoxinucleotídeos) e iniciadores de extensão de base única (SBE) personalizados 

para cada região, também organizados em 2 painéis Multiplex de 4 iniciadores (Tabela 

2).  
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Tabela 2 – Sequências e características dos primers de extensão personalizados utilizados nos painéis de Minisequenciamento 
Multiplex A e B 

 

Painel Multiplex de Minisequenciamento A  

 
PG Gene 

 
Sequencia (5’-3’) 

 
Tm (°C) 

Concentração final 
na reação (µM) 

Tamanho dos 
alelos (bp) 

Alelos 

esperados 

rs3746619 MC3R 
rs1137101 LEPR 

rs1799998 CYP11B2 
rs9939609 FTO 

 

R-5’- (24bp)-AAAATCTCCCTCCAGATAC-3’ 
R-5’- (14bp)-TGAACTGACATTAGAGGTGAC-3’ 

R-5’-(36bp)-TATCGTGAGATGAGAGGG-3’ 
R-5’- (29bp)-GACTATCCAAGTGCATCAC-3’ 

50,0 
52,0 
52,0 
51,0 

0,1 
0,1 
0,2 
0,8 

48; 49 
40; 41 
58; 59 
51;53 

C/A 

A/G 

T/C 

T/A 

Painel Multiplex de Minisequenciamento B 

 
PG Gene 

 
Sequencia (5’-3’) 

 
Tm (°C) 

Concentração final 
na reação (µM) 

Tamanho dos 
alelos (bp) 

Alelos 

esperados 

rs699 AGT 
rs3827103 MC3R 
rs1799983 NOS3 

rs17782313 MC4R 
 

F-5’- (36bp)-CTGGCTGCTCCCTGA-3’ 
R-5’- (41bp)-CCCAGAGACAGGAAAA-3’ 
R-5’- (49bp)-GAAGAGTTCTGGGGG-3’ 

R-5’- (19bp)-TTTTCTTGTCATTTCCATC-3’ 

54,0 
49,0 
48,0 
51,0 

0,2 
0,2 
0,2 
0,2 

56; 57 
60; 61 
46; 47 
43; 44 

T/C  
G/A  
G/T  
T/C 

Legenda:Tm= Temperatura de melting, F= forward, R= reverse, rs= referencesequence, pb= pares de base. 
Nota: Números em parênteses na coluna de sequênciaindicam o tamanho da cauda 5’. 
Fabricante: EXXTEND 
Fonte: A autora, 2021. 
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Os iniciadores SBE foram confeccionados no sentido Forward ou Reverse da 

fita 5’-3’ para que o mesmo anele adjacente ao sítio polimórfico, de forma a inserir ali 

sua respectiva base complementar encerrando o processo de extensão da cadeia. 

Cada reação utilizou 1,7 µL do produto de PCR purificado, 1,0 µL do mix de reação 

do kit SNaPshot® Multiplex (AppliedBiosystems) e 2,5 µL do mix de iniciadores SBE 

de um dos painéis Multiplex. As reações foram incubadas no termociclador sob as 

condições de termociclagem indicadas pelo fabricante: 25 ciclos de 10 segundos a 96 

ºC, 5 segundos a 50 ºC e 30 segundos a 60 ºC. A seguir, foi realizada uma nova 

purificação enzimática, com a adição de 1U da exonuclease Shrimp Alkaline 

Phosphatase (SAP) (USB) a todo produto final do minisequenciamento e sua 

incubação em termociclador a 37 ºC por 1h e depois a 80 °C por 15 minutos. 

Por último, os produtos de minisequenciamento purificados foram submetidos 

a eletroforese capilar para separação dos fragmentos de DNA, através da sua 

migração no interior de um capilar e detecção dos nucleotídeos nos sítios polimórficos, 

gerando-se um perfil genotípico da amostra. Alíquotas de 2 µL de cada produto de 

minisequenciamento foram homogeneizadas com 7,8 µL de formamida HiDi 

(AppliedBiosystems) e 0,2 µL de LIZ 120 Size Standard (AppliedBiosystem), um 

padrão interno de fragmentos de DNA, aplicados em placa de 96 poços de fundo 

cônico e submetidos a análise no sequenciador automático GeneticAnalyzer ABI 3500 

(AppliedBiosystems). Os resultados gerados foram analisados no software 

GeneMapper v4.1 (AppliedBiosystems), que capta a fluorescência de um ou dois 

alelos em cada sítio polimórfico do fragmento, caracterizando indivíduos homozigotos 

ou heterozigotos. 

 Os alelos são representados no eletroferograma por picos coloridos, conforme 

a fluorescência emitida pelos corantes fluorescentes ligados as bases: vermelho 

(ddUTP – Drox), azul (ddGTP - dR110), verde (ddATP - dR6G) e amarelo (ddCTP - 

dTAMRA) (Figura 9). 
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Figura 9 - Ilustração demonstrativa da marcação química da técnica de  

minisequenciamento 

Fonte: adaptada deFonte: 
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/cms_101014.pdf 

 
 

2.4 Aspectos éticos  

 

 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos do Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) da UERJ, sob protocolo 

CEP/HUPE número 380.673, atendendo à Resolução 466/2012 atualizada do 

Ministério da Saúde, incluído na base de dados do Sistema Nacional de Informações 

Sobre Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (SISNEP), sob o nº 

CAAE:16328013.9.0000.5259 (ANEXO A). Todos os responsáveis pelos participantes 

do estudo foram esclarecidos sobre o objetivo do estudo através de uma carta 

informativa aos pais (APÊNDICE B) e assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) (APÊNDICE C). 

Foram incluídos na amostragem todos os adolescentes de 10 a 15 anos 

completos até a data da avaliação realizada na escola que apresentaram o TCLE e 

questionário de atendimento preenchidos e assinados pelos responsáveis, enquanto 

aqueles que não os trouxeram não foram incluídos no estudo. As informações colhidas 

têm sido armazenadas em um único banco de dados utilizando-se o programa 

Microsoft Access. 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/cms_101014.pdf
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2.5 Análise estatística 

 

 

Os dados foram analisados através do programa estatístico SPSS 

v27.0.0.0/2020 (SPSS Inc.), considerando valores de p abaixo de 0,05 ou 5% (α=0,05) 

como nível de rejeição da hipótese de nulidade para os seguintes métodos: teste do 

Qui-quadrado (²), teste one-way ANOVA com teste post-Hoc de Tukey, e regressão 

logística univariada  e multivariada. Para as análises de associação realizadas por 

modelos de regressão logística, valores de peso 0, 1 e 2 foram atribuídos aos 

genótipos de acordo com o número de suas cópias do alelo de risco presentes, como 

apresentado na Tabela 3. O desequilíbrio de ligação de um locus a partir da 

comparação entre suas frequências esperada e observada foi avaliado através de 

Qui-quadrado (²) no teste de Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW)  no software 

Arlequin v.3.5124, considerando como nível de significância valores de P abaixo de 

0,05 (α=0,05), e correção de Bonferroni para ajuste dos valores de P quando 

significativos. 

 

 

Tabela 3 – Codificação dos genótipos a partir do número de cópias do alelo de risco 
presentes utilizada nas análises de regressão logística 

Polimorfismo 0 1 2 

rs1137101 (LEPR) AA GA GG 

rs17782313 (MC4R) TT CT CC 

rs1799983 (NOS3) GG GT TT 

rs3746619 (MC3R) CC CA AA 

rs9939609 (FTO) TT AT AA 

rs699 (AGT) TT CT CC 

rs1799998 (CYP11B2) TT CT CC 

rs3827103 (MC3R) GG GA AA 

Fonte: A autora, 2021. 

 

 

 

 



52 

 

3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Características gerais da população amostral 

 

 

Um total de 1.054 amostras foram submetidas às análises genéticas para os 8 

polimorfismos genéticos (PGs). A Tabela 4 mostra as características clínicas e 

demográficas dos escolares que tiveram a análise genética realizada. Dentre os 1.054 

adolescentes avaliados, 53,5% eram do sexo feminino, 44,0% de cor branca, 92,5% 

(n=975) praticavam alguma atividade física e 55,5% eram nutricionalmente saudáveis. 

Destacam-se as prevalências de sobrepeso/obesidade (S/O) de 41,4%, de obesidade 

central de 45,2% e de pressão arterial (PA) elevada de 13,5%. 
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Tabela 4 – Dados clínicos e demográficos das 1.054 amostras submetidas às análises 
genéticas 

Legenda: dp – desvio padrão. 
Fonte: A autora, 2021. 

 

 

Com relação à análise molecular, a Figura 10 ilustra a representação gráfica 

(eletroferograma) gerado pelo software de análise dos 2 painéis Multiplex de 

minisequenciamento (sobrepostos) utilizados na genotipagem de uma amostra. Nesta 

técnica, em cada marcador (sítio polimórfico) estará presente um ou dois picos 

coloridos caracterizando os genótipos homozigotos (selvagem ou mutante, de acordo 

com a cor específica) ou heterozigotos. Dessa forma, para cada marcador foi possível 

Características 
gerais 

Amostragem submetida à análise 
genética (n=1.054) 

Sexo 
           Feminino, n (%) 
           Masculino, n (%) 

 
564 (53.5%) 
490 (46,5%) 

Estudantes por faixa etária, n (%) 
             10 anos 
             11 anos 
             12 anos 
             13 anos 
             14 anos 
             15 anos 

 
107 (10,2%) 
159 (15,1%) 
200 (19,0%) 
246 (23,3%) 
208 (19,7%) 
134 (12,7%) 

Idade em anos, média (±dp) 12,66 (±1,51) 
Altura em m, média (± dp) 1,57 (±0,10) 
Peso em kg, média (± dp) 51,26 (±13,41) 
IMC em kg/m², média (± dp) 20,61 (±4,24) 
IMC, n (%) 
           Baixo Peso 
Eutrofia 
           Sobrepeso 
           Obesidade 

 
31 (2,94%) 

 586 (55,5%) 
218(20,7%) 
218 (20,7%) 

CAbd, n (%) 
           Normal  
           Aumentada 

 
576 (54,8%) 
476 (45,2%) 

Presença de S/O, n (%) 436 (41,4%) 
Sedentarismo, n (%) 79 (7,5%) 
Cor da pele, n (%) 
            Brancos 
            Pretos 
            Não Branco/Não Preto 

 
464 (44,0%) 
226 (21,4%) 
338 (32,1%) 

PAS em mmHg, média (±dp) 109,1 (±12,33) 

PAD em mmHg, média (±dp) 64,3 (±18,22) 

Presença de PA elevada, n (%) 142 (13,5%) 
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identificar seus genótipos, suas frequências alélicas, genotípicas e o percentual de 

perda de tipagens. 

 

Figura 10 – Eletroferograma dos painéis agrupados Multiplex A e B de 
minisequenciamento dos 8 PGs analisados 

 

Nota: Cada marcador (caixa) está conectado por uma linha tracejada com seus respectivos alelos, 
representados pelos picos coloridos em cores específicas: C/preto, G/azul, T/vermelho e 
A/verde. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb; eixo Y a unidade de 
fluorescência emitida. 

Fonte: A autora, 2021. 
 
 

Os alelos e genótipos dos 8 PGs analisados, bem como o perfil de distribuição 

de suas frequências alélicas e genotípicas, encontram-se descritos na Tabela 5. Das 

1.054 amostras analisadas geneticamente, 680 (64,52%) forneceram perfil genético 

completo para todos os marcadores e 374 (35,58%) forneceram perfil parcial, com 

ausência de informação para um ou mais marcadores. 

Na amostragem total analisada, perdas de tipagens foram detectadas para 

todos os loci analisados. Os marcadores rs699 (AGT), rs1137101 (LEPR) e rs3746619 

(MC3R) apresentaram os menores índices de falha de amplificação, cujos perfis 

genotípicos não foram obtidos em 23 amostras (2,2%), 42 (4,0%) e 50 (4,7%), para 

cada marcador, respectivamente. Já os marcadores rs1799998 (CYP11B2) e 

rs9939609 (FTO) apresentaram os maiores percentuais de falha de amplificação, com 

perda de informação em 154 (14,6%) e 190 (18,0%) amostras, respectivamente.  

O teste de Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) aplicado identificou desvio na 

distribuição das frequências genotípicas dos marcadores rs17782313 (MC4R) 

(P=0,0174), rs3746619 (MC3R) (P=0,04326) e rs3827103 (MC3R) (P<0,00001). 

Porém, ao nível de significância corrigido por Bonferroni (α=0,007), estes marcadores 

mantiveram-se em equilíbrio, com exceção do marcador rs3827103 (MC3R) 

(P<0,00001). 
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As frequências dos alelos variantes dos polimorfismos rs1137101 (LEPR), 

rs1799983 (NOS3), rs9939609 (FTO), rs699 (AGT), e rs1799998 (CYP11B2) 

mostraram-se mais próximas das observadas em populações europeias do que em 

africanas, com base em dados de frequência alélica e genotípica dos bancos de dados 

públicos HapMap Project e database of Genotypes and Phenotypes (dbGaP). 

Comparação similar não pôde ser aplicada para os marcadores rs17782313 (MC4R), 

rs3746619 e rs3827103 (MC3R), pelos percentuais de perda de dados e de frequência 

de seus homozigotos mutantes estarem muito próximos entre si.   

 

Tabela 5 – Frequências alélicas e genotípicas dos 8 PG na amostragem total 
analisada 

Polimorfismo 
genético 

Genótipos Frequências  
Genotípicas n, (%) 

Alelos Frequências  
Alélicas, n, (%) 

 
rs1137101  

(LEPR) 
 

AA 
GA 
GG 

missing 

302 (28,7%) 
505 (47,9%) 
205 (19,4%) 
42 (4,0%) 

 
A 
G 

 
1  1.109 (54,79%) 

915 (45,21%) 

 
rs17782313  

(MC4R) 
 

TT 
CT 
CC 

missing 

534 (50,7%) 
347 (32,9%) 
83 (7,9%) 
90 (8,5%) 

 
T 
C 

 
1.415 (54,55%) 
1.179 (45,45%) 

 
rs1799983  

(NOS3) 

GG 
GT 
TT 

missing 

400 (38,0%) 
439 (41,7%) 
138 (13,1%) 
77 (7,3%) 

 
G 
T 

 
1.239 (63,41%) 

715 (36,59%) 

 
rs3746619  

(MC3R) 
 

CC 
CA 
AA 

missing 

615 (58,3%) 
327 (31,0%) 
62 (5,9%) 
50 (4,7%) 

 
C 
A 

 
1 1.557 (77,54%) 

451 (22,46%) 

 
rs9939609  

(FTO) 

TT 
AT 
AA 

missing 

280 (26,6%) 
443 (42,0%) 
141 (13,4%) 
190 (18,0%) 

 
T 
A 

 
1.003 (58,05%) 

725 (41,95%) 

 
rs699  
(AGT) 

 

TT 
CT 
CC 

missing 

187 (17,7%) 
537 (50,9%) 
307 (29,1%) 
23 (2,2%) 

 
T 
C 

 
911 (44,19%) 

1.151 (55,81%) 

 
rs1799998  
(CYP11B2) 

 

TT 
CT 
CC 

missing 

378 (35,9%) 
400 (38,0%) 
122 (11,6%) 
154 (14,6%) 

 

T 
C 

 

1.156 (64,22%) 

644 (35,78%) 

 
rs3827103  

(MC3R) 
 

GG 
GA 
AA 

missing 

610 (57,9%) 
279 (26,5%) 
74 (7,0%) 
91 (8,6%) 

 
G 
A 

 
1.499 (77,83%) 

427 (22,17%) 

Fonte: A autora, 2021. 
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3.2 Distribuição dos PG estratificados por variáveis demográficas e clínicas 

 

 

A distribuição das frequências genotípicas dos PG estratificada pelas variáveis 

demográficas (sexo e cor), antropométricas (IMC e CAbd) e de PA, foi analisada pelo 

teste do 2 e revelou alguns resultados significativos (Tabela 6, 7 e 8). Nestas análises, 

indivíduos com baixo peso foram incluídos no grupo de eutróficos, devido ao baixo 

quantitativo (n=34).  

Quanto as distribuições estratificadas pela variável cor (Tabela 6), quatro 

marcadores apresentaram diferença estatisticamente significativa no perfil de 

distribuição dos seus genótipos.  

Os rs3746619 e rs3827103 do gene MC3R, com seus homozigotos selvagens 

CC e GG mostrou-se mais frequente entre indivíduos brancos comparados aos negros 

e NB/NP (68,7% vs. 54,8% e 55,3%; 71,4% vs. 54,6% e 58,4%, respectivamente) e 

seus homozigotos mutantes AA mais frequentes entre indivíduos pretos e NB/NP em 

comparação aos brancos (6,9% em ambos vs. 5,2%, P=0,001; 12,1% e 8,4% vs. 4,7%, 

P<0,0001).  

No rs699 (AGT), o homozigoto mutante TT mostrou-se mais frequente entre 

indivíduos brancos do que pretos e NB/NP (20,3% vs. 15,4% e 16,0%) e o homozigoto 

selvagem CC entre indivíduos pretos (40,7% vs. 26,6%) (P=0,001). 

No marcador rs1799998 (CYP11B2) (P=0,018), o homozigoto selvagem TT 

mostrou-se mais frequente entre indivíduos pretos e NB/NP, comparados aos brancos 

(49,0% e 45,8% vs. 36,1%) e o homozigoto mutante CC mais frequente entre 

indivíduos brancos e NB/NP do que os pretos (14,9% e 13,0% vs. 9,9%).  

Para as distribuições estratificadas pelo sexo (Tabela 6), somente o marcador 

rs3827103 (MC3R) apresentou diferença estatisticamente significativa (P=0,013), com  

homozigotos selvagens GG mais frequentes entre indivíduos do sexo feminino (67,4% 

vs. 58,6%) e o homozigotos variante AA mais frequente entre indivíduos do sexo 

masculino (9,4% vs. 6,2%). 
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Tabela 6 – Distribuição das frequências genotípicas dos PG estratificadas pelas variáveis demográficas. 

  Cor da pele    Sexo                      

 
PG 

 
Genótipos 

 
Branco, n 

(%)    

 
Preto, n 

(%)    

 
NB/NP, n 

(%) 

 

2 

 
P-valor 

 
Masculino, n 

(%) 

 
Feminino n 

(%) 

 
ꭓ2 

 
P-valor 

rs1137101  
(LEPR) 

AA 
GA 
GG 

129 (29,2%) 
232 (52,5%) 
81 (18,3%) 

56 (25,9%) 
112 (51,9%) 
48 (22,2%) 

110 (33,5%) 
143 (43,5%) 
75 (22,9%) 

 
8,208 

 
0,084 

127 (27,5%) 
249 (54,0%) 
85 (18,4%) 

175 (31,8%) 
256 (46,5%) 
120 (21,8%) 

 
5,743 

 
0,057 

rs17782313  
(MC4R) 

 

TT 
CT 
CC 

250 (57,9%) 
147 (34,0%) 

35 (8,1%) 

109 (54,5%) 
71 (35,5%) 
20 (10,0%) 

164 (53,1%) 
120 (38,8%) 

25 (8,1%) 

 
2,641 

 
0,620 

249 (56,0%) 
159 (35,7%) 

37 (8,3%) 

   285 (54,9%) 
   188 (36,2%) 
    46 (8,9%) 

 
0,147 

 
0,929 

rs1799983  
(NOS3) 

GG 
GT 
TT 

157 (36,3%) 
205 (47,5%) 
70 (16,2%) 

89 (43,0%) 
92 (44,4%) 
26 (12,6%) 

142 (45,1%) 
133 (42,2%) 
40 (12,7%) 

 
7,003 

 
0,136 

182 (39,7%) 
213 (46,5%) 
63 (13,8%) 

218 (42,0%) 
226 (43,5%) 
75 (14,5%) 

 
0,863 

 
0,649 

rs3746619  
(MC3R) 

CC 
CA 
AA 

303 (68,7%) 
115 (26,1%) 

23 (5,2%) 

119 (54,8%) 
83 (38,2%) 
15 (6,9%) 

177 (55,3%) 
121 (37,8%) 

22 (6,9%) 

 
18,951 

 
0,001 

269 (58,1%) 
162 (35,0%) 

32 (6,9%) 

346 (64,0%) 
165 (30,5%) 
30 (5,5%) 

 
3,695  

 
0,158 

rs9939609  
(FTO) 

TT 
AT 
AA 

124 (33,3%) 
185 (49,7%) 
63 (16,9%) 

61 (31,8%) 
96 (50,0%) 
35 (18,2%) 

87 (31,3%) 
153 (55,0%) 
38 (13,7%) 

 
2,926 

 
0,570 

119 (30,1%) 
216 (54,5%) 
61 (15,4%) 

161 (34,4%) 
227 (48,5%) 
80 (17,1%) 

 
3,155 

 
0,206 

rs699  
(AGT) 

 

TT 
CT 
CC 

92 (20,3%) 
243 (53,6%) 
118 (26,0%) 

34 (15,4%) 
97 (43,9%) 
90 (40,7%) 

53 (16,0%) 
183 (55,3%) 
95 (28,7%) 

 
17,587 

 
0,001 

84 (17,5%) 
269 (55,9%) 
128 (26,6%) 

103 (18,7%) 
268 (48,7%) 
179 (32,5%) 

 
5,813 

 
0,055 

rs1799998  
(CYP11B2) 

 

TT 
CT 
CC 

140 (36,1%) 
190 (49,0%) 
58 (14,9%) 

94 (49,0%) 
79 (41,1%) 
19 (9,9%) 

137 (45,8%) 
123 (41,1%) 
39 (13,0%) 

 
11,917 

 
0,018 

171 (40,7%) 
195 (46,4%) 
54 (12,9%) 

207 (43,1%) 
205 (42,7%) 
68 (14,2%) 

 
1,291 

 
0,524 

rs3827103  
(MC3R) 

 

GG 
GA 
AA 

302 (71,4%) 
101(23,9%) 
20 (4,7%) 

113 (54,6%) 
69 (33,3%) 
25 (12,1%) 

181 (58,4%) 
103 (33,2%) 

26 (8,4%) 

 
25,458 

 
<0,0001 

 262 (58,6%) 
143 (32,0%) 

42 (9,4%) 

348 (67,4%) 
136 (26,4%) 
32 (6,2%) 

 
8,753 

 
0,013 

Legenda:NB/NP – não branco/não preto. 

Fonte: A autora, 2021. 
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Quanto às distribuições dos genótipos estratificadas por variáveis 

antropométricas (Tabela 7), e destacando-se, primeiramente, àquelas realizadas de 

acordo com a classificação do IMC, somente o marcador rs1799983 (NOS3) 

apresentou diferença estatisticamente significativa (P=0,002), com o homozigoto 

selvagem GG mostrando-se mais frequente entre indivíduos com excesso de peso, 

comparado a eutróficos (51,5% sobrepeso e 43,5% obesidade vs. 36,5%) e o 

homozigoto mutante TT mais frequente entre indivíduos eutróficos do que os com 

excesso de peso (16,1% vs. 12,0% sobrepeso e 10,5% obesidade).  

Já pelo perfil de CAbd (Tabela 7), dois marcadores apresentaram diferenças 

significativas em suas distribuições. O marcador rs1799983 (NOS3), com 

homozigotos selvagens GG mais frequentes entre indivíduos com CAbd aumentada 

(45,7% vs. 37,2%, P=0,027). O marcador rs1799998 (CYP11B2) apresentou 

homozigotos selvagens TT mais frequentes entre indivíduos com CAbd aumentada 

(46,1% vs.38,6%, P=0,021).  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



59 

 

Tabela 7 – Distribuição das frequências genotípicas dos PG estratificados por variáveis antropométricas 
 

   IMC    CAbd   

 
PG 

 
Genótipos 

 
Eutrofia,  

n (%)    

 
Sobrepeso,  

n (%)    

 
Obesidade,  

n (%) 

 

2 

 
P-

valor 

 
 Normal,  

n (%)    

 
Aumentada,  

n (%) 

 

2 

 
P-

valor 

rs1137101  
(LEPR) 

 

AA 
GA 
GG 

193 (32,1%) 
288 (47,9%) 
120 (20,0%) 

54 (26,5%) 
110 (53,9%) 
40 (19,6%) 

55 (26,7%) 
106 (51,5%) 
45 (21,8%) 

 
4,052 

 
0,399 

176 (31,7%) 
274 (49,3%) 
106 (19,1%) 

126 (27,8%) 
229 (50,4%) 
99 (21,8%) 

 
2,265 

 
0,322 

rs17782313  
(MC4R) 

 

TT 
CT 
CC 

317 (56,1%) 
201 (35,6%) 

47 (8,3%) 

106 (54,1%) 
74 (37,8%) 
16 (8,2%) 

110 (54,5%) 
72 (35,6%) 
20 (9,9%) 

 
0,839 

 
0,933 

283 (54,7%) 
186 (36,0%) 

48 (9,3%) 

249 (56,0%) 
161 (36,2%) 

35 (7,9%) 

 
0,625 

 
0,732 

rs1799983  
(NOS3) 

GG 
GT 
TT 

210 (36,5%) 
273 (47,4%) 
93 (16,1%) 

103 (51,5%) 
73 (36,5%) 
24 (12,0%) 

87 (43,5%) 
92 (46,0%) 
21 (10,5%) 

 
16,743 

 
0,002 

199 (37,2%) 
255 (47,7%) 
81 (15,1%) 

201 (45,7%) 
182 (41,4%) 
138 (14,2%) 

 
7,190 

 
0,027 

rs3746619  
(MC3R) 

CC 
CA 
AA 

357 (60,8%) 
189 (32,2%) 

41 (7,0%) 

136 (65,1%) 
64 (30,6%) 

9 (4,3%) 

121 (58,5%) 
74 (35,7%) 
12 (5,8%) 

 
3,541 

 
0,472 

342 (59,2%) 
182 (33,3%) 

41 (7,5%) 

289 (63,5%) 
145 (31,9%) 

21 (4,6%) 

 
4,225 

 
0,121 

rs9939609  
(FTO) 

TT 
AT 
AA 

161 (32,1%) 
267 (53,2%) 
74 (14,7%) 

61 (33,5%) 
82 (45,1%) 
39 (21,4%) 

58 (32,4%) 
93 (52,0%) 
28 (15,6%) 

 
5,558 

 
0,235 

153 (33,0%) 
247 (53,3%) 
63 (13,6%) 

126 (31,6%) 
195 (48,9%) 
78 (19,5%) 

 
5,605 

 
0,061 

rs699  
(AGT) 

 

TT 
CT 
CC 

111 (18,4%) 
319 (52,8%) 
174 (28,8%) 

34 (16,0%) 
104 (49,1%) 
74 (34,9%) 

42 (19,6%) 
113 (52,8%) 
59 (27,6%) 

 
3,662 

 
0,454 

93 (16,4%) 
313 (55,3%) 
160 (28,3%) 

93 (20,1%) 
223 (48,2%) 
147 (31,7%) 

 
5,407 

 
0,067 

rs1799998  
(CYP11B2) 

TT 
CT 
CC 

212 (39,7%) 
253 (47,4%) 
69 (12,9%) 

78 (43,6%) 
73 (40,8%) 
28 (15,6%) 

88 (47,1%) 
74 (39,6%) 
25 (13,4%) 

 
5,229 

 
0,265 

193 (38,6%)                        
243 (48,6%) 
64 (12,8%)  

184 (46,1%) 
157 (39,3%)                       
58 (14,5%) 

 
7,751 

 
0,021 

rs3827103  
(MC3R) 

 

GG 
GA 
AA 

361 (63,6%) 
167 (29,4%) 

40 (7,0%) 

125 (64,1%) 
49 (25,1%) 
21 (10,8%) 

123 (61,8%) 
63 (31,7%) 
13 (6,5%) 

 
4,680 

 
0,322 

336 (63,3%) 
155 (29,2%) 

40 (7,5%) 

272 (63,3%) 
124 (28,8%) 

34 (7,9%) 

 
0,053 

 
0,974 

Fonte: A autora, 2021. 
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  Quanto às distribuições estratificadas pelo perfil de PA (Tabela 8), três 

marcadores apresentaram diferença estatisticamente significativa na distribuição dos 

seus genótipos. No rs1799983 (NOS3), enquanto homozigotos mutante TT 

mostraram-se similarmente distribuídos, os homozigotos selvagens GG mostraram-

se mais frequentes entre indivíduos com PA elevada (51,2% vs.39,4%, P=0,035). No 

marcador rs3746619 (MC3R) (P=0,017), os homozigotos selvagens CC mostraram-

se mais frequentes entre normotensos (61,9% vs. 57,2%) e o homozigoto mutante 

AA apresentou-se mais frequente entre indivíduos com PA elevada (11,6% vs. 

5,3%). Já para o marcador rs699 (AGT), homozigotos mutantes TT mostraram-se 

mais frequentes entre indivíduos com PA normal (19,5% vs. 9,9%, P=0,014). 

 

Tabela 8 – Distribuição das frequências genotípicas dos PG estratificados pelo perfil 

de PA 

 

  PA elevada   

 
PG 

 
Genótipos 

 
Não, n (%) 

 
Sim, n (%) 

 

2 

 
P-valor 

rs1137101  
(LEPR) 

 

AA 
GA 
GG 

257 (29,4%) 
440 (50,4%) 
176 (20,2%) 

45 (32,4%) 
65 (46,8%) 
29 (20,9%) 

 
0,694 

 
0,707 

rs17782313  
(MC4R) 

 

TT 
CT 
CC 

473 (56,4%) 
297 (35,4%) 
68 (8,1%) 

61 (48,4%) 
50 (39,7%) 
15 (11,9%) 

 
3,650 

 
0,161 

rs1799983  
(NOS3) 

GG 
GT 
TT 

334 (39,4%) 
393 (46,3%)                                      
121 (14,3%) 

66 (51,2%) 
46 (35,7%) 
17 (13,2%) 

 
6,732 

 
0,035 

rs3746619  
(MC3R) 

 

CC 
CA 
AA 

536 (61,9%) 
284 (32,8%) 
46 (5,3%) 

79 (57,2%) 
43 (31,2%) 
16 (11,6%) 

 
8,125 

 
0,017 

rs9939609  
(FTO) 

TT 
AT 
AA 

235 (31,3%) 
392 (52,1%) 
125 (16,6%) 

45 (40,2%) 
51 (45,5%) 
16 (14,3%) 

 
3,550 

 
0,169 

rs699  
(AGT) 

 

TT 
CT 
CC 

173 (19,5%) 
451 (50,7%) 
265 (29,8%) 

14 (9,9%) 
537 (52,1%) 
42 (29,6%) 

 
8,497 

 
0,014 

rs1799998  
(CYP11B2) 

 

TT 
CT 
CC 

323 (41,6%) 
343 (44,2%) 
110 (14,2%) 

55 (44,4%) 
57 (46,0%) 
12 (9,7%) 

 
1,861 

 
0,394 

rs3827103  
(MC3R) 

 

GG 
GA 
AA 

534 (63,9%) 
237 (28,3%) 
65 (7,8%) 

76 (59,8%) 
42 (33,1%) 

9 (7,1%) 

 
1,199 

 
0,549 

Fonte: A autora, 2021. 
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3.3 Análise de correlação entre PG e variáveis quantitativas 
 
 
 A variação nos valores médios de IMC, das medidas de CAbd, de PAS e de 

PAD entre os genótipos dos PGs foi analisada pelo one-way ANOVA, revelando 

diferenças significativas em dois marcadores (Tabela 9). 

O rs1799983 (NOS3) mostrou-se significativamente correlacionado com 

alterações nos valores médios de IMC, onde homozigotos selvagens GG 

apresentaram, comparativamente, maiores médias do que heterozigotos GT e estes 

apresentaram valores considerados equivalentes aos dos homozigotos mutantes TT 

após teste post-Hoc (P=0,020). A mesma diferença significativa foi observada para 

medidas de CAbd, porém ela não se manteve após teste post-Hoc (P=0,047). Não 

foram observadas diferenças significativas entre genótipos deste marcador quanto às 

variáveis quantitativas PAS e PAD. 

O rs3746619 (MC3R) mostrou-se significativamente correlacionado com a 

variação nos valores médios de PAS, onde homozigotos mutantes AA apresentaram, 

comparativamente, maiores médias de PAS do que os dos heterozigotos CA e estes 

apresentaram  valores equivalentes aos dos homozigotos selvagens CC após teste 

post-Hoc (P=0,023). As variações nas médias de PAD, IMC e CAbd entre genótipos 

deste marcador não foram significativas. 

A variação nos valores médios de IMC, CAbd, PAS e PAD não se mostrou 

significativamente diferente entre os genótipos dos demais SNPs analisados (P>0,05) 

(Tabela 9). 
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Tabela 9 – Análise one-way ANOVA para variáveis quantitativas relacionadas à obesidade e PA entre genótipos 
 

Variável Média ± DP F P Comparação 2 X 2 

 
 

 
AA 

rs1137101 (LEPR) 
AG 

 
GG 

   

IMC (kg/m2) 20,30 ± 4,37 20,71 ± 4,30 20,69 ± 3,98 0.967 0,381  
CAbd (cm) 70,457 ± 10,46 71,19 ± 10,29 71,35 ± 9,37 0.654 0,328 - 
PAS (mmHg) 108,73 ± 12,43 109,82 ± 12,20 108,24 ± 12,92 1.444 0,237  
PAD (mmHg) 65,61 ± 29,94 64,05 ± 9,87 63,71 ± 10,87 2.846 0,412  

 
 

 
TT 

rs17782313 (MC4R) 
TC 

 
CC 

   

IMC (kg/m2) 20,55 ± 4,00 20,79 ± 4,38 20,98 ± 5,25 0.563 0,570  
CAbd (cm) 71,19 ± 9,82 71,38 ± 10,19 71,46 ± 12,16 0.049 0,952 - 
PAS (mmHg) 108,39 ± 11,81 109,38 ± 12,62 111,65 ± 13,24 2.772 0,063  
PAD (mmHg) 
 
 

64,01 ± 23,06 63,93 ± 10,43 68,10 ± 14,61 1.824 0,162  

 
GG 

rs1799983 (NOS3) 
GT 

 
TT 

   

IMC (kg/m2) 20,97 ± 4,34 20,46 ± 4,28 19,86 ± 3,84 3.905 0,020 GG > GT = TT 
CAbd (cm) 71,98 ± 10,58 70,70 ± 10,04 69,75 ± 9,24 3.065 0,047*  
PAS (mmHg) 109,80 ± 13,00 108,14 ± 11,68 109,67 ± 12,05 2.115 0,121  
PAD (mmHg) 64,02 ±11,39 64,76 ± 25,08 64,05 ± 10,66 0.185 0,831  

 
 

 
CC 

rs3746619 (MC3R) 
CA 

 
AA 

   

IMC (kg/m2) 20,53 ± 4,12 20,79 ± 4,36 20,23 ± 4,41 0.636 0,530  

CAbd (cm) 71,23 ± 10,05 70,87 ± 9,93 69,90 ± 11,68 0.548 0,578  
PAS (mmHg) 109,17 ± 11,82 108,61 ± 12,73 113,31 ± 15,13 3.788 0,023 AA>CA=CC 
PAD (mmHg) 64,75 ± 22,07 63,48 ± 9,65 66,19 ± 14,23 0.801 0,449  

Continua   
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(Continuação) Tabela 9. Análise one-way ANOVA para variáveis quantitativas relacionadas à obesidade e PA entre genótipos. 
 

 
 

 
TT 

rs9939609 (FTO) 
TA 

 
AA 

   

IMC (kg/m2) 20,72 ± 4,21 20,47 ± 4,16 20,93 ± 4,84 0.697  0,499  
CAbd (cm) 71,17 ±10,46 70,87 ± 9,76 72,08 ± 10,73 0.762 0,467 - 
PAS (mmHg) 109,74 ± 12,90 108,45 ± 12,41 109,65 ± 11,01 1.118 0,327  
PAD (mmHg) 65,75 ± 30,86 63,23 ± 9,68 64,82 ± 9,21 1.526 0,218  

 
 

 
TT 

rs699 (AGT) 
TC 

 
CC 

   

IMC (kg/m2) 20,46 ± 4,30 20,58 ± 4,25 20,74 ± 4,26 0.282 0,754  
CAbd (cm) 71,48 ± 10,28 70,88 ± 10,24 71,09 ± 9,94 0.242 0,785 - 
PAS (mmHg) 107,91 ± 11,06 109,49 ± 12,81 109,78 ± 12,30 1.478 0,228  
PAD (mmHg) 62,75 ± 8,78 65,44 ± 23,58 63,50 ± 10,63 1.972 0,140  

 
 

 
TT 

rs1799998 (CYP11B2) 
TC 

 
CC 

   

IMC (kg/m2) 20,81 ± 4,73 20,31 ± 3,83 20,70 ± 4,05 1.403 0,246  
CAbd (cm) 71,51 ± 11,01 70,27 ± 9,25 71,33 ± 9,39 1.579 0,207 - 
PAS (mmHg) 109,69 ± 12,18 109,28 ± 12,61 108,45 ± 13,17 0.458 0,633  
PAD (mmHg) 64,67 ± 10,27 63,53 ± 10,49 64,68 ± 11,90 1.287 0,277  

 
 

 
GG 

rs3827103 (MC3R) 
GA 

 
GA 

   

IMC (kg/m2) 20,56 ± 4,26 20,58 ± 4,31 20,74 ± 3,62 0.058 0,943  

CAbd (cm) 71,06 ± 10,23 70,90 ± 9,95 70,73 ± 9,68 0.050 0,952 - 
PAS (mmHg) 109,25 ± 11,91 108,88 ± 12,80 108,54 ± 12,76 0.168 0,845  
PAD (mmHg) 64,82 ± 22,27 63,12 ± 9,15 61,66 ± 9,45 1.474 0,229  

Legenda: dp: desvio padrão; F: Fisher test. 
*Não significante após teste post-Hoc Tukey. 
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3.4 Análises de associação entre PGs, PA elevada e excesso de peso  

 

 

A regressão logística univariada (Tabela 10) avaliou a associação 

independente de variáveis clinicas e genéticas com a presença de PA elevada e de 

obesidade. 

As variáveis clínicas IMC (OR=1.084, IC95% [1.044-1.126], P<0,001) e CAbd 

(OR=1.026, IC95% [1.010-1.043] P=0,002) representaram fatores independentes 

significativamente associadas a PA elevada, com contribuição mais acentuada do 

IMC. Já entre as variáveis genéticas, os alelos mutantes do rs1799983 (NOS3) 

(OR=0.757, IC95% [0.573-1.000], P=0,050) e do rs3746619 (MC3R) (OR=1.321, 

IC95% [0.999-1.748],  P=0,051) apresentaram-se marginalmente associados com PA 

elevada. 

Quanto à presença de S/O, associação independente significativa foi 

observada para as variáveis clínicas idade (OR=0.791, IC95% [0.723-0.860], 

P<0,001), PAS (OR=1.024, IC95% [1.014-1.035], P<0,001), PAD (OR=1.019, IC95% 

[1.007-1.031], P=0,002) e presença de PA elevada (OR=1.546, IC95% [1.084-2.204], 

P=0,016). Quanto às variáveis genéticas, o marcador rs1799983 (NOS3) apresentou 

associação independente negativa (OR=0.713; IC95% [0.590-0.861], P<0,001), com 

seu alelo mutante T exercendo efeito protetor e seu alelo selvagem G contribuindo 

para obesidade. As demais variáveis clínicas e PG não apresentaram associações 

significativas com ambas as condições clínicas. 

A regressão logística multivariada, ajustada para variáveis clínicas, foi então 

aplicada para os PGs que mostraram alguma significância estatística ou tendência 

nas análises anteriores (Tabela 10). 

Os polimorfismos rs1799983 (NOS3) e rs3746619 (MC3R) não mantiveram a 

associação marginal com a PA elevada, observada anteriormente, quando ajustados 

pelo IMC (OR=0.761, IC95% [(0.570-1.017)], P=0,065 ; OR=1.307, IC95% [(0.969-

1.763)], P=0,079, respectivamente) (Tabela 10). Por outro lado, o rs1799983 (NOS3) 

manteve sua associação negativa e significativa do alelo de risco T com a ocorrência 

de obesidade (OR=0.730, IC 95% [0.603-0.885], P=0,001), após ajuste pela idade e 

presença de PA elevada. 
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Tabela 10 – Modelos de regressão logística uni e multivariada de associação com PA elevada e obesidade 

 Regressão Logística Univariada 

                           PA elevada            Obesidade 

Variável OR IC 95% P OR IC 95% P 

Idade 1.074 0.954-1.208 0,236 0.791 0.723-0.860 <0,001 

Gênero 0.368 0.597-1.211 0,368 0.853 0.667-1.091 0,205 

Cor 0.691 0.463-1.031 0,071 1.114 0.806-1.538 0,514 

IMC 1.084 1.044-1.126 <0,001 - - - 

CAbd 1.026 1.010-1.043 0,002 - - - 

PAS - - - 1.024 1.014-1.035 <0,001 

PAD - - - 1.019 1.007-1.031 0,002 

PA elevada - - - 1.546 1.084-2.204 0,016 

rs1137101 (LEPR) 0.956 0.740-1.234 0,727 1.136 0.950-1.359 0,162 

rs17782313 (MC4R) 1.307 0.992-1.723 0,057 1.063 0.872-1.294 0,547 

rs1799983 (NOS3) 0.757 0.573-1.000 0,050 0.713 0.590-0.861 <0,001 

rs3746619 (MC3R) 1.321 0.999-1.748 0,051 0.925 0.752-1.137 0,458 

rs9939609 (FTO) 0.780 0.579-1.051 0,102 1.065 0.873-1.300 0,533 

rs699 (AGT) 1.226 0.942-1.599 0,129 1.065 0.888-1.278 0,495 

rs1799998 (CYP11B2) 0.856 0.647-1.134 0,129 0.917 0.756-1.113 0,381 

rs3827103 (MC3R) 1.085 0.813-1.449 0,579 1.056 0.863-1.293 0,596 

 Regressão Logística Multivariada 

PA elevada Obesidade 

Variável OR (IC 95%) P Variáveis OR (IC 95%) P 

IMC 1.076 (1.034-1.120) <0,001 Idade 0.775 (0.709-0.846) <0,001 

rs1799983 (NOS3) 0.761 (0.570-1.017) 0,065 PA elevada 1.584 (1.082-2.320) 0,018 

rs3746619 (MC3R) 1.307 (0.969-1.763) 0,079 rs1799983 (NOS3) 0.730 (0.603-0.885) 0,001 

Legenda: OR: odds ratio; IC: intervalo de confiança. 

 Fonte: A autora, 2021. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

 Este estudo seccional procurou analisar o perfil de distribuição de 8 PGs 

relacionados ao RCV e sua associação com a presença de PA elevada e obesidade 

em uma amostra de 1.054 adolescentes brasileiros entre 10 e 15 anos de idade, de 

ambos os sexos, pertencentes ao ERJ II. Identificamos o alelo mutante A do 

rs3746619 (T6K) MC3R correlacionado com PAS aumentada e o alelo selvagem G do 

rs1799983 (G894T) do gene NOS3 associado com índices aumentados de IMC e 

maior probabilidade do desenvolvimento de obesidade na presença de PA elevada 

em indivíduos mais jovens.  

 Apesar do viés de seleção na amostragem analisada ter influenciado na 

prevalência de PA elevada, em comparação a população do ERJ II (13,5% vs. 8,4%), 

este percentual mostra-se condizente com outros estudos pediátricos nacionais, 

mostrando-se acima do acumulado geral de 8%, mas dentro do intervalo de variação 

de 2,7% a 20,1%, segundo recentes meta-análises envolvendo adolescentes de 10 a 

19 anos125,126. Nosso percentual também mostrou-se próximo aos 14% para PA 

elevada mas acima dos 9% para HA observados tanto na amostra total quanto na 

região Sudeste, segundo o estudo nacional ERICA, envolvendo mais de 73 mil 

escolares de 12 a 17 anos39. Meta-análises de estudos envolvendo diferentes países 

reportaram percentuais de prevalência significativamente diferentes em um período 

de 5 anos, como 11,2% para geral acumulada e 7,4% para a América Latina, segundo 

De Moraes e cols., em 2014127; enquanto de Song e cols., em 2019, apontaram 

acumulado de 4% e de 3,02% para as Américas128. 

Uma grande heterogeneidade percentual também foi observada entre estudos 

pediátricos populacionais em diferentes cidades brasileiras e outros países. Dados 

variaram desde, aproximadamente, 5% entre 456 escolares da cidade de 

Niterói/RJ129, passando por 15% entre 4.609 escolares de Maringá/PR130, 1.338 

escolares de Maceió/AL131 e 15.584 crianças e adolescentes norte-americanos132, 

chegando a valores elevados como 17% entre 167 adolescentes no Marrocos133 e 

34% entre 911 crianças de Macaé/RJ134. Apesar dessas diferenças percentuais, tanto 

a amostragem do ERJ II quanto a deste trabalho apresentam similaridade com a 

maioria destes estudos, no que concerne ao tamanho amostral, as diretrizes 

norteadoras e ao método de aferição da PA utilizados.  
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Tal disparidade foi previamente identificada por alguns autores e atribuída ao 

design dos estudos, principalmente no que se refere ao número de aferições da PA e 

métodos aplicados (oscilatório ou auscultatório)125–127,135. Em acréscimo, atualizações 

de diretrizes podem alterar valores anteriormente registrados para este grupo com 

reclassificação de indivíduos, como o aumento percentual de crianças e adolescentes 

norte-americanas hipertensos após reanálise de dados do NHANES seguindo 

diretrizes atualizadas de 2017 da American Academy of Pediatrics132,136. Essas 

divergências reforçam o cuidado necessário na análise deste dado epidemiológico e 

a importância da padronização de medidas avaliativas afim de melhorar a 

compreensão dessa patologia nesta faixa etária e a definição de medidas preventivas. 

Já a alta prevalência de S/O em nossa amostra, tanto pelo indicador geral 

(41,4%) quanto pelo de obesidade central (45,2%), indicaram que quase metade dos 

adolescentes analisados já apresentam excesso de peso, apesar da quase totalidade 

dos indivíduos praticar algum tipo de atividade física regular. Este índice foi acima da 

média de 36% estimada para adolescentes de 12 a 19 anos de países da América 

Latina e Caribe137,  dos 26% para a região Sudeste no estudo ERICA39 e dos 30% em 

diferentes cidades no estado do Rio de Janeiro134,138. Por outro lado, a prevalência de 

excesso de peso em nosso estudo foi próxima dos 41,5% em crianças e adolescentes 

norte-americanos de 2 a 19 anos, no NHANES 2017-2018139 e dos 41,9% em 

adolescentes marroquinos de 11 a 17 anos133. 

Ampla variabilidade neste índice também foi detectada entre estudos 

populacionais em cidades de diferentes regiões brasileiras. Índices de excesso de 

peso – considerando sobrepeso e obesidade - variaram desde em torno de 11%, entre 

1.057 escolares de Porto Velho/RO140 e 1.253 de Maceió/AL141, até 33%, em 364 

escolares de Uberaba/MG142 e 1.927 de Natal/RN143. Curiosamente, os trabalhos de 

Silva e cols.142 e Brasil e cols.143,  mesmo utilizando métodos de classificação 

diferentes (respectivamente z-score e percentil-IMC) em estratos etários desiguais 

(respectivamente, 5 a 18 anos e 6 a 11 anos), encontraram percentuais altos próximos 

ao nosso obtido em adolescentes de 10 a 15 anos. Tal heterogeneidade também se 

estende nos dados epidemiológicos internacionais, tanto entre continentes quanto 

entre países de uma mesma área geográfica, variando desde 1,7% para meninos na 

África Subsaariana até 16,8% para meninos na Europa Ocidental144. Assim como na 

HA,  disparidades nos percentuais de prevalência de S/O foram atribuídas a 

variabilidade metodológica dos estudos, principalmente no que se refere aos estratos 
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etários avaliados, percentis de corte e critérios para definição das condições de 

obesidade137, dificultando a comparação de dados e erros de interpretação.  

Por outro lado, o alto percentual obtido em nosso estudo parece refletir a atual 

epidemia de obesidade observada mundialmente, detectada em idades cada vez mais 

precoces, independentemente do sexo e etnia/raça. De 1999 a 2016, um aumento 

linear significativo nos índices de sobrepeso (28,8% para 35,1%) e de todos os tipos 

de obesidade - classe I (14,6% para 18,5%), classe II (4% para 6%) e classe III (0,9% 

para 1,9%) - foi detectado em crianças e adolescentes norte-americanas, sobretudo 

de forma mais acentuada entre hispânicos e afro-americanos não-hispânicos42,145. Já 

no Brasil essas taxas apresentam valores acima dos 20%, na maioria dos estudos e 

com tendência de crescimento, independentemente do seu design, segundo revisão 

sistemática de dados brasileiros de 2015146, ano em que o país ocupou a 4ª e a 3ª 

posição no ranking internacional geral de meninas e meninos, respectivamente, com 

obesidade144. Prevalências infanto-juvenis de excesso de peso e de PA elevada em 

crescimento128, independentemente da etnia, faixa etária ou critério de classificação, 

demonstram a instalação precoce de condições de RCV em indivíduos jovens e 

reforçam a necessidade de políticas públicas de saúde preventiva desde a primeira 

infância.      

O polimorfismo rs1799983 (G894T) no gene NOS3, comumente relacionado a 

alterações da função endotelial, apresentou, em nossa amostra, apenas tendência de 

associação com PA elevada (Tabela 10), apesar da distribuição significativamente 

diferente dos seus genótipos pelo perfil de PA (P=0,035). Entretanto, a relação deste 

marcador com alterações pressóricas mostra-se controversa segundo meta-análise 

de 60 estudos caso-controle, com ambos alelos G e T associados com HA em diversas 

etnias e em diferentes modelos genéticos, porém com significativo viés de publicação 

pela ausência de resultados negativos publicados147. 

Diferente do nosso estudo, entre os 1.141 adolescentes de 14-16 anos do 

European Youth Heart Study, o genótipo mutante TT contribuiu para aumento de 

~2,6mmHg na PAS (P=0,015) e de ~2mmHg na PAD (P=0,004) somente em 

homozigose, mesmo em baixa frequência (n=87, 7,62%)80. Frequências genotípicas 

estratificadas pelo perfil de PA não foram fornecidas para comparações, 

provavelmente devido a esse baixo quantitativo. Em nossa amostra, entretanto, uma 

significativa maior prevalência do genótipo selvagem GG foi identificada em 
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adolescentes com PA elevada (51,2% vs. 39,4%, P=0,035) apesar de sua presença 

não ter sido suficiente para alterar níveis pressóricos como um todo (Tabela 9).  

Neste mesmo estudo europeu, foi observado que homozigotos TT que não se 

deslocavam para escola com bicicleta ou passavam mais tempo em lazer sedentário 

apresentaram significativamente maiores níveis pressóricos (P=0,04 e P=0,0057 para 

interação, respectivamente) comparados aos genótipos CT e CC. Já o alto índice de 

atividade física detectado em nossa amostra (n=1.139, 92,5%) pode ter contribuído 

para a não elevação da PA nos adolescentes homozigotos TT. Estes dados sugerem 

uma contribuição da inatividade física no detrimento da vasodilatação e aumento da 

PA em portadores deste PG, o que parece corroborar com atividade vasodilatadora 

alterada por redução na expressão de óxido nítrico em murinos forçadamente inativos, 

nos quais esse efeito foi revertido com a retomada de atividade física148. 

Por outro lado, nosso estudo relacionado a adolescentes miscigenados 

saudáveis apresenta um dado original, visto que os demais estudos pediátricos 

envolvendo o rs1799983 NOS3 e PA, na literatura, são majoritariamente do tipo caso-

controle que analisaram indivíduos europeus diagnosticadamente hipertensos e com 

comorbidades e complicações vasculares associadas149,150. Tais condições clínicas 

envolvem diferentes fatores de confusão que podem interferir na relação deste 

marcador com elevação da PA e produzir resultados conflitantes, como sua não 

associação com PA elevada e parâmetros oxidativos em um149 e efeito protetor contra 

HA no outro150. 

Já estudos com adultos também mostraram resultados conflitantes na relação 

do G894T com PA, inclusive a modulação dos seus efeitos genéticos por interações 

com outros genes e condições alimentares. Assim como em nossa amostra, estudo 

comparativo caso-controle com 950 espanhóis não identificou o G894T associado 

com HA controlada ou resistente, além de apresentar distribuição genotípica similar 

entre todos os grupos clínicos (P=0,47)151. Já em amostra de 384 brasileiros 

afrodescendentes não-relacionados, genótipos do G894T mostraram similar 

distribuição entre hipertensos e normotensos, mas sua associação com elevação da 

PAD (P=0,004) decorreu somente através de interação com gene GRK4,  em modelo 

estatístico multilocus, enquanto outros SNPs relacionados a HA também não 

exerceram efeitos genéticos significativos152.  

Entre 750 espanhóis caucasianos saudáveis, diferentes tipos de gordura 

provenientes da dieta interagiram com diferentes genótipos do polimorfismo G894T e 
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modificaram de forma significativa e diferenciada valores de PAS (P=0,005 de 

interação) e PAD (P=0,015 de interação)79. Nesta mesma amostra, IMC elevado em 

portadores dos genótipos GT+TT, mas não GG, esteve associado com maior PAD 

(P=0,045 de interação)79. Em amostra populacional de 1.577 brasileiros saudáveis, o 

G894T isolado não influenciou na variação da PA, mas sua interação com 

triglicerídeos (P=0,03), colesterol total (P=0,02) ou colesterol não-HDL (P=0,01) 

determinaram variações na PAS, em modelos ajustados pela etnia153. Além disso, 

neste mesmo estudo, sua significância para o desenvolvimento da HA, na multivariada 

ajustada, ocorreu somente de forma marginal e na presença de níveis aumentados de 

colesterol153. Estes resultados demonstram que a dimensão do efeito isolado do 

G894T no contexto multifatorial da hipertensão pode ser pequeno, além  de regulado 

por fatores gênicos e alimentares os quais podem ter atenuado sua ação em nossa 

amostra, dada sua contribuição marginal na análise univariada e não significativa na 

multivariada (Tabela 10). 

De forma inesperada, o alelo selvagem G do rs1799983 NOS3 mostrou relação, 

em nossa amostra, com o excesso de peso, tanto por correlacionar-se com IMC 

aumentado (Tabela 9) quanto com o risco para desenvolvimento obesidade (Tabela 

10). Análise similar em estudo caso-controle com 394 adultos tunisianos, 

originalmente, identificou o genótipo variante TT mais prevalente em obesos (6,5% vs. 

3,3%) e seu alelo T associado a um aumento 2 a 3 vezes maior no risco para 

obesidade, em diferentes modelos genéticos de herança154. Este dado foi 

parcialmente similar ao nosso, no qual o alelo selvagem G foi o que esteve mais 

prevalente em obesos classificados tanto pelo IMC quanto pelo diâmetro de CAbd 

(respectivamente 51,5% vs. 36,5% e P=0,002, 45,7% vs. 37,2% e P=0,027; Tabela 7) 

e associado a um aumento de 71,3% no risco para obesidade de forma independente 

(P<0,001) e de 73% na multivariada ajustada (P=0,001). Além disso, no mesmo 

estudo de Nasr e cols. (2015), a influência do genótipo mutante TT no aumento do 

IMC decorreu do seu efeito individual (P=0,02) e também quando combinado em 

haplótipo com o genótipo mutante bb do SNP 4a/b do NOS3, também avaliado 

(P=0,0004)154. Já em nossa amostra, homozigotos selvagem GG também se 

mostraram correlacionados com valores médios de IMC maiores do que portadores 

dos genótipos GT e TT (P=0,02, Tabela 9). 

Avaliação de SNPs do NOS3 como biomarcador de obesidade, similar ao 

estudo de Nasr e cols. (2015) e ao nosso estudo, são escassas enquanto os demais 
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investigam o papel deste polimorfismo em doenças metabólicas com fenótipo “obeso 

inflamado”, nos quais seu efeito isolado não foi significativo para o risco de síndrome 

metabólica (SM) em estudo caso-controle com 242 crianças brasileiras85 e de DM2 

em 14.374 adultos do The Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study86. 

Embora dosagens do ON e seus metabólitos que correlacionem sua produção com 

este SNP estejam ausentes nestes estudos, por outro lado eles demonstram uma 

interferência deste PG no papel antiobesogênico desta molécula no metabolismo 

energético corporal76. Estudos experimentais indicaram que níveis reduzidos de óxido 

nítrico interferiram na dinâmica de captação/liberação de ácidos graxos livres do 

músculo esquelético em humanos155 e aumento na taxa de lipólise com liberação de 

glicerol pelos adipócitos humanos in vitro156, o que parece favorecer um quadro de 

dislipidemia e aumento de peso em portadores deste polimorfismo. 

Por outro lado, como o ON também é sintetizado nas células musculares76 e o 

IMC é um indicador relativo de obesidade que não reflete a composição de gordura 

corporal, é possível que a observada associação do G894T NOS3 com excesso de 

peso, em nosso estudo, esteja relacionada a sua influência na regulação da massa 

magra. Diferentes estudos clínicos avaliaram uma mesma amostragem de 307 

mulheres caucasianas e identificaram o genótipo GG G894T associado com risco 2,26 

vezes maior para sarcopenia, pelo critério razão percentual de massa muscular 

esquelética/massa corporal (OR=2.25, P=0.016) e com menor força muscular (~7.5%, 

P=0.042), comparados aos genótipos GT e TT157,158. Esses escassos estudos em 

humanos parecem corroborar com resultados em modelos experimentais nos quais o 

ON promoveu hipertrofia muscular159, redução dimensional de adipócitos e níveis 

séricos de triglicerídeos, glicose e ácidos graxos160,161. A congruência destes achados 

demonstra uma influência potencial deste marcador também na proporção corporal 

massa magra/massa gorda e direcionam potenciais investigações acerca de variantes 

do NOS3 como biomarcadores de obesidade e do peso corporal em outras 

populações humanas. 

Interessante mencionar que os resultados significativos referentes ao G894T, 

em nossa amostra, relacionam-se ao alelo selvagem G e não ao variante T. 

Entretanto, outros estudos clínicos envolvendo indivíduos brasileiros também 

detectaram efeitos nocivos atribuídos a este alelo. O alelo G/genótipo GG mostraram-

se mais prevalentes em amostras independentes de adultos com IC162,163, associados 

ao risco do seu desenvolvimento162 e contribuíram para uma pior sobrevida entre 
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pacientes afro-brasileiros, de forma isolada (P=0,034) e em haplótipo com outros 

SNPs NOS3 (P=0,043)164. Apesar dessa particularidade, a proporção alelo G/ alelo T 

observada em nossa amostra total (63% vs. 36%) foi concordante tanto com a destes 

estudos quanto com as de grandes populações referência disponibilizada em bancos 

de dados públicos (HapMap e dbGap), descartando a ocorrência de erros de 

genotipagem. Logo, acreditamos que esta característica esteja relacionada ao 

background genético miscigenado, pois este e outros SNPs do NOS3 apresentam 

padrão de distribuição de seus alelos altamente variável em populações 

geneticamente homogêneas165 e também na brasileira166, a qual apresenta grande 

variabilidade em nível individual nas proporções de ancestralidade genética167. 

O PG rs699 (M235T) no gene AGT, em nossa amostra, não mostrou relação 

com elevação da PA ou alteração de suas variáveis quantitativas, apesar da 

significativa maior prevalência do genótipo variante TT em normotensos (19,5% vs. 

9,9%, P=0,014, Tabela 8). Este dado divergiu de estudo longitudinal com 213 crianças 

norte-americanas caucasianas e afro-americanas, no qual os genótipos CT e TT 

mostraram associação com aumento de 2 e 4 mmHg, respectivamente, nas médias 

de PAS (P=0,03) em ambas as etnias e com níveis elevados de AGT plasmático 

somente em caucasianos (P=0,02)66. Nosso dado divergiu também de estudo caso-

controle com 175 adolescentes argentinos, onde o alelo variante T esteve associado 

com maior z-score da PAS em meninos hipertensos (P<0,02), porém sua associação 

com HA foi significativa somente em hipertensos e em haplótipo com outros SNPs 

relacionados ao SRAA (P<0,03)168. 

Por outro lado, nossos dados mostraram-se parcialmente concordantes com 

estudo seccional de 709 adolescentes europeus saudáveis, no qual o rs699 mostrou 

frequência genotípica similar entre indivíduos estratificados por gêneros e pelo perfil 

pressórico e sua presença não influenciou em variáveis pressóricas e no risco para 

HA169. Apesar da ausência de análises estratificadas por gênero, nosso estudo parece 

corroborar com tais resultados, sugerindo uma não relevância do rs699 (M235T) como 

biomarcador de HA em jovens saudáveis de diferentes etnias, um dado importante 

considerando a escassez de estudos relacionados a este marcador e HA em 

populações pediátricas. 

Já em adultos, a relação do rs699 (M235T) com elevação da PA demonstrou 

resultados controversos em diferentes populações. Em estudo familiar caso-controle 

envolvendo 215 pares de irmãos dos Estados Unidos e da França, o alelo variante T 
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mostrou associação com AGT plasmático aumentado (P<0,0001) e maior prevalência 

em hipertensos (47% vs. 36% controles, P<0,001), principalmente entre os casos mais 

severos (51% vs. 36% controles, P<0,001)65. Além disso, este SNP foi detectado em 

linkage com o T174M, outro SNP do mesmo gene, e ambos, em haplótipo, também 

mostraram maior prevalência em hipertensos totais (14% vs. 9% controles, P=0,02)65. 

Estudo de replicação em larga-escala com mais de 19.000 japoneses detectou o alelo 

selvagem C associado com aumento de 0.78mmHg na PAS (P=0,002) e 0.49mmHg 

na PAD (P=0,001), porém marginalmente com HA (OR=1.09, P=0,033)170. Outro 

estudo caso-controle analisou 715 brasileiros e identificou frequência aumentada do 

genótipo TT/alelo T em hipertensos (32% vs. 19.8%, P=0,038; 54.7% vs. 46.4%; 

P=0,031, respectivamente) e sua associação para HA (OR=1.8; P=0.028) em 

caucasianos, mas não em afrodescendentes67. Já em estudo caso-controle europeu, 

que analisou 1.358 indivíduos, o genótipo variante TT apresentou frequência 

aumentada de forma não significativa em controles (4.6% vs. 2.7%) e diminuiu em 

48% o risco associado a hipertensão (OR=0.52, P=0.034)171.  

Uma vez que dosagens de AGT sérico não foram realizadas na maioria destes 

estudos e sua síntese é regulada por diversas elementos biológicos62, estes 

resultados demonstram que alterações na PA podem não estar relacionadas a 

presença do rs699 (M235T) ou angiotensinogênio plasmático elevado, mas sim com 

outros componentes envolvidos na fisiologia renal que regulam a absorção da água e 

sódio, como a enzima renina, cuja atividade mostra-se reduzida em indivíduos negros 

comparados aos brancos58. 

Outro dado interessante observado para o rs699, em nossa amostra, foi a maior 

prevalência do seu genótipo variante TT em indivíduos brancos (20,3% vs. 15,4% 

negros vs. 16% NB/NP, P=0,001, Tabela 6), o qual divergiu do estudo de Bloem e 

cols., no qual foi identificada frequência aumentada deste genótipo e seu alelo T em 

crianças afro-americanas (65%e 81% vs.18% e 41% em brancas, P<0,0001 

respectivamente)66, mas concordou com o perfil observado no de Bomfim-Silva e 

cols.; onde, embora de forma não significativa, o genótipo TT e alelo T esteve mais 

prevalente em Cáucaso-brasileiros (56% e 59% vs. 43% e 41% em afro-brasileiros, 

respectivamente)67. 

Estes achados parecem indicar uma influência étnica na distribuição alélica 

deste marcador e, por consequência, nos seus efeitos associados. Um estudo 

comparativo norte-americano observou uma frequência discretamente menor, porém 



74 

 

não significativa, do alelo T e do genótipo TT do M235T em adultos afro-americanos 

nativos comparados aos nascidos na África (82% vs. 91%; 67% vs. 83%, 

respectivamente)172. No entanto, essa diferença não influenciou em alterações da PA, 

renina e prevalência de hipertensão com base no perfil étnico. Assim como observado 

no PG do NOS3, esse perfil genotípico de distribuição pareceu resultar do background 

genético miscigenado da nossa amostra, na qual uma frequência reduzida do alelo T, 

em função da miscigenação, pode ter atenuado o efeito do M235T na PA, diminuindo 

sua relevância como biomarcador de HA.  

A variante rs1799998 c.-344T>C (CYP11B2) também não demostrou relação, 

em nossa amostra, com alterações pressóricas ou risco para elevação da PA (Tabela 

9 e 10). Parcialmente similar com nossos resultados, no mesmo estudo pediátrico 

argentino de Porto e cols., o rs1799998 apresentou frequência similar entre 

adolescentes normotensos e hipertensos e não contribuiu de forma isolada com 

variações da PA, porém demonstrou significância para HA quando combinado com 

outros 5 SNPs do RAAS, em diferentes haplótipos (P<0,03)168. Em nosso estudo, a 

distribuição genotípica deste SNP também foi similar entre grupos estratificados pelo 

perfil de PA (Tabela 8), mas não acreditamos que sua combinação com demais PGs 

avaliados modificaria sua não significância na amostra como um todo. Apesar disso, 

nossos resultados referentes a adolescentes brasileiros saudáveis representam 

dados originais, considerando a escassez de estudos pediátricos envolvendo esta 

variante e PA elevada sem causas secundárias (como hiperaldosteronismo), o que 

pode sugerir sua não relevância como biomarcador desta patologia em jovens 

saudáveis. 

Por outro lado, nos diferentes estudos com adultos, este marcador apresentou 

relação controversa entre seus alelos, PA e inclusive com aldosterona plasmática. 

Divergente do nosso estudo, nas diferentes coortes populacionais japonesas do 

mesmo estudo de Takeuchi e cols., o genótipo selvagem TT mostrou significativa 

associação com HA (OR=1.15 e P=2.3x10-5) e aumento de 0.91mmHg na PAS 

(P=1,5x10-5) e de 0.53mmHg na PAD (P=1,8x10-5) 170. Em 1.392 indivíduos oriundos 

de 3 países europeus avaliados para fatores de RCV  no IMMIDIET Study, o alelo C 

foi o que demonstrou associação com maiores níveis pressóricos (+ 2,9mmHg  na 

PAS, P=0,026; + 1,7mmHg na PAD, P=0,056) e aumento no risco para HA (OR=2.09, 

P=0,038) em homens com menos de 47 anos de idade principalmente73. 
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Em coortes multiétnicas e miscigenadas, como a nossa, este marcador também 

apresentou comportamentos discrepantes. Concordante com nossos achados, na 

coorte multiétnica de 3.452 indivíduos do Dallas Heart Study, portadores de alta 

prevalência de HA, variações nos níveis pressóricos, aldosterona plasmática e outros 

índices metabólicos não se mostraram-associadas ao rs1799998 em afro-americanos, 

hispânicos e caucasianos173. Em estudo seccional multiétnico envolvendo 1.313 

residentes, no Reino Unido, portadores do alelo T apresentaram aumento de 

3.7mmHg na PAS (P=0,03), de 2.1mmHg na PAD (P=0,045) e de 41pmol/L na 

aldosterona plasmática (P=0,042), independentemente da etnia72. Entretanto, 

análises do risco associado para HA na amostra total ou estratificadas por etnia, para 

comparações, não foram realizadas neste estudo. Já entre 340 brasileiros avaliados 

em estudo caso-controle, apesar da frequência aumentada do alelo T/genótipo TT em 

hipertensos controlados (P=0,009 e P=0,022, respectivamente) e resistentes 

(P=0,017 e P=0,044, respectivamente), estas não influenciaram em variações da PA, 

aldosterona, renina e cortisol174. Em parcial concordância com este estudo, o genótipo 

TT também apresentou frequência aumentada em nossos adolescentes com PA 

elevada (44.4% vs. 41.6%), porém de forma não significativa e sem efeito suficiente 

para alterar significativamente seus valores pressóricos (Tabela 9). 

Em conjunto, estes resultados demonstram que a influência do rs1799998 na 

PA e até mesmo na produção da aldosterona, ainda é inconsistente em humanos, o 

que corrobora com estudo in vitro no qual níveis de expressão gênica deste hormônio 

mostraram-se similares na presença tanto do alelo T quanto C175. Ademais, estudo 

seccional que avaliou 1.575 adultos chineses identificou que o alto consumo de álcool 

aumentou de 1,2 a 3 vezes o risco para HA (P=0,048 de interação ajustado) nos 

portadores dos genótipos TT (OR=3.0, P=0,002) e CT, (OR=2.9, P=0,002)176. Em 

outro estudo relacionado à esta mesma amostragem, a condição de excesso de peso 

modificou significativamente o risco associado dos genótipos CT e TT com PAD 

aumentada, com base tanto no IMC (+3,7mmHg, P=0.023) como na CAbd 

(+3,9mmHg, P=0.020) na análise multivariada ajustada177. Juntos, esses dados 

reforçam o caráter multifatorial da condição hipertensiva na qual diferentes fatores 

comportamentais ou comorbidades podem modular a influência genética do marcador 

rs1799998 (CYP11B2). 

Assim como outros PGs avaliados, o rs1799998 (CYP11B2), em nosso estudo, 

apresentou diferenças na distribuição genotípica com relação a cor com uma maior 
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prevalência do homozigoto selvagem TT em indivíduos negros e NB/NP 

(respectivamente 49% e 45,8% vs. 36,1% brancos, P=0,018, Tabela 6). Nos estudos 

com coortes multirraciais mencionados acima estas diferenças também foram 

identificadas, com frequência aumentada do alelo T e do genótipo TT em afro-

americanos (78% e 59,7% respectivamente) comparados a hispânicos (59% e 34,2%) 

e caucasianos (54% e 30,2%), no estudo de Byrd e cols.173; e em africanos (79% e 

62,1%), em comparação com brancos (55% e 31,1%) e asiáticos (56% e 31,7%), no 

estudo de Barbato e cols.72,  a despeito dos resultados de associação clínica.  

Apesar da ausência de análises de ancestralidade genética que confirmassem 

um perfil ancestral africano em nossos indivíduos negros e NB/NP, nossos dados 

parecem corroborar com achados acima, indicando uma variabilidade interétnica na 

frequência desta variante que pode influenciar em suas associações com o risco para 

HA em diferentes etnias, além das já mencionadas diferenças na fisiologia renal de 

regulação de água e eletrólitos58. 

Interessantemente, o marcador rs1799998 (CYP11B2) também apresentou, 

em nossa amostra, distribuição genotípica significativamente diferente pelo perfil de 

obesidade central, mas não geral, com maior prevalência do genótipo TT em 

indivíduos com CAbd aumentada (46,1% vs. 38,6%, P=0,021; Tabela 7). Estudo caso-

controle, que avaliou 2.163 crianças coreanas para 11 SNPs relacionados ao balanço 

hidroeletrolítico, identificou risco 14 a 15 vezes maior para obesidade em meninas 

homozigotas CC rs1799998 (CYP11B2), pela interação com ingestão moderada, mas 

não aumentada de sódio178. Entretanto, este resultado pode ter sido enviesado, uma 

vez que o próprio autor menciona que efeitos de aumento ou diminuição no risco 

atribuídos às diferentes variantes genéticas variaram conforme o parâmetro 

antropométrico de classificação utilizado (IMC, CAbd ou outros). 

Não identificamos demais estudos pediátricos que analisaram a relação deste 

SNP com obesidade e seus caracteres para comparações, o que destaca a 

originalidade de nossos achados, enquanto nos escassos estudos com adultos essa 

correlação também foi confirmada. Na mesma amostra populacional de adultos do 

IMMIDIET, o genótipo CC apresentou frequência aumentada em homens com SM 

(32,7% vs. 24,2% CT vs. 17,3% TT, P=0,002), nos quais apresentou OR de 2.25 e 

maior prevalência de obesidade abdominal (61% vs. 53.4% TT, não significativa)179. 

Em outro estudo populacional, com 1.358 adultos europeus, a prevalência de HA, 

valores de IMC e da razão renina-aldosterona não diferiu de forma significativa entre 



77 

 

genótipos; porém o genótipo homozigoto CC, comparado aos demais, demonstrou 

correlação com maiores espessuras de dobras cutâneas de tríceps e subescapular na 

amostra total (P=0,003 e P=0,037, respectivamente) e em mulheres (P=0,03 e 

P=0,015, respectivamente)180. Em nosso estudo, apesar da frequência 

significativamente aumentada do genótipo TT em obesos com CAbd aumentada, seu 

efeito não foi suficiente para modificar essa medida de adiposidade ou o risco 

associado para obesidade (Tabela 9 e 10). 

Embora o papel da aldosterona seja comumente investigado com relação ao 

controle pressórico e absorção de sódio, todos estes resultados sugerem alguma 

relação do CYP11B2 e seu PG com a gordura intra-abdominal e não a massa corporal. 

O possível mecanismo fisiológico desta relação foi explorado em estudos in vitro, nos 

quais a aldosterona, através de receptores mineralocorticoides, estimulou em 

adipócitos humanos processos de diferenciação celular (adipogênese) e a síntese de 

seus marcadores específicos de conversão (como adiponectina e leptina) e 

reguladores transcricionais181. Já outro estudo in vitro recente identificou, em células 

adrenais de murinos e humanas, que a expressão gênica do CYP11B2 e a síntese de 

aldosterona plasmática foram aumentadas de forma dose-dependente pela leptina, 

sem interferência da angiotensina II, o principal regulador da síntese de aldosterona 

pelo SRAA182. A existência de um eixo parácrino de comunicação tecido adiposo-

adrenais, sugerido por estes estudos, poderia justificar uma associação de PGs no 

CYP11B2 com parâmetros de adiposidade aumentados. Entretanto, esse mecanismo 

biológico ainda não replicado em humanos requer mais estudos principalmente no 

contexto da obesidade comum. 

Dentre os PG investigados para relações com o excesso de peso, as variantes 

rs3746619 (T6K) e rs3827103 (V81I) do gene MC3R, comumente encontradas em 

desequilíbrio de ligação (geneticamente ligadas) por situarem-se muito próximas entre 

si na sequência gênica (distantes 224pb), são majoritariamente investigadas como um 

haplótipo de risco para obesidade. Apesar do nosso estudo ter avaliado 

individualmente estas variantes, ambas não demonstraram relação significativa com 

obesidade (Tabela 10) ou variação de seus caracteres quantitativos (Tabela 9) em 

nossa amostra. Nossos achados contrastaram com os observados em amostragens 

caso-controle independentes de crianças e adolescentes norte-americanas, onde o 

genótipo variante AA de ambos SNPs em homozigose dupla apresentou significativa 

correlação com maiores valores de IMC, CAbd e percentual de gordura corporal 
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(P<0,001 em todos)102,104. Além disso, Feng e cols. detectaram esse haplótipo de risco 

exclusivamente em indivíduos com sobrepeso ou obesos, apesar de sua baixa 

frequência (n=29)102, enquanto Savastano e cols. não realizaram análise similar104. 

Em coortes pediátricas asiáticas também foram observados resultados 

positivos, onde a presença deste haplótipo esteve associada ao aumento progressivo 

do percentual de gordura (P<0,001) e de leptina sérica (P<0,001) em amostra caso-

controle de 201 crianças com obesidade severa precoce103, enquanto em outra coorte 

de 1.090 crianças cada alelo variante A apresentou correlação com aumento 

longitudinal do IMC (P=0,025), dobras cutâneas do tríceps (P=0,007) e subescapular 

(P=0,002) e no risco para obesidade (OR=1.58, IC95% [1.10-2.28], 

P=0,014)183.Apesar de não avaliadas como um haplótipo, homozigotos mutantes AA 

do T6K e V81I apresentaram baixa frequência em nossa amostra total (Tabela 5), tal 

como sua combinação em haplótipo nos estudos acima. No entanto, diferentemente 

destes estudos, a presença dessas variantes não promoveu modificações 

significativas nas medidas antropométricas avaliadas (Tabela 9).  

Concordante com nossos resultados, em uma coorte de 229 crianças obesas 

chilenas, o T6K e V81I não exerceram efeitos significativos na variação dos 

indicadores IMC e CAbd e apresentaram apenas tendência de associação com 

obesidade somente em haplótipo com outros dois SNPs do MC3R (P=0,06)184. Já 

entre 431 adolescentes escolares sul-africanos, avaliados em estudo seccional, 

ambas as variantes exerceram efeito protetor promovendo individualmente 

significativa diminuição de indicadores antropométricos como peso, IMC, 

circunferência de quadril e abdominal em indivíduos miscigenados, mas não 

negros185. 

Os efeitos controversos atribuídos aos SNPs rs3746619 (T6K) e rs3827103 

(V81I), do gene MC3R, na regulação de medidas corporais observados em crianças 

e adolescentes também foram identificados em adultos de diferentes populações. Em 

amostra de conveniência composta por 237 afro-americanos saudáveis, portadores 

de homozigose dupla AA+AA, comparados aos demais genótipos, apresentaram 

maiores valores de IMC (P=0,039), massa gorda (P=0.031) e percentual de gordura 

corporal (P=0.012) porém reduzido percentual de massa magra (P=0.012)186. Estudo 

caso-controle, que avaliou 1.008 obesos europeus caucasianos, identificou genótipos 

da variante rs3746619 (T6K) similarmente distribuídos entre casos e controles e sua 

presença não esteve associada com risco para obesidade e variações significativas 
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do IMC, CAbd, gordura visceral e gordura subcutânea (P>0,05 para todos), em 

modelos de regressão corrigidos187. 

Como observado, a dimensão dos efeitos do rs3746619 (T6K) e rs3827103 

(V81I) nas medidas corporais em humanos ainda não é bem definida, o que corrobora 

com estudos in vitro nos quais a presença dessas variantes não só promoveu apenas 

perda parcial na funcionalidade dos receptores MC3 como também produziu efeitos 

conflitantes quanto à sua afinidade de ligação pelo α-MSH e expressão na superfície 

celular, que mostraram-se inalteradas em um estudo103 e diminuídas em outro102. Tais 

achados funcionais controversos, somados a um fenótipo obeso leve relacionado a 

deleção do gene MC3R em animais experimentais97,98, apontam para uma incerteza 

na ação efetiva desses polimorfismos em promover significativas alterações em 

medidas antropométricas, ressaltando a necessidade de mais estudos que elucidem 

esta relação em outras populações humanas.  

Ademais, os SNPs rs3746619 (T6K) e rs3827103 (V81I) apresentaram, em 

nossa amostra, distribuição de genótipos diferenciada de acordo com a cor da pele 

(Tabela 6). O genótipo variante AA do T6K apresentou frequência aumentada em 

indivíduos negros e NB/NP (6,9% em ambos vs. 5,2% em brancos, P=0,001), 

enquanto o mesmo genótipo variante do V81I foi 2 a 3 vezes mais frequente em 

indivíduos não-brancos do que em brancos (12,1% negros vs. 8,4% NB/NP vs. 4,7% 

brancos, P<0,0001). Nossos dados acompanharam outros estudos relacionados a 

obesidade que avaliaram amostragens multiétnicas e detectaram maiores 

prevalências dos genótipos/alelos variantes em jovens afro-americanos, frente aos 

caucasianos (p<0,05 em ambos estudos)102,104, e em adolescentes sul-africanos 

negros frente aos miscigenados (P<0,0001 para ambos) – o que inclusive inviabilizou 

a realização de análises estratificadas por etnia.185  

Diferenças inter-raciais na distribuição alélica/genotípica destas variantes 

apontam a etnia como um fator de confusão na relação destes polimorfismos com 

indicadores de adiposidade, os quais podem resultar em falsas associações por 

estratificação populacional49. Frente a esse caráter populacional, Yoshiuchi analisou 

dados públicos de frequência alélica destes PG em grandes grupos populacionais e 

detectou evidências de seleção natural positiva para variantes do gene MC3R na 

população africana, mas não na europeia e asiática188. Segundo o autor, uma vez 

envolvidos na regulação do peso e gordura corporais, este gene e suas variantes 

genéticas podem ter sido selecionados como uma adaptação humana que garantisse 
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reservas energéticas durante os ciclos de abundância/escassez alimentar. Logo, esse 

achado parece apontar que a contribuição de marcadores do MC3R (e possivelmente 

outros marcadores e genes relacionados ao peso corporal) na susceptibilidade para 

obesidade é dependente do grupo populacional avaliado, como reflexo de traços 

evolutivos. Entretanto, somente análises de ancestralidade genética nos adolescentes 

negros portadores destas variantes, em nossa amostra, poderiam confirmar tal 

correlação, uma vez que na população miscigenada brasileira traços fenotípicos nem 

sempre correspondem com o background genético ancestral167. 

Inesperadamente, o rs3827103 (V81I) MC3R apresentou diferença significativa 

na distribuição de seus genótipos entre gêneros, com maior prevalência do seu alelo 

variante A entre meninos (9.4% vs. 6.2%, P=0,013, Tabela 6). Inicialmente, 

acreditamos que este achado fosse um dado espúrio, considerando os percentuais 

muito próximos de homozigotos variante AA na amostra total e missing data (7% e 

8,6%, respectivamente), uma proporção geral de gêneros relativamente equilibrada e 

similar com a da população do ERJ II (46,5% de meninos e 53,5% de meninas vs. 

44,30% de meninos e 55,70% de meninas) e a ausência de significância clínica em 

nosso estudo.  

Entretanto, no mesmo estudo pediátrico chileno de Obregon e cols., um dos 

poucos com dados estratificados por gênero, avaliou-se a relação entre 

comportamentos alimentares e SNPs MC3R, tendo sido observadas diferenças 

intergênero relacionadas aos genótipos184. Neste estudo,  apesar de não associados 

com obesidade ou seus indicadores antropométricos, os alelos variantes A do 

rs3746619 e do rs3827103 apresentaram-se em maior frequência em meninos (n=11 

vs. 8 em meninas; n=11 vs. 7 meninas, respectivamente) e, neles, estiveram 

associados a menores escores de “alimentação emocional” (P=0,01 para ambos)184. 

Segundo o próprio autor, este achado resultaria da presença de receptores MC3 na 

região do sistema límbico regulador das respostas motivacionais relacionadas a 

alimentação, o que parece corroborar com estudos experimentais nos quais estes 

receptores estavam expressos em quase 1/3 dos neurônios relacionados à 

recompensa e fêmeas mas não machos knockout MC3R apresentaram níveis de 

dopamina diminuídos (P<0,05) e alterações nas preferências de sabor189. A relação 

entre comportamentos alimentares e SNPs MC3R ainda não é bem explorada em 

seres humanos, sendo avaliada de forma subjetiva por questionários, porém, apesar 
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de não ser o foco de nosso estudo, podemos apenas especular que as diferenças 

intergênero observadas em nossa amostra assemelham-se aos achados acima.  

Outro dado inesperado em nosso estudo foi a correlação entre a variante 

rs3746619 MC3R e PA, tanto por diferenças na sua distribuição genotípica pelo perfil 

de PA (Tabela 8) quanto por sua influência na variação média de PAS (Tabela 9). 

Influência  similar foi observada no mesmo estudo pediátrico sul-africano de Yako e 

cols., no qual o T6K demonstrou associação com redução de 2,49mmHg na PAS e de 

2,08mmHg na PAD de forma isolada (P=0,046 e P=0,021, respectivamente) em 

adolescentes miscigenados, mas não negros185. Entretanto, as frequências 

genotípicas estratificadas por status clínico não foram fornecidas em função de 

acentuadas diferenças interétnicas na distribuição dos seus alelos. Em nossa 

amostra, entretanto, o genótipo variante AA apresentou frequência aumentada em 

hipertensos (11.6% vs. 5.3%, P=0,017, Tabela 8) e esteve correlacionado com valores 

médios de PAS quase 4mmHg maiores do que heterozigotos CA e homozigotos CC, 

segundo ANOVA corrigida (P=0,023, Tabela 9). Em concordância com nossos 

achados, estudo caso-controle, originalmente, avaliou 332 kuwaitianos adultos para 

HA e variantes nos genes LEP, MC3R e MC4R e detectou significativa associação da 

PAS com o alelo variante A do rs3746619 não isoladamente, mas em haplótipo com 

alelo variante A do rs3827103, em modelos de regressão múltipla ajustados (P=0,005 

para todos)190. 

Estudos que avaliaram essa incomum influência de SNPs MC3R nos níveis 

pressóricos são escassos e seus resultados divergentes demonstram que essa 

relação em humanos ainda não é bem definida, porém seu mecanismo fisiológico 

investigado em estudos experimentais sugeriu o envolvimento deste receptor na 

regulação da concentração de sódio. A melanocortina-γ, através de receptores MC3 

no aparelho renal, exerceu função natriurética de aumentar a excreção de sódio em 

modelos murinos sob dieta hipersódica191, porém, animais knockout MC3R, sob a 

mesma dieta, desenvolveram fenótipo hipertenso, o qual não foi corrigido mesmo com 

a infusão exógena deste hormônio192. Essa regulação alternativa da PA via receptores 

MC3, ainda não foi replicada em humanos e deve ser melhor explorada em futuros 

estudos, porém podemos especular que uma dieta rica em sódio (especialmente pelos 

processados e fast-foods), adotada principalmente por adolescentes, pode ter 

contribuído para a elevação da PA nos indivíduos homozigotos variante AA rs3746619 

MC3R, em nosso estudo. 
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Quanto ao significativo desvio no EHW apresentado pelo marcador rs3827103 

MC3R, foi um dado inesperado que nos pareceu resultante do percentual de missing 

data muito próximo ao de homozigotos AA genotipados (8,6% vs. 7%, Tabela 5) ou 

erros de genotipagem, como sugerido por Fardo e colaboradores193. Entretanto, foi 

apontado pelo software de análise como causa deste desvio a perda de 

heterozigosidade, ou seja, diminuição no percentual esperado de heterozigotos em 

função de quantitativo reduzido de um de seus alelos. Com base nisso, ao 

investigarmos a região genômica do rs3827103 foi detectada a presença adjacente 

de um polimorfismo de deleção de até 5 nucleotídeos T (rs1230374156), o qual pode 

ter deletado, de forma natural, algumas cópias do alelo A em alguns indivíduos. Além 

de falha humana e nas reações de tipagem, a presença de sítios de inserção/deleção 

adjacentes a um SNP de interesse, bem como estratificação populacional por 

processos de miscigenação, são condições biológicas previamente reportadas como 

causadoras deste tipo de desvio194,195. 

Já o polimorfismo rs1137101 (Q233R), do gene LEPR, não apresentou, em 

nosso estudo, qualquer relação com excesso de peso e variação de seus indicadores 

quantitativos (Tabela 9 e 10). Nosso dado divergiu de estudo caso-controle que 

avaliou 294 crianças sauditas, no qual o alelo variante G esteve associado a um 

aumento 2 vezes maior no risco para obesidade (OR=2.45, P=0,045), apresentou 

frequência aumentada em obesos (53,6% vs 28,6%, P<0,001) e neles aumentou 

significativamente o IMC, CAbd, e leptina94. No GENYAL Study, que avaliou 

longitudinalmente  221 crianças espanholas para 11 SNPs relacionados com IMC, o 

Q223R esteve associado com ganho de peso corporal (P=0,012) e variação nas 

medidas de CAbd (P=0,010) ao longo dos dois anos de acompanhamento196. Em 

nosso estudo, a frequência do genótipo GG em obesos pelo IMC foi discretamente 

maior, mas não de forma significativa (21,8% vs. 20,0%, P=0,399; Tabela 7) que 

promovesse alterações em medidas antropométricas. 

Assim como observado em nossa amostra, análise seccional em 990 

adolescentes sul-africanos, do longitudinal Bt20 Study, para 44 SNPs relacionados a 

obesidade, não identificou o Q223R ou as outras 39 variantes contribuindo de forma 

individual ou em haplótipo para alterações do IMC197. De forma contrastante, em 

coorte seccional de 773 crianças portuguesas, o Q223R exerceu efeito protetor porém 

fraco, com genótipo variante GG correlacionado com redução de 0,48kg /m2 no IMC 
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da amostra total, assim como com menor IMC e percentual de gordura corporal em 

indivíduos magros, mas não em obesos111. 

Estes resultados demonstram uma relação controversa do Q223R com 

alterações de parâmetros antropométricos em populações pediátricas, a qual também 

foi observada em estudos com adultos. Em estudo caso-controle envolvendo 200 

chilenos, o genótipo variante GG esteve associado com redução de ~2,44kg/m2 no 

IMC (P=0,031) e, de forma não significativa após correção, com o risco para 

obesidade (OR=0.26, P=0,018) e para SM (OR=0.36, P=0,034)198. Em 326 brasileiros 

eurodescendentes, o genótipo variante GG esteve correlacionado com aumento de 

4,86cm na CAbd (P<0,001) e no risco para obesidade (OR=2.14, P=0,047), ademais 

sua combinação em haplótipo com outros 2 SNPs do LEPR acentuou este efeito nos 

mesmos parâmetros e também no IMC (P<0,05)199. Já Bender e cols. avaliaram 

amostra de 1.684 europeus saudáveis do CoLaus Study e também 52 estudos caso-

controle, e não identificaram, em ambas as análises, uma contribuição significativa do 

Q223R com variações do IMC, CAbd ou leptina sérica 200. Este estudo também 

identificou uma significativa heterogeneidade na distribuição de SNPs do LEPR entre 

etnias, onde a frequência do alelo mutante G do Q223R em caucasianos, além de 

reduzida, apresentou um gradiente de distribuição decrescente sentido hemisférios 

norte-sul, entre os grupos europeus, o qual foi atribuído a movimentos migratórios 

humanos, seleção natural e estratificação populacional200. 

Juntos, estes achados parecem indicar que o efeito do Q223R na modificação 

de medidas corporais que favoreçam o desenvolvimento da obesidade, pode ser 

influenciado pela etnia, envolvendo diferenças no background genético devido a 

distribuição heterogênea de seu alelo variante. Embora a ancestralidade genética não 

tenha sido avaliada por limitações técnicas, a ancestralidade europeia tende a 

predominar na população brasileira e na do Rio de Janeiro201,202, o que poderia 

corroborar com a ausência de associação em nossa amostra. 

Assim como na hipertensão, estudos de interação relacionados a obesidade 

avaliaram a influência de interações genéticas e ambientais no efeito do Q223R sobre 

parâmetros antropométricos. No mesmo GENYAL Study, a interação com atividade 

física semanal em crianças homozigotas mutante GG do LEPR promoveu redução 

significativa no ganho de peso corporal anual estimado (0,61 kg/ano , P=0,023)196. 

Como a quase totalidade dos nossos adolescentes pratica alguma atividade física 

regular (92,4%), é possível que esse fator tenha atenuado os efeitos deste marcador 
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no ganho de peso, corroborando com o observado no estudo citado. Já em amostra 

de 375 adultos afro-brasileiros não-relacionados, o Q223R, isolado, não demonstrou 

correlação com variações do IMC e CAbd, mas sua combinação em haplótipo com 

outros 2 SNPs apresentou significativo valor preditor no risco para S/O, em diferentes 

modelos estatísticos de associação (P<0,05)203. Esses achados demonstram a 

interferência tanto de fatores ambientais quanto de outros genes no efeito individual 

do rs1137101 (Q233R) em promover alterações das medidas corporais que 

contribuam para a obesidade, os quais devem ser melhor investigados em diferentes 

populações. 

Assim como os outros SNPs relacionados ao excesso de peso, a variante 

rs9939609 FTO não demonstrou correlação com obesidade e seus indicadores 

quantitativos em nossa amostra. Nosso dado foi divergente da significativa associação 

entre cada cópia do alelo variante A com aumento de 0,2kg/m2 no IMC (P=3x10-5) e 

no risco para sobrepeso (OR=1.27, IC95% [1.16-1.39], P=2x10-7) e obesidade 

(OR=1.35, IC95% [1.14-1.61], P=6x10-4) a partir dos 7 anos de idade, segundo estudo 

GWA que analisou dados genéticos agrupados de mais de 10 mil crianças 

europeias115. Também divergente dos nossos resultados, estudo populacional que 

analisou 1.149 adolescentes chineses identificou o rs9939609 em associação com 

IMC e percentual de gordura corporal aumentados (P=0,019 e P=0,004, 

respectivamente) segundo modelo de regressão linear múltipla ajustada117. Em nossa 

amostra, o alelo variante A apresentou frequência aumentada em adolescentes 

obesos, pelo IMC (21.4% vs. 14.7%, Tabela 7) e pela CAbd (19.5% vs. 13.6%, Tabela 

7), porém de forma não significativa e sem efeito suficiente que modificasse medidas 

antropométricas em seus portadores. 

Concordante com a ausência de associação em nossa amostra, estudo 

seccional, que analisou 1.218 crianças e adolescentes mexicanos, não identificou o 

rs9939609 e outros 9 SNPs relativos à obesidade associados com variação no IMC, 

medidas de CAbd e parâmetros metabólicos relacionados, como insulina e glicose112. 

Na mesma coorte sul-africana do Bt 20 Study, o rs9939609 não manteve significância 

estatística na sua associação com variação do IMC, nas análises ajustadas para 

múltiplas variáveis (P=0,029 antes e P=0,071 após ajuste)197. Em estudo caso-

controle que avaliou 348 crianças brasileiras, o rs9939609 e outros SNPs nos genes 

AKT1 e AKTIP relacionados ao excesso de peso, não se mostraram correlacionados 
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com variações no IMC e no índice de resistência insulínica entre obesos e controles, 

assim como com o risco para obesidade204. 

Tal qual observado em crianças e adolescentes, a relação do rs9939609 do 

com variações nas medidas corporais também se mostrou controversa em estudos 

envolvendo adultos de outras populações. Em estudo genômico amplo de Frayling e 

cols., que analisou diferentes coortes europeias envolvendo mais de 38 mil indivíduos, 

cada cópia do alelo A apresentou significativa correlação com aumento de 0,4kg/m2 

no IMC (P=1,2x10-29), 1 cm na CAbd (P=4x10-9) e medidas aumentadas de diferentes 

dobras cutâneas (P=2x10-5) bem como com o risco aumentado para sobrepeso 

(OR=1.18, IC95%=[1.14-1.26], P=2x10-17) e obesidade (OR=1.32, IC95%=[1.26-1.39], 

P=3x10-26)115. Esta associação não foi replicada em estudo populacional que analisou 

3.210 adultos chineses e não identificou o rs9939609 e outros marcadores SNP no 

FTO correlacionados com obesidade, DM2 ou caracteres relacionados como IMC, 

CAbd, percentual de gordura corporal e insulina, independentemente do sexo ou 

região geográfica205. Curiosamente, em um mesmo estudo mexicano, o rs9939609 

FTO exerceu efeitos opostos em 2 diferentes coortes avaliadas,  mostrando forte 

associação com obesidade (OR=1.42, IC95%= [1.15-1.42], P=0,001) e obesidade 

classe III (OR=1.88, IC95%=[1.44-2.45], P= 4 x 10-6), em amostra caso-controle com 

1.156 indivíduos, enquanto não apresentou significância com caracteres de 

adiposidade entre 945 adultos não-relacionados112. Estes resultados demonstram 

uma influência controversa do rs9939609 FTO nas variações de medidas corporais 

em algumas etnias e seu uso como marcador de obesidade deve ser melhor 

investigado em diferentes populações, principalmente nas miscigenadas. 

Assim como nos demais marcadores avaliados, estudos investigaram o efeito 

de interação entre fatores genéticos e comportamentais com este SNP na regulação 

do peso corporal. No mesmo estudo pediátrico chinês de Jiang e cols. citado acima, 

o consumo de refrigerantes em alta, mas não média ou baixa frequência, interagiu 

com este SNP (P=0,010) e contribuiu para aumento significativo do IMC em 

adolescentes com genótipo variante AA+AT, mas não em homozigotos TT 

(P<.001)117. Meta-análise de 54 estudos multiétnicos populacionais identificou que a 

atividade física atenuou em torno de 1/3 os efeitos associados do rs9939609 FTO no 

IMC (-0,14kg/m2, P=0,005), na CAbd (-0,33cm, P=0,002), no percentual de gordura 

corporal (-0,19%, P=0,02) e no risco para obesidade (OR=1.22 vs. 1.30, P=0,001) em 

adultos ativos comparados ao inativos, independente da etnia206. 



86 

 

Quanto as interações gênicas, estudo caso-controle com 600 adultos indianos 

identificou contribuição para obesidade do rs9930609 de forma isolada (P=0,0001) e 

em haplótipo (P<0,05) com outras variantes do FTO e do gene controlador de 

desenvolvimento conservado entre espécies, o IRX3, além de relações de 

desequilíbrio de ligação entre esses SNPs207. Outro estudo experimental pareado com 

humanos saudáveis identificou interessantes aspectos relacionados ao rs9930609 no 

comportamento alimentar, no qual portadores do genótipo variante AA comparados 

aos do TT, no pós refeição, exibiram responsividade neuronal do apetite mediante 

estímulos visuais alterada, menor supressão do apetite pós-prandial e não redução 

da grelina plasmática208. Além dessas condições facilitadoras do ganho de peso, 

células sanguíneas de homozigotos AA também apresentaram expressão gênica do 

FTO aumentada correlacionado com índices de metilação do RNAm da grelina 

reduzidos, os quais resultaram em aumento da expressão e produção deste hormônio 

orexigênico208. Uma vez que a ação do FTO não é tecido-específica116,  esses dados 

indicam que o mecanismo molecular de ação do rs9939609 na regulação do peso 

corporal não é simples e restrito a uma via metabólica, podendo envolver a integração 

de múltiplas variáveis biológicas que podem facilitar o ganho de peso as quais ainda 

precisam ser melhor investigadas em seres humanos. 

Em nossa amostra, a variante intrônica rs17782313 T>C do gene MC4R 

também não apresentou relação com excesso de peso, nem por diferenças na sua 

distribuição genotípica (Tabela 7) nem por associação com obesidade ou seus traços 

quantitativos (Tabelas 9 e 10). Nosso resultado mostrou-se divergente do estudo GWA 

de Loos e cols., que avaliou dados agrupados de mais de 5.000 crianças europeias e 

identificou o rs17782313 associado com aumento no risco para obesidade severa 

(OR=1.30, IC95%= [1.20-1.41], P=8x10-11), onde cada cópia do alelo variante C 

esteve correlacionada com aumento progressivo de unidades score-z no IMC 

(P<7,3x10-6) e no percentual de gordura corporal (P=3,0 x 10-5)109. De forma similar, 

estudo caso-controle com 2,977 crianças chinesas identificou o alelo C com 

frequência aumentada em obesos (25,2% vs.18,3%, P=2,62 x 10-9), correlacionado 

com IMC e CAbd aumentados (P<.05) e apresentando efeito aditivo no risco para 

obesidade (OR=1.49, IC95%=[1.26-1.77] para TC e OR=2.15, IC95%=[1.49-3.11] 

para CC, P=1,91 x 10-5)110. Assim como nestes estudos, o genótipo variante CC, em 

nossa amostra, também apresentou uma frequência discretamente aumentada em 

obesos pelo IMC (9% vs. 8.3%, Tabela 7) porém de forma não significativa. 
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Assim como em nosso estudo, ausência de associação por parte deste 

marcador foi também reportada em coorte seccional de 1.218 crianças mexicanas 

saudáveis do mesmo estudo de Léon-Mimila e cols., na qual o rs17782313 MC4R e 

outros 9 SNPs relacionados ao peso corporal não demonstraram correlações com 

variações do IMC, CAbd, parâmetros bioquímicos como insulina e lipídeos séricos ou 

risco para obesidade112. De forma contrária a outros estudos, o alelo variante C 

exerceu efeito protetor na mesma coorte pediátrica sul-africana do Bt20, na qual cada 

cópia esteve associada com redução em torno de 2% nos valores de IMC de forma 

independente (P=0,045) e combinada com SNPs nos genes LEP e FTO (P=0,028), 

em modelo estatístico de efeito conjunto197. 

Assim como a relação do rs17782313 MC4R com peso corporal mostrou-se 

controversa em populações pediátricas, o mesmo comportamento foi observado em 

diferentes populações de adultos. O mesmo estudo de Loos e cols. analisou dados 

agrupados de diferentes coortes europeias, totalizando mais de 60.000 mil indivíduos, 

e identificou cada alelo C associado com variação de ~0,22kg/m2 no IMC (P= 2.8 x 10-

15), ~760g no peso corporal (P=2,8x10-21) e aumento de ~12% no risco para obesidade 

(OR=1.12, P=5,2 x 10-9)109. Em estudo caso-controle com 200 chilenos, portadores 

dos genótipos CC+TC do rs17782313 apresentaram menores valores de IMC (-1,95 

kg/m2, P=0,033) e risco reduzido para SM (OR=0.48, P=0,040) comparados aos 

homozigotos selvagem TT, apesar da sua distribuição genotípica e alélica similar entre 

casos e controle e não associação com risco para obesidade 198. 

Assim como o rs9939609 FTO, no mesmo estudo mexicano de Léon-Mimila e 

cols. o rs17782313 MC4R exerceu efeitos controversos nas duas populações de 

adultos avaliadas, não apresentando associação com variáveis antropométricas entre 

indivíduos saudáveis não-relacionados, mas sim com obesidade severa em amostra 

caso-controle (OR=1.85, IC95%=[1.23-2.80], P=0.012)112. Todos estes dados, 

pediátricos e adultos, demonstram a relação incerta do rs17782313 MC4R com 

obesidade em algumas etnias, indicando a necessidade de mais investigações acerca 

dos efeitos deste marcador em promover alterações antropométricas e metabólicas 

em diferentes populações, principalmente nas miscigenadas. 

Uma vez situado próximo à região codificante do gene MC4R, o PG rs17782313 

não promove alterações na estrutura do receptor MC4, contudo pode indicar sua 

interferência na regulação da expressão deste gene. Esta hipótese foi investigada 

recentemente por Tang e cols. que, utilizando abordagens genéticas e epigenéticas, 
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identificaram, em células humanas de homozigotos TT, uma expressão reduzida do 

gene MC4R (P=1,9 x 10-3) correlacionada com um sítio hipermetilado (reprimido) na 

sua região promotora (P=1,7 X 10-4)209. Apesar das análises realizadas neste estudo 

basearem-se em bancos de dados públicos, estes resultados apontam para uma 

possível interferência do rs17782313 na funcionalidade do MC4R através de 

mecanismos epigenéticos, o que deve ser melhor investigado em grandes populações 

amostrais. 

Este resultado experimental parece alinhar-se com os estudos de interação que 

investigaram a contribuição de fatores comportamentais na ação do rs17782313 no 

contexto da obesidade. No mesmo estudo de Lv e cols. com escolares chineses, o 

consumo de alimentos ricos em sódio contribuiu com 38% do risco aumentado para 

obesidade em portadores dos genótipos variantes TC e CC do rs17782313 (OR=3.77), 

enquanto o mesmo efeito não foi detectado para alimentos açucarados ou tipo de 

dieta110.  

Já estudo seccional finlandês identificou, em 4.664 adolescentes saudáveis, 

uma atenuação dos efeitos do rs17782313 no aumento da massa corporal pelo padrão 

do número de refeições, onde sua regularidade (5 refeições por dia) representou um 

fator que reduziu de 1,92kg/m2 para 0,34 kg/m2 a diferença entre o IMC de 

homozigotos variante CC em relação ao dos demais genótipos (P=0,016 de 

interação)210. Além disso, neste mesmo estudo, essa interação também se sobrepôs 

ao efeito cumulativo do escore genético de risco envolvendo outros 7 SNPs avaliados, 

reduzindo de 0,90kg/m2 para 0,32kg/m2 a diferença entre IMC de portadores de escore 

alto vs. baixo (P=0,003 de interação). Apesar da composição dessas refeições não ter 

sido considerada, juntos esses dados demonstram que fatores comportamentais 

podem se sobrepor aos efeitos isolados ou em conjunto do rs17782313 e outras 

variantes, de forma a favorecer ou não o surgimento da obesidade. 

Com relação às variáveis clínicas relevantes nas análises de regressão, 

detecção de cada 1mmHg da PAS/PAD aumentando em 58,4% o risco para 

obesidade (Tabela 10), assim como cada 1kg/m2 do IMC aumenta em 7,6% o risco 

para elevação da PA (Tabela 10) observada em nosso estudo reforça a conhecida 

interrelação destes fatores de RCV já durante a infância/adolescência. 

Em concordância com nossos achados, estudos com escolares de 10 a 18 anos 

de idade, da cidade de Salvador/BA41 e de Porto Alegre/RS211, mostraram valores 

aumentados de PA correlacionados com IMC e diâmetro da CAbd aumentados, assim 
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como a associação destes parâmetros de adiposidade com o aumento proporcional 

da prevalência de HA41,211. Já no estudo ERICA, todas as 25 capitais brasileiras, com 

exceção das cidades de Teresina/Pi e  Boa Vista/RR, apresentaram prevalência de 

HA sempre maior em adolescentes obesos do que em eutróficos, com 17,8% da 

prevalência total atribuível à obesidade39. Esta também foi evidenciada em meta-

análises de estudos pediátricos, nas quais índices de HA mostraram-se 6 vezes 

maiores em jovens com excesso de peso, em comparação a eutróficos ou com baixo 

peso (34,1% vs. 5,0%) na China135 e 15 vezes maior em crianças obesas, comparadas 

às eutróficas (15,27% vs. 1,90%) considerando jovens de diversos países no ano de 

2019128. Biologicamente, ambos os distúrbios correlacionam-se devido a demanda 

metabólica aumentada em função do excesso de peso, o qual promove aumento do 

débito cardíaco, alterações vasculares e na função renal que resultam em 

complicações cardiovasculares e inflamatórias diversas46. 

Importante mencionar como dado relevante e inesperado a associação 

negativa entre obesidade e idade, indicando maior risco de desenvolvimento de 

excesso de peso entre adolescentes mais jovens. Outros estudos nacionais 

identificaram achados semelhantes nos adolescentes de faixas etárias menores 

avaliados como tendência a maiores prevalências de S/O no estudo ERICA39, risco 3 

vezes maior de desenvolvimento de obesidade 212 e alterações no perfil lipídico e 

maior índice de sedentarismo213. 

Resultados similares foram observados em estudos internacionais como risco 

para obesidade severa em crianças e adolescentes italianos, que possuíam média de 

idade comparativamente menor aos fora de risco (8 vs. 10 anos) 214, e também em 

australianos, cujas maiores taxas foram mantidas em crianças de 5 a 12 anos de 

idade, em comparação aos mais velhos de 1997 a 2010215. 

Esses resultados reafirmam os preocupantes aspectos epidemiológicos do 

processo de transição nutricional, em curso mundialmente, no qual um ambiente 

“obesogênico”, vem sendo apresentado de forma antecipada a crianças e 

adolescentes212, contribuindo para a instalação cada vez mais precoce de fatores de 

RCV, independente de fatores genéticos envolvidos. 
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CONCLUSÕES 

 

 

a) Análise de 8 PGs relacionados ao risco cardiovascular para associação com 

PA elevada e obesidade em amostra de adolescentes brasileiros através de 

Multiplex SNaPshot® detectou uma correlação entre o rs3746619 (T6K) do 

gene MC3R com variação da PA e associação entre o rs1799983 (G894T) 

do gene NOS3 com variação nas medidas de IMC e obesidade em 

indivíduos miscigenados jovens; 

b) Altas prevalências de PA elevada e de sobrepreso/obesidade identificadas 

na amostragem de adolescentes avaliada mostraram-se compatíveis com 

outros estudos nacionais e internacionais, refletindo a instalação precoce 

destes fatores de risco cardiovascular em populações cada vez mais jovens. 

c) Distribuições genotípicas estratificadas por variáveis demográficas 

identificaram frequência aumentada de homozigotos variante TT do rs699 

AGT e variante CC do rs1799998 CYP11B2 em brancos, de homozigotos 

variantes AA do rs3746619 (T6K) e do rs3827103 (V81I) do gene MC3R em 

negros e NB/NP, enquanto homozigotos variante AA do rs3827103 (V81I) 

MC3R apresentaram frequência aumentada em meninos; 

d) Distribuições genotípicas estratificadas por variáveis antropométricas 

identificaram frequência aumentada de homozigotos selvagens GG do 

rs1799983 NOS3 em obesos pelo IMC e CAbd e de homozigotos mutante 

TT do rs1799998 CYP11B2 em obesos pela CAbd; 

e) Distribuições genotípicas estratificadas pelo perfil de PA identificaram 

frequência aumentada de homozigotos mutante TT do rs699 AGT em 

normotensos, de homozigotos selvagens GG do rs1799983 NOS3 e de 

homozigotos mutantes AA do rs3746619 MC3R em indivíduos com PA 

elevada; 

f) Análises de correlação one-way ANOVA detectou correlação entre o 

genótipo homozigoto mutante AA do rs3746619 (T6K) MC3R com PAS 

aumentada e do homozigoto selvagem GG do rs1799983 (G894T) com IMC 

aumentad;.   

g) Análises de regressão logística identificaram associação do rs1799983 

(G894T) do gene NOS3 com o excesso de peso, onde seu alelo selvagem 
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G contribui com aumento de 27% no risco de desenvolvimento da 

obesidade, especialmente em indivíduos mais jovens que apresentam PA 

alterada; 

h) Já os polimorfismos rs9939609 do gene FTO, rs1137101 (Q223R) do gene 

LEPR e rs17782313 do gene MC4R não demonstraram alterações 

significativas em seus perfis de distribuição genotípica em nenhuma análise 

ou apresentaram relação com variações de indicadores antropométricos e 

risco associado para PA elevada ou obesidade.   
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APÊNDICE A - Questionário de atendimento a ser preenchido pelo responsável do 

aluno. 
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APÊNDICE B - Carta informativa sobre o estudo dirigida aos pais 
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APÊNDICE C –  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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APÊNDICE D – Lista de soluções e tampões utilizados 

 

PBS 1X pH7.4 

NaCl  137 mM 

Fosfato 10 mM 

KCl  2,7 mM 

 

TBE 5X  pH 8 

TrisBase   440mM 

Ácido bórico   440mM 

EDTA  pH 8   10mM 

Água deionizada   q.s.p. 500mL  

 

Acrilamida 30%  

Acrilamida   29g 

Bisacrilamida  1g 

Água deionizada  q.s.p.100mL 

 

Poliacrilamida 10% 

Acrilamida 30%  3,33mL 

TBE 5X   2mL 

Água deionizada  4,56mL 

APS 10%   100µL 

TEMED   10µL 

 

Tampão Multiplex Qiagen Master Mix 2x 

HotStarTaqR DNA Polimerase 

Multiplex PCR Buffer pH 8,7 

dNTP Mix 
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ANEXO A - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B – Comprovação de submissão do 1º artigo científico ao periódico 

Electrophoresis. 
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Abstract 

 

The role of genetic variants in multifactorial diseases has been widely investigated 

through genome-wide association studies. These assays are however expensive, 

complex-interpretation, and not accessible to the scientific community as a whole. 

Customized Multiplex assays offer a single, low-cost and practical option. Objective: 

To develop a cheaper and validated Multiplex system based on SNaPshot® technology 

for genotyping of SNPs applicable in clinical samples. Methods: 4 customized 

Multiplex Panels involving 27 cardiovascular risk-related SNPs were constructed for 

genotyping of 1,064 buccal swabs and 528 blood stored samples. The resulting 

genotypes were validated by Sanger sequencing. Results: Full genetic profile was 

obtained in 772 swabs for Panel A (72.55%), in 858 for Panel B (80.63%); in 272 of 

294 blood samples for Panel C (92.51%), and 202 of 234 for Panel D (86.32%). 

Marker’s performance ranged from 81-100%. Panels reached 90% of informativity in 

samples stored for 2 years or more. Agreement rate between genotyping methods 

ranged from 97.5-100%. Hardy Weinberg equilibrium test detected departed SNPs and 

monomorphism in the analyzed population. Conclusion: The customized SNaPshot® 

Multiplex Panels represented an efficient molecular methodology to genotype SNPs 

with high sensitivity, efficiency and low cost different biological samples stored for 

years. 

 

 

 

1,064 buccal swabs and 528 EDTA whole blood samples from unrelated Brazilian 

volunteers were evaluated and obtained through signed informed consent term. 

Originally they belong to multiple and independent studies ongoing from our research 

group approved by the appropriate Ethical committee. Swabs remained frozen and 

blood stored at +8ºC until DNA extraction during different time intervals (up to 12 
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1 Introduction 

 

Molecular approaches based on nucleic acid properties have benefited contemporary 

medicine mainly in the diagnostic, prognostic and research of complex diseases [1]. 

Cardiovascular diseases represent one of them and their increasing morbimortality rates 

impacting health systems worldwide have stimulated the application of epidemiological 

studies [2] and genome-wide association studies [3] for the investigation of molecular 

assessed as their potential causatives [6–8], mainly SNPs, the most common DNA 

variation [9]. Their clinical importance as biomarkers were previously reported in markers 

from populational-based sampling [4,5]. Genetic polymorphisms related to blood 

pressure, lipids and body weight regulation are genetic diseases and blood typing [9–13], 

discrimination of pathogens [14,15], and forensic [16,17]. Blood is the optimal DNA 

source in clinical trials but the least attractive way to pick up volunteers [18], while non-

invasive collecting methods may increase such adhesion in large-scale clinical studies due 

to less discomfort, good cost-effectiveness [19,20] and greater applicability in clinics and 

research laboratories workflow. However, the high costs and complex data interpretation 

of high-throughput genotyping platforms used in such studies have motivated the 

development of alternative and more accessible assays. Customized minisequencing 

Multiplex systems perform simultaneous amplification and discrimination of several 

target SNPs through fluorescent labeling from genetic material with questionable quality 

[21] in a flexible, quick, easy and cheap way compared to microarrays [12], quantitative 

PCR [20] and sequencing [11]. Thus, we proposed the development and validation of 

minisequencing Multiplex panels based on SNaPshot® technology customized here for 

typing of 27 biomarkers related to cardiovascular risk factors in different clinical samples 

with diverse time and conditions of storage. 

 

2 Materials and methods  

 

2.1 Ethical, consent, clinical samples and genomic DNA extraction 

 

1,064 buccal swabs and 528 EDTA whole blood samples from unrelated Brazilian 

volunteers were evaluated and obtained through signed informed consent term. Originally 

they belong to multiple and independent studies ongoing from our research group 

approved by the appropriate Ethical committee. Swabs remained frozen and blood stored 

at +8ºC until DNA extraction during different time intervals (up to 12 months, 12-24 

months, 24-36 months, 36-44 months, and 44-54 months). Genomic DNA from swabs 

was extracted by commercial kit from the national manufacturer, those from the blood by 

salting out protocol and both stored at -20 °C. As an additional challenge, swabs' DNA 

was highly fragmented (concentration < 0.001ng/µl, smears < 100bp in electrophoresis) 

after unexpected technical problems had affected their storage at beginning of the study. 

 

2.2  Selected molecular markers 

27 SNP markers were assembled in 4 personalized panels. Buccal  swabs were genotyped 

with Panel A (rs1137101 LEPR, rs3746619 MC3R rs9939609 FTO, rs1799998 CYP11B2) 

and Panel B (rs17782313 MC4R, rs1799983 NOS3, rs699 AGT and rs3827103 MC3R). 
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Different sets of blood samples were genotyped with Panel C (rs1799837 and 

rs201148448 of APOA-1, rs3135507 and rs662799 of APOA-5, rs693 and 

rs577437570 of APOB, rs10455872 and rs3798220 of LPA, rs1799883 FABP2, and 

rs1800206 and rs4253778 of PPARα) and Panel D (rs3789678 and rs699 of AGT; 

rs3097, rs3802228, rs72554626, rs5317,  rs146655862, and rs5315 of CYP11B2). 

These panels were customized for investigation of their clinical association as 

cardiovascular risk biomarkers in their multiple studies ongoing (data not published), 

based on previous associations with altered blood pressure [22–25], obesity [26–29], 

dyslipidemia [30–35] and potential deleterious effect in CYP11B2 [36]. 

 

2.3 Primer design 

 

Primers were designed and checked for secondary structures using Primer 3 page 

(https://bioinfo.ut.ee/primer3/) and Primer Tools on the National Institute of Standards 

and Technology page (https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/). Reference sequence of 

SNP variants and their genomic region available for primer annealing was checked 

from dbSNP Short Genetic Variations database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). 

Temperature melting of amplification reactions was set around 60°C and 

Minisequencing 50°C. Extension primers were designed to adjacent annealing to the 

target SNP site in forward or reverse orientation. A widely used non-homologous 5’ 

tail (often called pigtails), comprising a non-human sequence generally free from 

interactions, was added in extension primers for spatial separation of SNPs with similar 

size in each panel [37,38]. 

 

2.4 Assembly of Multiplex reactions 

PCR and Minisequencing Multiplex panels were arranged according to their main 

studies’ purposes as mentioned in item 2.2. The detailed composition of panels is 

described in Supporting Information. Positive and negative controls were used in all 

Minisequencing and PCR Multiplex reactions. PCR final reaction contained 5 ng of 

template DNA, 2.5 µL of Multiplex PCR Master Mix 2x (Qiagen, Valencia, California), 

2.0 µL of amplification primers mix (final concentrations described in Supplementary 

Table S1). Amplification was performed in Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, Foster City, California) under thermal-cycling conditions adapted from 

general protocol [39]: one cycle of 95°C for 15 minutes; followed by 35 cycles of  94°C 

for 30 seconds, 60°C for 90 seconds (54ºC for Panel A) and 72°C for 1 minute; and one 

cycle of 72°C for 10 minutes. 1.0 µL of amplified product was purified with 0.7 µL of 

ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems) according to 

manufactures’ protocol. Minisequencing final reaction contained 1.7 µL of the purified 

PCR product, 0.5 µL of SNaPshot® Multiplex Ready Reaction Mix (Applied 

Biosystem), 0.5 µL of deionized water, and 2.5 µL of extension primers mix (final 

concentrations described in Supplementary Table S2), performed under thermal-

cycling conditions adapted from general protocol [39]: one cycle at 96°C for 10 

seconds, followed by 25 cycles at 50°C for 5 seconds and 60°C for 30 seconds.  
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The entire genotyped content was purified with 1 unit of Shrimp Alkaline Phosphatase 

(USB, Affymetrix) according to manufactures’ information. 1.0 µL of purified products, 

8.8 µL of Hi-Di formamide (Applied Biosystems), and 0.2 µL of size standard GeneScan 

120 LIZ ladder (Applied Biosystem) were mixed and submitted to CE in ABI3500 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystem). Genotype calls were performed through GeneMapper v4.0 

software (Applied Biosystem). Genotypes provided by each marker were cross-validated 

through Sanger sequencing performed with the BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystem), according to the adapted manufacturer's protocol 

and thermal-cycling conditions. 

 

2.5 Population genetics analysis 

Hardy-Weinberg equilibrium test was performed to detect markers in significant 

deviation from independent segregation law of alleles through the software Arlequin© 

(version 3.5.2.2) for p<0.05. 

 

 

3 Results and discussion  

 

3.1 Performance of Multiplex panels and individual markers 

Firstly, PCR and Minisequencing individual reactions (singleplex) for each marker were 

performed as standardization step to evaluate specificity and performance of customized 

primers as well as to make adjustments before Multiplex assembling [38], such like 

reconstruction of primers due to unspecific amplification and low efficiency. Singleplex 

reactions followed the same protocol and cycling conditions of Multiplex reaction and 

obtained a successful genotyping of all markers, with fragments and alleles presenting 

their expected corresponding sizes (data not shown). Then, the primers were arranged in 

Multiplex panels according to similar technical features having final concentrations and 

annealing temperature adjusted for Multiplex conditions (Supplementary Table S1 and 

S2). Successful amplification and genotyping were obtained in all panels in their 

respective samples, as shown in Figure 1. As expected, slight displacement of some bp in 

the expected allele positions according to primer design as well as differences in peak 

heights were observed. Both cases resulted from fluorescent dyes’ chemistry, where 

according to the base added in the reaction the mobility of extension products may vary 

from 2 to 4 bases [37,38] and their naturally different emission levels combined with 

variable amplicon quality may create differences in peak heights [38,40]. In the last case, 

we did not achieve significant improvement in the balance of peak heights, but they were 

distributed within the expected range of 36-61bp, and exhibited in their position one 

(homozygotes) or two different colored peaks (heterozygotes) with specific-dye labeling. 
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Figure 1. Electropherograms provided by analysis software of 4 Multiplex Minisequencing 

panels containing 27 SNPs. A, Panels A and B grouped; B, Panel C; C, Panel D. Each marker 

(box) is connected by a traced line with their respective alleles (colored peaks harboring 

dye-specific labeling: black-C/red-T/green-A/blue-G). X-axis, fragment sizes in bp; Y-axis, 

relative fluorescent units. 

 

As observed, Multiplex genotyping in one reaction tube reduces costs per examination, 

processing time and sample consumption 216,  allowing a larger input of samples per analysis 

round increasing the sampling population, such as our quantitative of 1,054 samples, for 

example.  

 

Yet, Multiplex panels can be rearranged after a first configuration to optimize genotyping 

quality from low-quality samples 51,217–220, to avoid early removal of challenging markers 
221,222 or to adjust a large quantitative of SNPs within the software analysis’ window 216,221. 

The main study with buccal swabs used this feature to avoid mistyping in rs1799983 NOS3 

and rs3746619 MC3R, which presented significant signal overlapping by its C and G alleles. 

Signal overlapping in genotyping Multiplex systems is expected but preventable with 5’ 

tails for spatial separation of extension products during CE  45,222, but it was not effective 

enough in the aforementioned two markers. 
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 Overall multiplex performance was evaluated in swabs and blood samples by the 

percentual of total genotyped markers (Figure 2). Noteworthy, large amount of samples 

100% genotyped created a visual “strip” effect at the top of the graph. Panel A was 100% 

typed in 772 samples (72.55%), Panel B in 858 (80.63%), and considering both panels 

together, 680 samples were genotyped for the eight markers (63.80%). Considering both 

panels, 282 swabs missed from 1-2 markers (26.50%) and 102 missed 3 or more markers 

(9.58%). Panel C was fully genotyped for its 11 markers in 272 of 294 blood samples 

(92.51%), 17 samples missed from 1-5 markers (5.79%) and 5 samples missed 6 markers 

or more (1.70%). In another blood set, 202 of 234 were fully genotyped for the 8 markers 

from Panel D (86.32%), 31 samples missed from 1-2 markers (13.67%) and one sample 

(0,43%) missed 4 markers. 

 

 

 
 
Figure 2. Dispersion of samples according to the percentual of total typed markers in (A) blood 

samples and (B) buccal swabs.  

 

As observed, our panels achieved an overall good performance with percentages of 

complete genotyping above 80%, few samples with significant loss of markers (< 50% of 

loci typed) in both samples and even for Panel A and B that together provided genotypes 

of 6 or more markers from 90.4% of highly degraded swabs (n=962). A comparative study 

involving 4 loci genotyped by RFLP and real-time PCR found an overall success rate of 

48% in buccal swabs compared to 82.8% in saliva FTA cards [20].  

 

Another one typed 2 SNPs using two and found rates of 100% for blood samples, 72% for 

saliva, and no amplification for buccal swabs by Taqman assay and 100%, 67%, and no 

results, respectively, by sequencing. [18]. Multiplex SNP panels presented lower average 

of success rate and total loci typed from diverse casework samples (like muscle, 

toothbrush, and hair) which were most severely degraded. [16] Thus, biological sample’s 

DNA quality seems to influence the variability of performance and typing rates by 

Multiplex panels, regardless of the applied assay. 
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Nevertheless, frequent amplification failures and allele drop-out from swabs DNA are 

expected considering its natural greater susceptibility to contamination/degradation by 

microflora and/or lytic enzymes [9,43] than blood, type of collecting method [21], and even 

interindividual differences concerning DNA resistance [16,21]. Despite the apparent “low” 

efficiency of some of our panels in swabs, customized SNaPshot assays remain as a sensible, 

accurate, and advantageous assay for allelic discrimination in challenging DNA achieving 

100% of efficiency in discrimination of populational groups from 0.2ng cell lines DNA cell 

lines or sonicated blood DNA (<150bp) [40]  96% in mutation screening from formalin-

fixed paraffin-embedded tumor-derived DNA  [44], 99% in paternity and identification 

cases using blood group SNPs from blood and forensic samples [42], as well as 70-89% in 

identification of pathogen fungal DNA from human clinical samples [15].  

 

The 27 markers from minisequencing panels had their performance within a Multiplex 

condition evaluated based on their genotyping rates according to sample type 

(Supplementary Table S3). Among buccal swabs, marker rs699 ANG from Panel B 

achieved the highest rate (97.65%) while the lowest by rs9939609 FTO from Panel A 

(81.20%). Among blood samples type with Panel C, rs10455872 LPA achieved a 100% rate 

and the lowest by rs693 APOB (95.57%), while in another typed with Panel D, rs72554626, 

rs5317, rs5315 of CYP11B2 achieved a 100% rate and the lowest rate by rs3789678 

CYP11B2 (91.02%). Despite no quantification data, poor DNA integrity seemed to 

influence our panels' performance once partial typing in preserved blood DNA probably 

related to some poor quality sample was lesser frequent than in degraded swabs. Also, in 

these samples, an observed trend of lower efficiency rates related to long amplicons’ primers 

compared to those that yielded short fragments (81-96% vs. 98-100%) seemed to indicate 

preferential amplification and competitivity between markers from the same panel.  

 

A comparative study with a range of degraded samples observed similar variability with 

longer amplicon systems presented lower overall success rate than those that yielded shorter 

ones (62-100% vs. 71-100%), apparently due to greater influence by PCR inhibitors and 

lesser effectivity of DNA polymerization in initials cycling [17]. Another comparative study 

aforementioned, worse performance by longer amplicon systems in degraded samples (63% 

vs. 81% shorter systems) was not correlated with amplicon size but with variability in locus 

dropout rates situated at different nucleosome regions of protection against nucleases.[16] 

As overall suggestion, PCR Multiplex’s primers should be designed to produce short-size 

fragments (< 120bp) aiming for competitivity reduction and the increase on the probability 

of successfully genotyping, mainly from degraded samples like our swabs [16,38]. 

However, biological conditions can limit this demand as we found for rs9939609 FTO. Our 

attempts to optimize its amplification primers were hampered by its localization within 

Adenine Thymine-rich genomic region which did not provide adequate annealing. Due to 

its clinical relevance in its main study, this marker was not removed as suggested 222 but 

Panel A’s melting temperature was adjusted to 54ºC and obtained a relatively good typing 

rate. 

 

3.2 Impact of storage time on Multiplex’s informativeness 

 

Decrease in the capability of Multiplex panels to obtain genetic profiles for all markers over 

time was calculated as the observed-expected typed markers ratio according to sample type 

and its time of storage (Table 1).   
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All panels were almost completely informative for typed markers both in swabs and blood 

samples stored up to 24 months. Between 24 and 36 months, loss of markers in blood was 

significantly higher than swabs but this remained stable or small in the following periods. 

Otherwise, this same decrease and stability in swabs were observed only from 36 months. 

 

 

Table 1. Multiplex panels’ informativeness according to storage intervals. 

Storage time 

(in months) 

Number of 

samples 

Observed/Expected number 

of typed markers 

% of complete 

information 

Up to 12 26 

481 

205/208 

4532/4613 

99 

98 

12-24 76 

21 

604/608 

200/207 

99 

97 

24-36 40 

7 

308/320 

70/77 

96 

91 

36-44 709 

19 

5094/5672 

185/209 

90 

89 

44 or more 213 

- 

1542/1704 

- 

90 

- 
a) In each time interval, swabs are referenced in the upper line and blood in the bottom line. 

b) There were not blood samples stored during the last time interval.  

 

 

As observed, Multiplex system was able to obtain reliable genetic profiles, with a minimum 

loss, in overall samples stored for until 2 years regardless of their type. Similarly, for longer 

periods (30 days or more) of storage, freezing was effective in preserving DNA integrity of 

buccal swabs, providing accurate genotyping [43], while for blood samples it was required 

the addition of other preserving solutions than EDTA regardless of storage temperature [45]. 

Also, our high percentage of informativeness (around 90%) was kept even in samples stored 

for 3 years or more (with probably highly degraded DNA) demonstrating the robustness and 

sensibility of our Multiplex system to obtain genetic profiles from old clinical samples. 

 

3.2 Validation assay  

 

Genotypes provided by the customized Multiplex system were cross-validated through 

Sanger sequencing, resulting in an agreement rate between genotyping techniques. 20 

samples were tested for Panel A and another 20 for Panel B, totalizing 80 genotypes 

validated in swabs each one. Panel A was validated with 77 instead of 80 genotypes due to 

missing of three rs9939609 FTO sequencing data but reached 98.70% of agreement with 76 

of 77 genotypes concordant and 1 genotype discordant in rs9939609 FTO (genotype TA 

corrected to AA). For Panel B, there wasn’t sequencing data loss and the agreement rate 

reached 98.75%, with 79 of 80 genotypes concordant and 1 genotype discordant in 

rs17782313 MC4R (genotype CT corrected to TT). Panel C was tested in 33 blood samples, 

yielded 363 genotypes without data loss and with 100% of agreement.  
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Panel D was sequenced in another 10 blood samples yielding 80 genotypes without data 

loss and achieved 97.5% of agreement, with 78 of 80 genotypes concordant, one sample 

discordant for rs3802228 CYP11B2 (genotype GG corrected to AA) and another for 

rs3789678 AGT (genotype CT corrected to CC). Our overall agreement rate of around 99% 

indicates that our customized Multiplex system presented consistency and accuracy as other 

techniques to provide reliable genetic profiles of 27 markers from different clinical samples 

regardless of their type and preservation. Our performance was similar to other personalized 

SNP panels for screening in glucose-6-phosphate dehydrogenase gene [10] and fetal 

hemoglobin expression [13] validated with a 100% of agreement with different 

methodologies. Beyond human failure, some technical issues as allele imbalance [38], 

signal overlapping by clustered variants in primer binding site [38], unspecific fluorescent 

signals by insufficient purification [39] and polymerase DNA errors may lead to mistyping 

in certain SNPs, as we found, mainly when performed with low PCR products [40]. 

 

3.3 Populational data analyses 

 

The Hardy-Weinberg test based on observed and expected heterozygosity for each marker 

detected some departed markers in our population. Noteworthy, markers rs577437570 

APOB from Panel C and rs72554626, rs5317, rs146655862, and rs5315 of CYP11B2 from 

Panel D are monomorphic and were not tested. According to dbSNP, these SNPs are mostly 

monomorphic but rs577437570 APOB presents some variation in admixed American 

population which is being investigated for clinical association in admixed sampling in their 

main study (data not published), while SNPs CYP11B2 with potential deleterious effect 

according to computational analysis [36] exhibited monomorphism in the population 

sample analyzed. Among 25 remaining SNPs, after Bonferroni’s correction, rs3827103 

MC3R from Panel B (p<0.0001), rs1799883 FABP2 (p=0.0006), rs1799837 APOA-1 

(p<0.0001), rs4253778 PPAR-α (p<0,002) and rs10455872 LPA (p=0.003) from Panel C 

presented significant deviations associated to loss of heterozygosity according to software. 

We believed that population stratification in these admixed samplings may have caused 

these deviations once population admixture represents real biological features associated 

with this type of departure [46,47] beyond experimental errors, natural selection, and 

inbreeding [46]. Although departed SNPs are traditionally excluded before further analyses 

by most clinical studies to avoid erroneous correlations (false-positive) [46], further 

exploration of this condition may reveal SNPs in linkage disequilibrium, that is, inherited 

together on the same chromosome, which combined may be acting as risk haplotype for a 

given disease in certain population samples as 3 SNPs NOS3 for heart failure in African-

Brazilian [22] and 2 SNPs MC3R for obesity in North-American and Asian children 

[26,48].  

 

4 Concluding remarks 

 

Our customized SNAPshot® Multiplex assay represented a cost-effective and trustworthy 

molecular tool for genotyping 27 SNP markers from swabs and blood for clinical 

investigation in our different studies. Yet, its easy and quick workflow, single data 

interpretation, besides accuracy in obtaining genetic profiles even from degraded samples 

as ours allows its application on research and laboratory routine, on a small or large scale 

from fresh or stored samples.  
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Abstract 

Objective: To evaluate the distribution and association of eight 8 SNPs related to the renin-

angiotensin-aldosterone system, endothelial function and leptin-melanocortin pathway with 

elevated blood pressure (BP) and obesity in a sample of Brazilian adolescents. Study design: 

1,054 Brazilian adolescents aged 10 to 15 years, both genders, genotyped for rs699 (AGT), 

rs1799998 (CYP11B2), rs1799983 (NOS3), rs9939609 (FTO), rs1137101 (LEPR), 

rs3746619 and rs3827103 (MC3R), and rs17782313 (MC4R) through customized 

Multiplex Minisequencing System. Allele and genotype frequencies were analyzed by ² 

test in the overall sample and subgroups stratified by demographic, anthropometric and BP 

status variables. Genetic variants were tested for correlations with continuous variables by 

one-way ANOVA, and associations with elevated BP and obesity by the univariate and 

multivariate logistic regression model. Results: Prevalence of elevated BP was 13.5% and 

obesity 41.4%. Minor A allele of rs3746619 (MC3R) was more prevalent in black (P=.001) 

as well as that of rs3827103 (MC3R) in black (P<.0001) and boys (P=.013). G allele of 

rs1799983 (NOS3) was more prevalent in obese (BMI, P=.002; WC, P=.027) and 

hypertensive (P=.035) individuals, correlated with increased BMI (P=.020) and associated 

with obesity by logistic regression before (OR=0.713, P<.001) and after adjustment by age 

and elevated BP (OR=0.730, P=.001). No other SNP was associated with elevated BP, 

obesity or variation in their quantitative traits. Conclusion: G allele of rs1799983 (NOS3) 

seems associated with higher BMI and increased likelihood for obesity and marginally with 

elevated BP in Brazilian adolescents. 

 

Abbreviations and Acronyms: 

AGT – Angiotensinogen  

BMI - Body Mass Index 

BP – Blood Pressure 

CI - Confidence Interval 

CYP11B2 - Aldosterone Synthase 

DBP – Diastolic Blood Pressure 

FTO - Fat Mass and Obesity-associated  

HTN – Hypertension 

LEPR - Leptin Receptor 

MC3R - Melanocortin 3 Receptor 

MC4R - Melanocortin 4 Receptor 

MetS - Metabolic Syndrome  

NOS3 - Nitric Oxide Synthase 3 

OR – Odds Ratio 

PCR – Polymerase Chain Reaction 

RJS – Rio de Janeiro Study 

SBP – Systolic Blood Pressure 

SNP – Single Nucleotide Polymorphism 

RAAS – Renin-Angiotensin-Aldosterone System  

vs. – Versus 

WC – Waist Circumference 

 

Introduction 

 Hypertension (HTN) and obesity represent relevant chronic diseases in which single base 

polymorphisms (SNPs) related to their metabolic pathways are investigated as potential 

associated risk predictors.47,49 
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Variant rs699 (M235T) in angiotensinogen gene (AGT) has been associated with increased 

plasma angiotensinogen (AGT) levels65,66 and HTN.61,67,170 The rs1799983 (G894T) in 

Nitric Oxide Synthase 3 gene (NOS3) express the homonymous enzyme which catalyzes 

the production of shorter half-life nitric oxide223 associated with HTN79,80. The rs1799998 

(-344T>C) within the promoter region of Aldosterone Synthase gene (CYP11B2) was 

associated with increased aldosterone production70,72,175 and HTN.72,170 Regarding obesity, 

rs1137101 (Q223R) LEPR seems to affect leptin-binding site of leptin receptor and satiety 

signaling224, favoring the obese phenotype94,196 and metabolic syndrome (MetS).198 

Melanocortin 3 and 4 receptors gene (respectively, MC3R and MC4R) express in 

hypothalamic region their homonymous receptors that coordinate food intake/energy 

balance.185 Variants rs3746619 (T6K) and rs3827103 (V81I) in MC3R are linked to 

partially inactive receptors225 related to increased fat mass and obesity103,104,225 while 

intronic variant rs17782313 in MC4R was associated with severe onset childhood obesity 

and its traits109,110 apparently due to lower receptor expression.209 Fat Mass and Obesity-

associated gene (FTO) has transcriptional regulatory activity in DNA under regulation by 

nutritional status116, which intronic variant rs9939609 was linked with body mass index 

(BMI) in type-2 diabetes115 and childhood obesity.111 Tracking studies in genetically 

homogenous14,16,226,227 and admixed4–6 populations identified both diseases in childhood as 

cardiovascular risk predictors in adulthood. Thus, this study aimed to evaluate the 

association of these eight SNPs with elevated blood pressure (BP) and obesity in Brazilian 

adolescents belongs to a longitudinal study. 

 

Methods  

Populational sampling: This cross-sectional study was part of the Rio de Janeiro Study 

(RJS), a well-known Brazilian longitudinal study about cardiovascular risk factors in 

young4–6, currently in progress as RJS II. The 1,892 adolescents, aged 10-15 years, of both 

genders, enrolled in the original study were recruited between 2015-2016, in public schools 

from Rio de Janeiro/Brazil. Their parents or guardians received a presentation letter, a 

written consent form and an evaluation questionnaire. Eligibility criteria included all above-

mentioned documents filled and signed, being excluded who didn’t give them. The original 

study was approved by the appropriate ethics committee and carried out following the 

Declaration of Helsinki. 

 

BP and anthropometric measurements: Clinical evaluation was performed in the school 

environment. BP was measured in one occasion, with an validated oscillometric device 

according to standardized method122,123, being recorded the last of 3 measurements. 

Elevated BP was defined when systolic blood pressure (SBP) and/or diastolic blood 

pressure (DBP) ≥p95 for age-, gender-, and height-adjusted percentiles122,123. Height and 

weight were measured in centimeters and kilograms by standard methods and equipment. 

Body mass index (BMI) calculated as weight/height2 (kg/m2). Nutritional status was 

classified according to the World Health Organization criteria28 for age- and gender-

adjusted percentiles (BMI ≥p0 and p1 and <p3 (low weight); BMI≥p3 and <p85 (normal 

weight); BMI ≥p85 and <p97 (overweight), BMI≥p97 (obesity)); general obesity was 

considered grouping overweight and obese individuals. Waist circumference (WC) was 

measured in centimeters by inelastic portable anthropometric measuring tape according to 

McCarthy et al protocol29, where central adiposity defined when WC≥p90 for gender- and 

age-adjusted percentiles. Collected data were stored in virtual database software. 
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DNA collection and genotyping: Buccal swab samples were collected in a scholarly 

environment, genomic DNA extracted by national commercial kit and stored at -20°C. The 

8 SNPs (rs699 [AGT], rs1799998 [CYP11B2], rs1799983 [NOS3], rs9939609 [FTO], 

rs1137101 [LEPR], rs3746619 and rs3827103 [MC3R], and rs17782313 [MC4R]) were 

genotyped using two customized SNaPshot® Multiplex System. Detailed information 

about Multiplex panels is described in Table 1 online. Each Multiplex Polymerase Chain 

Reaction (PCR) was performed with 5 ng of genomic DNA, 2.5 µL of Multiplex PCR 

Master Mix 2x (Qiagen, Valencia, California), 2.0 µL of amplification primers mix 

according to the panel (final concentration described in Table 1 online). The PCR reaction 

was submitted to thermal-cycling conditions adapted from Sanchez et al.228 on Veriti 96 

Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, California). 1.0 µL of amplified 

PCR products were purified with 0.7 µL of ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent 

(Applied Biosystems) to 37°C for 30 minutes, and one cycle to 80°C for 15 minutes. 1.7 

µL of the purified PCR product were submitted to genotyping with 0.5 µL of SNaPshot® 

Multiplex Ready Reaction Mix (Applied Biosystems), 0.5 µL of deionized water, and 2.5 

µL of extension primers mix according to the panel (final concentration described in Table 

1 online). The minisequencing reaction was submitted to thermal-cycling conditions 

adapted from Sanchez et al.228 in the thermal cycler. Each entire reaction tube was purified 

with 1 unit of Shrimp Alkaline Phosphatase (Affymetrix, Cleveland, Ohio) to 37°C for 60 

minutes and one cycle to 80°C for 15 minutes. 1.0 µL of purified Multiplex Minisequencing 

products were homogenized with 8.8 µL of Hi-Di formamide (Applied Biosystems) and 0.2 

µL of size standard GeneScan 120 LIZ ladder (Applied Biosystems), and submitted to 

capillary electrophoresis in ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Genotypes 

were attributed using GeneMapper v4.0 software (Applied Biosystems). Control quality of 

reactions was performed using negative and positive controls. Around 10% of genotypes 

were cross-validated through Sanger’s sequencing and presented a 100% concordance for 

all SNPs, except for rs17782313 MC4R (95%) and rs9939609 FTO (94.11%). 

 

Statistical analyses: Statistical analyses were performed with SPSS v27.0.0.0/2020 

software (IBM, Armonk, NY) for P-value<.05 considered statistically significant. 

Demographic data (age, gender, and self-reported skin color - White, Black, Non-

White/Non-Black [NW/NB]) were obtained from the filled questionnaire. Age, height, 

weight, BMI value, SBP, DBP were calculated as mean ± standard deviation. BMI and WC 

classification, skin color, presence of obesity, and elevated BP were calculated as absolute 

numbers and percentages. Allele and genotype frequencies were calculated using the ² test 

in the overall sample and subgroups stratified by demographic (gender, color), 

anthropometric (BMI and WC classification), and BP profile. Hardy-Weinberg equilibrium 

test (HWE) was performed by populational statistic software124 for P-value≤.05 statistically 

significant and significance corrected by Bonferroni. Comparison 2 X 2 of mean values of 

obesity and BP quantitative traits across genotypes were analyzed by one-way ANOVA and 

Tukey’s post-Hoc test. Univariate and multivariate logistic regression models tested clinical 

and genetic variables for associations with obesity and elevated BP, where genotypes 

carrying none, one or two copies of the corresponding minor allele were codified as 0, 1 

and 2, respectively. 

 

Results 

 

The results of this study refer to 1,054 of 1,892 samples able to be genotyped due to 

technical limitations.  
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Overall sample was mostly composed by girls (n=564, 53.5%) with mean age of 12 years 

old, self-reported white (n=464, 44%), with normal weight (n=586, 55.5%) and WC 

measures (n=576, 54.8%); prevalence of elevated BP (SBP and DBP ≥p95 adjusted) and 

obesity (BMI ≥p85 adjusted) in the whole population were 13.5% and 41.4%, respectively 

(Table 2). 

 

Overall distribution of allele and genotype frequencies of SNPs and missing data are shown 

in Table 3. Minor allele frequencies of rs1137101 (LEPR), rs1799983 (NOS3), rs9939609 

(FTO), rs699 (AGT), and rs1799998 (CYP11B2) were closer to those observed in European 

than in African populations in the HapMap Project and database of Genotypes and 

Phenotypes (dbGaP). Similar comparison was unfeasible for rs17782313 (MC4R), 

rs3746619 and rs3827103 (MC3R) due to closer percentage of their missing data and minor 

homozygotes frequencies. Seven SNPs were in equilibrium (P≥.05) except rs3827103 

(MC3R) (P<.00001 for α corrected =.007; Table 3). 

 

Genotype distribution stratified by skin color identified significant differences in 4 of 8 

markers. TT variant homozygotes rs699 (AGT) were more prevalent in white individuals 

than others (20.3% vs. 15.4% in black and 16% in NW/NB, P=.001); TT wild-type 

homozygotes rs1799998 (CYP11B2) in black and NW/NB individuals (respectively 49% 

and 45.8% vs. 36.1%) and CC variant homozygotes in white (14.9% vs. 9.9%% and 13%, 

P=.018). AA variant homozygote of rs3746619 was significantly more frequent in black 

and NW/NB (6.9% in both vs. 5.2% in whites, P=.001) as well as this same variant 

genotype for rs3827103 (MC3R) (12.1% in black and 8.4% in NW/NB vs. 4.7% in whites, 

P<.0001). No significant differences in the other SNPs were observed in this analysis 

(P≥.05). Genotype distribution stratified by gender identified AA variant homozygotes 

rs3827103 (MC3R) more prevalent in boys (9.4% vs. 6.2%, P=.013). No significant 

differences in the other SNPs were observed for this analysis (P≥.05). In genotype 

distribution stratified by anthropometric variables (Table 4 online), low-weight individuals 

(n=34) were grouped with normal-weight. GG wild-type homozygotes rs1799983 (NOS3) 

were more prevalent in obese both according to BMI classification (P=.002) and WC status 

(P=.027); TT wild-type and CC variant homozygotes rs1799998 (CYP11B2) were more 

frequent in individuals with increased WC (P=.021). No significant differences in the other 

SNPs were observed for this analysis (P≥.05) (Table 4 online). Genotype distribution 

stratified by BP status (Table 5 online), GG wild-type homozygotes rs1799983 (NOS3) 

were more frequent in individuals with elevated BP (51.2% vs. 39.4%, P=.035) as well as 

variant homozygotes AA of rs3746619 (MC3R) (11.6% vs. 5.3%, P=.017) also did.  TT 

variant homozygotes rs699 (AGT) were more frequent in normotensives (19.5% vs. 9.9%, 

P=.014). No significant differences were observed regarding other SNPs (P≥.05) (Table 5 

online). 

 

Results of comparisons 2 X 2 of mean values of BMI, WC, SBP, and DBP across genotypes 

identified significative variations in two of eight SNPs (Table 6). Mean values of BMI were 

significantly different across rs1799983 (NOS3) genotypes with wild-type GG 

homozygotes presenting greater mean values than GT and this equal to TT after post-Hoc 

test (respectively 20.97 kg/m2 ± 4.34 vs. 20.46 kg/m2 ± 4.28 vs.19.86 kg/m2 ± 3.84, P=.020). 

Mean values of SBP were significantly different across rs3746619 (MC3R) genotypes with 

variant AA homozygotes presenting greater mean values than CA and this equal to CC 

(respectively 109.17mmHg ± 11.82 vs. 108.61 mmHg ± 12.73 vs. 113.31 mmHg ± 15.13, 

P=.023).  
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Variation in mean values of these quantitative traits was not significantly different across 

the genotypes of other analyzed SNPs (P>.05) (Table 6). 

 

Univariate logistic regression tested clinical and genetic variables for independent 

associations with elevated BP and obesity (Table 7). Increased BMI (OR=1.84, P<.001) 

and WC (OR=1.026, P=.002) were independently associated with presence of elevated BP. 

The rs1799983 (NOS3) was marginally associated (OR=0.757, P=.050) while a trend was 

observed for rs3746619 (MC3R) (OR=1.321, P=.051) (Table 7). Age, gender, skin color 

and other analyzed SNPs did not show significant associations with elevated BP (P>.05) 

(Table 7). 

  

For obesity, younger age (OR=0.791, P<0.001), abnormal BP (SBP, OR=1.024, P<.001 

and DBP, OR=1.019, P=.002), and presence of elevated BP (OR=1.546, P=.016) showed 

to be independently associated with its occurrence (Table 7). Regarding genetic variables, 

variant T allele rs1799983 (NOS3) presented negative association, with wild-type G allele 

increasing the likelihood for obesity (OR=0.713, P<.001) (Table 7). Gender, skin color, 

and other analyzed SNPs were not associated with obesity (P>.05) (Table 7). 

 

The multivariate logistic regression model applied for genetic variables was adjusted by 

previously significant independent variables in univariate model (Table 7). Neither 

rs1799983 (NOS3) nor rs3746619 (MC3R) demonstrated significant associations with 

elevated BP in the BMI-adjusted model (respectively P =.065 and P=.079) (Table 7). 

Otherwise, the rs1799983 (NOS3) sustained statistical significance with wild-type G allele 

associated with obesity after adjustment by age and elevated BP (OR=0.730, P=0.001) 

(Table 7). 

 

Discussion (Seção provisória sob revisão dos co-autores) 

 

Among eight SNPs in AGT, CYP11B2, NOS3, MC3R, MC4R, LEPR, FTO investigated for 

relations with elevated BP and obesity in Brazilian adolescents, the wild-type G allele of 

rs1799983 (NOS3) was associated with increased BMI and obesity in younger carriers with 

elevated BP. 

 

Our elevated BP prevalence of 13.5% was above the 8.12% pooled but within of variation 

2.7-20.1% for Brazilian pediatric studies125 and closer to 12.5% for our geographic region39. 

Percentages above ours were recently identified in other populational-based Brazilian130,131 

and multiethnic studies.132,133,169  Likewise, our childhood obesity percentage (41.4%) was 

considered high but similar rates around 40% in Morocco133 and the United States42 and 

above 30% in different Brazilian cities142,143
 has already been reported. Although our result 

is sub-representative data of the ERJ II population, prevalence rates of both diseases in 

general pediatric populations must be carefully analyzed once ethnicity/race (involving 

socio-economic and cultural differences)42 and methodological heterogeneity of studies125 

represents stronger influencers of their variability. While variant G allele of rs1137101 

LEPR was associated with higher adiposity, lipidic parameters and increased risk for 

obesity in obese Saudi children94 and Spanish obese girls229, similar associations was not 

found in our sample as well as in black South African adolescents197 and cohorts of Spanish 

children.230  Protective effects by this SNP were related too such as reduced BMI values 

despite high leptin and lipid levels in obese Portuguese schoolchildren111 and decreased 

MetS risk in obese Chilean adults198.  
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The rs1137101 effect on body weight control seems to be dependent on ethnic background, 

once its variant allele and other SNPs LEPR presented variable distribution across 

homogenous and admixed big populations without relation with obesity-traits, besides a 

north-south distribution gradient of its frequency among European Caucasians groups.200  

 

Variant A allele of SNP rs9939609 FTO was early associated with obesity and increased 

anthropometric indicators by a genome-wide association study in European adults and 

children115, including having an additive effect in obese Portuguese schoolchildren.111 

Conversely, it did not present any similar association in our study and also in cohorts of 

admixed Mexican children112and black South African adolescents.197 However, once being 

express on diverse human tissues115,116, its action on body weight regulation favoring 

obesity may result from multiple interactions involving both genetics like other SNPs in 

FTO or in other genes as IRX3231 and lifestyle factors as soft drink consumption.117   

 

The SNP rs17782313 MC4R was strongly associated with obesity presenting an additive 

effect in adiposity parameters in European109 and Chinese children110. Similar interactions 

were not found both in our sample and also in Mexican232 and Brazilian233 children. Besides, 

its variant C allele exerted protective effect decreasing BMI values in black adolescents197 

and the MetS-risk in admixed adults.198 The rs17782313 localization near to MC4R 

transcriptional region can indicate a modulation of its effects for obesity by diverse factors 

which can be difficult to be measured like epigenetics mechanism209, food preferences110 

and gender-related differences linked to eating behavior113. 

 

The SNP rs1799983 NOS3 although associated with a 2-fold higher risk for premature 

myocardial infarction in Greek234
 and increased BP in European adults79 and children80, in 

our sample a similar correlation was observed only regarding GG homozygotes 

predominant in hypertensives (P=.035). Lack of association with BP was also reported in 

adults from different ethinicities151,152 and hypertensive children presenting vascular 

damages linked with it.149 However, diet79 and physical activity80 reported as modifiers of 

rs1799983 effects on raising of BP could have influenced on the lack of association in our 

sample. The rs1799983 NOS3 significantly associated with increased BMI (P=.02) and 

obesity in adjusted multivariate (P=.001) in our sample was a singular find. Similar 

associations were observed in Tunisian adults by different genetic models, with a positive 

BMI variation potentialized by haplotype homozygotes 894TT-4bb,154 while in North-

American white obese, TT genotype interacted with BMI to modify diabetes-associated 

risk.86 But, the harmful effects by rs1799983 in our sample were unexpectedly exerted by 

wild-type G allele. Analogous effects were observed in some Brazilian studies for increased 

risk for heart failure162 and its worse survival event164, and resistant hypertension.235 Yet, 

our allele frequency (63% G allele vs. 36% T allele) agreeing with such studies and 

populational data in public databases discarded genotyping error and pointing to a particular 

genetic background of our sample, influenced by a differentiated allele distribution 

previously identified in Brazilian166 as well as in homogenous populations.165  

 

The polymorphisms rs3746619 (T6K) and rs3827103 (V81I) of MC3R are commonly 

analyzed as a haplotype, with their double-A alleles correlated with higher adiposity 

indicators, fat mass and insulin levels in biracial children104,225, presenting additive effect 

on childhood obesity-risk and its traits in obese Asian children.103,183 Contrarily, both SNPs 

were not associated with any adiposity parameter in our sample as well as in obese 

multiethnic children184,185 and biracial adults236, including decreasing obesity indicators in 

colored  
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South-African adolescents.185 Variant AA homozygotes of both SNPs predominant in our 

non-white individuals agreed with their greater co-occurrence in African/African-

American.104,185,225 Such data seemed to reflect the occurrence of natural selection in MC3R 

identified in this populational group as a probable human adaptation to cycles of 

plenty/famine188, although only ancestry analyses in our admixed population would confirm 

such supposition. Variant homozygote AA rs3827103 differently distributed across gender 

in our sample seemed spurious data by selection bias, but inter-gender differences in eating 

behavior associated with this SNP and its higher prevalence in obese admixed boys184 may 

indicate the involvement of others neuroendocrine pathways on MC3R action. The 

rs3746619 correlated with higher SBP in our sample diverged of reduced values associated 

in African adolescents185 but followed the increased SBP in Kuwaitin adults.190 Such 

relation in humans is unclear but disrupted MC3 receptors impaired natriuretic effects by 

melanocortins hormones on a high sodium diet in murine models192, a common food profile 

that may have influenced on BP alterations in adolescent carriers. The HWE-departure in 

rs3827103 (MC3R) in our sample resulted from the loss of heterozygosity (data not shown) 

by reduced number of copies of A allele, which could have probably been caused by 5-T 

nucleotide deletion SNP (rs1230374156) adjacent to it, an causal intrinsic condition cited 

by some authors.194,195  

 

Variant T allele rs699 (AGT) was associated with increased plasma AGT and BP in adults 

and children from homogeneous61,65,66,170 and admixed populations67, but other studies did 

not find the same relations.169,171,237 However, TT homozygotes had significance in our 

sample only regarding its predominance in normotensives and whites, diverging from what 

was observed in hypertensive Brazilian adults67,235  and its prevalence in African-

descendent.66,67 Similar to NOS3, particular genetic background of our sample may have 

influenced on this uncommon result because the high admixture degree at an individual 

level in Brazil makes unpredictable the allele spreading profile and the correlation ancestry-

phenotype.167  

 

 The rs1799998 (CYP11B2) represents a controversial marker, with major T allele 

associated with higher values of BP and plasma aldosterone in different ethnicities72,170, 

minor C allele with poorer traits for heart failure in African-American238 and lack of 

association in our sample as well as in another multiethnic cohort.173 But, TT homozygotes 

predominant in our no-white individuals agreed with its reported higher frequency in black 

individuals regardless of association results.72,173,238 This genotype also predominant in 

obese by WC in our sample suggested some relation between CYP11B2 with adipose tissue 

itself as the reported correlation with higher plasma glucose and abdominal obesity in 

MetS179 and thickness of skinfold subtypes.180 These data seemed to demonstrate the 

aldosterone-induced adipogenesis and expression of its markers in human adipocytes.181 

 

This work presented some limitations. “Affected” individuals were preferentially analyzed 

due to technical limitations, producing a selection bias that influenced on elevated BP 

prevalence but not in genetic association due to low missing data and large sampling. 

Ancestry analyses to detect populational stratification were hindered by low-quality DNA 

although the global and individual profile in our city tends to be similar.201,202 Absent 

laboratory data made it uncertain to connect SNPs-altered metabolic parameters, although 

such relations had not been confirmed in some studies. Confounding factors like 

medication, diet, previous diseases and other external factors not considered but influent in 

these complex diseases may have contributed to clinical alterations more than genetics. 
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 In conclusion, the major G allele rs1799983 (NOS3) was associated with increased BMI 

and presence of obesity especially in younger Brazilian adolescents with elevated BP, 

contributing to the knowledge about populational genetic data in an admixed pediatric 

sample and possible pharmacogenomics approaches in such individual hereafter. 
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Table 2. General characteristics of the analyzed sample.  

Total sampling N=1,054 

Females, n, (%) 564 (53.5%) 

Age, years 12,66 (±1,51) 

Height (cm) 157 (±0,10) 

Weight, (kg) 51,26 (±13,41) 

BMI (kg/m²) 20,61 (±4,24) 

WC (cm) 71.05 (±10.13) 

BMI, n (%) 

           Low-Weigth 

           Normal-Weight 

           Overweight 

           Obesity 

 

31 (2.94%) 

 586 (55.5%) 

218(20.7%) 

218 (20.7%) 

WC, n (%) 

           Normal  

           Increased 

 

576 (54.8%) 

476 (45.2%) 

Overweight/Obesity prevalence, n (%) 436 (41.4%) 

Skin color, n (%) 

            White 

            Black 

            No-White/No-Black 

 

464 (44.0%) 

226 (21.4%) 

338 (32.1%) 

SBP (mmHg) 109,1 (±12,33) 

DBP (mmHg) 64,3 (±18,22) 

Elevated BP prevalence, n (%) 142 (13.5%) 
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Table 3. Allele and genotype frequencies in the overall sample. 

SNP Genotypes Genotypic 

Frequency, n (%) 

Alleles Allelic 

Frequency, n (%) 

HWE  

P-value 

 

rs1137101  

(LEPR) 

 

AA 

GA 

GG 

missing 

302 (28.7%) 

505 (47.9%) 

205 (19.4%) 

42 (4.0%) 

A 

 

G 

1.109 (54.79%) 

 

915 (45.21%) 

 

.8024 

 

rs17782313  

(MC4R) 

 

TT 

CT 

CC 

missing 

534 (50.7%) 

347 (32.9%) 

83 (7.9%) 

90 (8.5%) 

T 

 

C 

1.415 (54.55%) 

 

1.179 (45.45%) 

 

.0252* 

 

rs1799983  

(NOS3) 

GG 

GT 

TT 

missing 

400 (38.0%) 

439 (41.7%) 

138 (13.1%) 

77 (7.3%) 

G 

 

T 

1.239 (63.41%) 

 

715 (36.59%) 

 

.3025 

 

rs3746619  

(MC3R) 

 

CC 

CA 

AA 

missing 

615 (58.3%) 

327 (31.0%) 

62 (5.9%) 

50 (4.7%) 

C 

 

A 

1557 (77.54%) 

 

451 (22.46%) 

 

.0462* 

 

rs9939609  

(FTO) 

TT 

AT 

AA 

missing 

280 (26.6%) 

443 (42.0%) 

141 (13.4%) 

190 (18.0%) 

T 

 

A 

1.003 (58.05%) 

 

725 (41.95%) 

 

.1131 

 

rs699  

(AGT) 

 

TT 

CT 

CC 

missing 

187 (17.7%) 

537 (50.9%) 

307 (29.1%) 

23 (2.2%) 

T 

 

C 

911 (44.19%) 

 

1.151 (55.81%) 

 

.0786 

 

rs1799998  

(CYP11B2) 

 

TT 

CT 

CC 

missing 

378 (35.9%) 

400 (38.0%) 

122 (11.6%) 

154 (14.6%) 

T 

 

C 

1.156 (64.22%) 

 

644 (35.78%) 

 

.2511 

 

rs3827103  

(MC3R) 

 

GG 

GA 

AA 

missing 

610 (57.9%) 

279 (26.5%) 

74 (7.0%) 

91 (8.6%) 

G 

 

A 

1.499 (77.83%) 

 

427 (22.17%) 

 

.00001 

*Non-significant after Bonferroni’s correction (P≤.007);  

Significant associations (P≤.05) are indicated in bold. 
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 Table 6. One-way ANOVA results for obesity-related and BP variables according to genotypes. 

Variable Mean ± SD F P Comparisons 2 X 2 

 

 

 

AA 

rs1137101 (LEPR) 

AG 

 

GG 

   

BMI (kg/m2) 20.30 ± 4.37 20.71 ± 4.30 20.69 ± 3.98 .967 .381  

WC (cm) 70.457 ± 10.46 71.19 ± 10.29 71.35 ± 9.37 .654 .328 - 

SBP (mmHg) 108.73 ± 12.43 109.82 ± 12.20 108.24 ± 12.92 1.444 .237  

DBP (mmHg) 65.61 ± 29.94 64.05 ± 9.87 63.71 ± 10.87 2.846 .412  

 

 

 

TT 

rs17782313 (MC4R) 

TC 

 

CC 

   

BMI (kg/m2) 20.55 ± 4.00 20.79 ± 4.38 20.98 ± 5.25 .563 .570  

WC (cm) 71.19 ± 9.82 71.38 ± 10.19 71.46 ± 12.16 .049 .952 - 

SBP (mmHg) 108.39 ± 11.81 109.38 ± 12.62 111.65 ± 13.24 2.772 .063  

DBP (mmHg) 64.01 ± 23.06 63.93 ± 10.43 68.10 ± 14.61 1.824 .162  

  

GG 

rs1799983 (NOS3) 

GT 

 

TT 

   

BMI (kg/m2) 20.97 ± 4.34 20.46 ± 4.28 19.86 ± 3.84 3.905 .020 GG > GT = TT 

WC (cm) 71.98 ± 10.58 70.70 ± 10.04 69.75 ± 9.24 3.065 .047*  

SBP (mmHg) 109.80 ± 13.00 108.14 ± 11.68 109.67 ± 12.05 2.115 .121  

DBP (mmHg) 64.02  ± 11.39 64.76 ± 25.08 64.05 ± 10.66 .185 .831  

 

 

 

CC 

rs3746619 (MC3R) 

CA 

 

AA 

   

BMI (kg/m2) 20.53 ± 4.12 20.79 ± 4.36 20.23 ± 4.41 .636 .530  

WC (cm) 71.23 ± 10.05 70.87 ± 9.93 69.90 ± 11.68 .548 .578  

SBP (mmHg) 109.17 ± 11.82 108.61 ± 12.73 113.31 ± 15.13 3.788 .023 AA>CA=CC 

DBP (mmHg) 64.75 ± 22.07 63.48 ± 9.65 66.19 ± 14.23 .801 .449  

                                  Continue 
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(Continuation) Table 6. One-way ANOVA results for obesity-related and BP variables according to genotypes. 

 

 

 

TT 

rs9939609 (FTO) 

TA 

 

AA 

   

BMI (kg/m2) 20.72 ± 4.21 20.47 ± 4.16 20.93 ± 4.84 .697  .499  

WC (cm) 71.17 ±10.46 70.87 ± 9.76 72.08 ± 10.73 .762 .467 - 

SBP (mmHg) 109.74 ± 12.90 108.45 ± 12.41 109.65 ± 11.01 1.118 .327  

DBP (mmHg) 65.75 ± 30.86 63.23 ± 9.68 64.82 ± 9.21 1.526 .218  

 

 

 

TT 

rs699 (AGT) 

TC 

 

CC 

   

BMI (kg/m2) 20.46 ± 4.30 20.58 ± 4.25 20.74 ± 4.26 .282 .754  

WC (cm) 71.48 ± 10.28 70.88 ± 10.24 71.09 ± 9.94 .242 .785 - 

SBP (mmHg) 107.91 ± 11.06 109.49 ± 12.81 109.78 ± 12.30 1.478 .228  

DBP (mmHg) 62.75 ± 8.78 65.44 ± 23.58 63.50 ± 10.63 1.972 .140  

  

TT 

rs1799998 (CYP11B2) 

TC 

 

CC 

 

 

1.403 

 

 

.246 BMI (kg/m2) 20.81 ± 4.73 20.31 ± 3.83 20.70 ± 4.05  

WC (cm) 71.51 ± 11.01 70.27 ± 9.25 71.33 ± 9.39 1.579 .207 - 

SBP (mmHg) 109.69 ± 12.18 109.28 ± 12.61 108.45 ± 13.17 .458 .633  

DBP (mmHg) 64.67 ± 10.27 63.53 ± 10.49 64.68 ± 11.90 1.287 .277  

 

 

 

GG 

rs3827103 (MC3R) 

GA 

 

GA 

   

BMI (kg/m2) 20.56 ± 4.26 20.58 ± 4.31 20.74 ± 3.62 .058 .943  

WC (cm) 71.06 ± 10.23 70.90 ± 9.95 70.73 ± 9.68 .050 .952 - 

SBP (mmHg) 109.25 ± 11.91 108.88 ± 12.80 108.54 ± 12.76 .168 .845  

DBP (mmHg) 64.82 ± 22.27 63.12 ± 9.15 61.66 ± 9.45 1.474 .229  

             SD, standard deviation; F, Fisher test. Significant associations (P≤.05) are indicated in bold. 

            *Not significant after Tukey’s post-Hoc test. 
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 Table 7. Logistic regression models for association with elevated BP and obesity. 

 Univariate Logistic Regression Model 

 Association with elevated BP Association with obesity 

Variable OR 95%CI P OR 95%CI P 

Age  1.074 0.954-1.208 .236 0.791 0.723-0.860 <.001 

Gender 0.368 0.597-1.211 .368 0.853 0.667-1.091 .205 

Skin color 0.691 0.463-1.031 .071 1.114 0.806-1.538 .514 

BMI 1.084 1.044-1.126 <.001 - - - 

WC 1.026 1.010-1.043  .002 - - - 

SBP - - - 1.024 1.014-1.035 <.001 

DBP - - - 1.019 1.007-1.031 .002 

Elevated BP - - - 1.546 1.084-2.204 .016 

rs1137101 (LEPR) 0.956 0.740-1.234 .727 1.136 0.950-1.359 .162 

rs17782313 (MC4R) 1.307 0.992-1.723 .057 1.063 0.872-1.294 .547 

rs1799983 (NOS3) 0.757 0.573-1.000 .050 0.713 0.590-0.861 <.001 

rs3746619 (MC3R) 1.321 0.999-1.748 .051 0.925 0.752-1.137 .458 

rs9939609 (FTO) 0.780 0.579-1.051 .102 1.065 0.873-1.300 .533 

rs699 (AGT) 1.226 0.942-1.599 .129 1.065 0.888-1.278 .495 

rs1799998 (CYP11B2) 0.856 0.647-1.134 .129 0.917 0.756-1.113 .381 

rs3827103 (MC3R) 1.085 0.813-1.449 .579 1.056 0.863-1.293 .596 

 Multivariate Logistic Regression Model 

 Association with elevated BP Association with obesity 

Variables OR (95%CI) P Variables OR (95%CI) P 

BMI 1.076 (1.034-1.120) <.001 Age 0.775 (0.709-0.846) <.001 

rs1799983 (NOS3) 0.761 (0.570-1.017) .065 Elevated BP 1.584 (1.082-2.320) .018 

rs3746619 (MC3R) 1.307 (0.969-1.763) .079 rs1799983 (NOS3) 0.730 (0.603-0.885) .001 

     Significant associations (P≤.05) are indicated in bold. 
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