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RESUMO

Introducao: Nesses Ultimos anos tem sido observado um aumento na expectativa
de vida da populagdo em todo mundo, assim crescendo o grupo populacional de
idosos. Atrelado a este aumento, observou-se o aumento da prevaléncia das
doencas crbnico-degenerativas(DCD). Sabendo que as DCD, como as doencas
cardiovasculares (DCV) e seus fatores de risco (colesterol e suas fragoes),
obesidade e hipertensao arterial tém influencia genético-ambiental,muitos estudos
tém sido realizados a fim de identificar qual é a influéncia da genética nas
mesmas. Neste contexto, muitos genes vém sendo estudados, entre eles o0 gene
do receptor da leptina (LEPR) que possui o polimorfismo GIn223Arg, o qual ja foi
relacionado a obesidade e hipertensdo, entre outros fatores de risco
cardiovascular.

Objetivo: o estudo buscou investigar em 260 idosos socialmente ativos,
participantes do Projeto Passo fundo, a associagcédo entre o polimorfismo do gene
do receptor da leptina (LEPR GIn223Arg) e fatores de risco cardiovascular como
indice de massa corporal (IMC), colesterol total e suas fragcdes e hipertensao
arterial sistémica (HAS).

Metodologia: o delineamento foi do tipo transversal, descritivo-analitico,
observacional. Os dados foram coletados a partir do banco de dados do Projeto
Passo Fundo-RS (DATI). Na determinacao do polimorfismo da LEPR foi utilizada
a técnica de PCR-RFLP, utilizando-se a enzima de restricdo Msp | para a
identificacéo dos alelos G e A. Os dados quantitativos foram descritos por média e
desvio padrdao, enquanto que os categéricos, por contagens e percentuais. As
comparagoes quantitativas foram realizadas com andlise de variancia seguida de
teste de Tukey e as categdricas, por qui-quadrado. Para avaliar a associacao dos
genotipos com a presenca de hipertensdo ajustada para sexo, idade e massa
corporal foi utilizado um modelo de regressao logistica multipla. Os dados foram
analisados com o programa SPSS (ver 12.0). Todos os participantes do estudo
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

Resultados: a idade média da amostra investigada foi de 67,36 anos, sendo
84,6% (220) mulheres. A frequéncia alélica do polimorfismo da LEPR foi de 0,624
para o alelo G e 0,376 para o alelo A, sendo tais alelos distribuidos
genotipicamente: GG=32,7% (85), GA=59,2% (154), AA=8,1% (21). Nao houve
associacao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e IMC, colesterol total, HDL-c,
LDL-c e HAS.

Conclusao: Nao houve associagao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e IMC,
colesterol total, HDL-c, LDL-c e HAS.

Unitermos: LEPR GIn223Arg, polimorfismo genético do receptor da leptina,
fatores de risco cardiovascular, leptina.
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ABSTRACT

Introduction: In the last few years it has been observed an increasing in the
population life expectation all over the world, resulting in a rise of the elderly
population. Associated with this growth, it has been observed an enlargement of
the chronic degenerative diseases (CDD) prevalence. Several studies have been
done in order to identify the influence of genetics and environment in the CDD.
Among such diseases one could emphasize the cardiovascular diseases and its
risk factors (cholesterol and fractions), obesity and hypertension. In this context,
several genes have been studied, as leptin receptor gene (LEPR) for an example.
This gene has the polymorphism GIn223Arg which is related to obesity,
hypertension and other cardiovascular risk factors.

Objective: This study attempted to investigate the association of polymorphisms
leptin gene receptor (LEPRGIN223Arg) with cardiovascular risk factors how body
mass index (BMI) and hypertension arterial systemic, in 260 socially active elderly
participating in the Passo Fundo-RS (DATI) Project.

Methodology: The study design was of a transversal, descriptive-analytical,
observational type. Data were collected for the Passo Fundo Project bank. For
determination of LEPR polymorphism, the PCR-RFLP technique was used,
utilizing Msp | restriction enzyme for identification of alleles G and A. The
quantitative data was described by means and standard derivation whereas the
categorical by counting and percentuals. The quantitative comparasion were done
with variant analysis follow by the Tukey’s post hoc test and the categorical with
the chi-square test. To evaluate the association of genotypes with the presence of
hypertension adjusted for gender, age and body mass index a multiple logistic
regression model was used. The data was analysed with the SPSS version 12.0
program. All the study participants signed an informed consent form.

Results: The mean age of the investigated sample was 67,3 £6 years, with 80.2%
females (220). The allele frequency of polymorphism of LEPR was 0,624 for allele
G and 0,376 for A, being such alleles distributed genotypically as follow:
GG=32,7% (85), GA=59,2% (154), AA=8,1% (21). No correlation between
polymorphism LEPR GIn223Arg and, BMI, total cholesterol, HDL-c, LDL-c and
HAS.

Conclusion: No correlation between polymorphism LEPR GIn223Arg and, BMI,
total cholesterol, HDL-c, LDL-c and HAS.

Keywords: LEPR GIn223Arg, polymorphisms leptin gene receptor, cardiovascular
risk factors, leptin.
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INTRODUCAO

As mudangas ocorridas durante o século XX, como a urbanizacao,
trouxeram alteracbes no estilo de vida. O sedentarismo, a alteracdo na
alimentagdo com maior consumo de gorduras, acidos graxos e acucar, bem como
o tabagismo tornaram-se fortemente presentes. Em paralelo, houve um avanco da
medicina, fazendo com que as doencas infecto-contagiosas que, antes de 1900
eram as causas mais comuns de morte, praticamente fossem controladas ou
erradicadas.

Com esta mudanca de estilo de vida e 0 avango da medicina ocorreu 0 que
alguns autores chamam de transicdo epidemioldgica. Esta transicdo ocasionou a
prevaléncia das doencas crénico-degenerativas (DCD) e o aumento da
expectativa de vida da populacdo em todo mundo, assim crescendo 0 grupo
populacional de idosos’.

Sabendo que as DCD tém influéncia genético-ambiental, muitos estudos
foram realizados a fim de identificar quais genes estao relacionados ao processo
de envelhecimento e, principalmente, qual € a influéncia da genética nas DCD,
como as doencas cardiovasculares (DCV), e seus fatores de risco: colesterol e
suas fragdes (HDL-c, LDL-c), obesidade e hipertensao arterial sistémica (HAS).

Entre as causas de morte no Brasil, as doencas do aparelho circulatério
representam a principal causa (32%) em todas as regides, seguidas pelas causas

externas (15%) e neoplasias (15%)%. No municipio de Passo Fundo que possui
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185.278 habitantes, sendo 16.471 habitantes idosos (idade igual ou superior a 60
anos), a mortalidade por doencas do aparelho circulatério é de 33,1%".

Dentro deste contexto, investigacbes que busquem analisar associacbes
entre fatores genéticos, ambientais, envelhecimento e doengas associadas a
idade sdo imprescindiveis para o aprimoramento de politicas preventivas e
terapéuticas adequadas ao panorama populacional brasileiro que objetivem uma
melhor qualidade vida.

Neste contexto, muitos genes vém sendo estudados, entre eles o gene do
receptor da leptina (LEPR) que possui o polimorfismo GIn223Arg, o qual ja foi
relacionado a obesidade e hipertensdo, entre outros fatores de risco
cardiovascular *°.

Deste modo, o presente estudo visou contribuir no entendimento da
associacao entre o polimorfismo GIn223Arg do receptor do gene da leptina e os
fatores de risco cardiovascular, em um grupo de individuos idosos do municipio
de Passo Fundo, RS, verificando a sua frequéncia de distribuicao alélica e
genotipica e a possivel associagdo desse polimorfismo com indice de massa

corporal (IMC), colesterol total e suas fracoes e HAS.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 ENVELHECIMENTO

1.1.1 CONCEITUANDO O ENVELHECIMENTO

O termo envelhecimento € usado para descrever as mudancas
morfofuncionais ao longo da vida, as quais ocorrem ap0s a maturagdo sexual e
progressivamente comprometem a capacidade de resposta dos individuos ao
estresse ambiental e a manutencdo da homeostasia. Entretanto é preciso lembrar
que o envelhecimento tem como caracteristica universal a ocorréncia de
mudancas ao longo do tempo, independente de terem ou ndo efeito deletério
sobre a vitalidade e a longevidade. As mudancas relacionadas a idade devem
atender quatro condicoes: 1) serem deletérias: reduzir a funcionalidade; 2) serem
progressivas: devem ser estabelecidas gradualmente; 3) serem intrinsecas: nédo
devem ser resultado de um componente ambiental modificavel; 4) serem
universais: todos os membros de uma espécie deveriam mostrar tais mudancas
graduais com o avanco da idade®.

Troen’ descreveu dois tipos de envelhecimento. O envelhecimento normal
que envolve mudancas fisiolégicas universais e inexoraveis como a menopausa €
o declinio da fung&o renal, entre outros.E, o envelhecimento usual que inclui, além
das mudancas fisiolégicas, as DCD como a doenga arterial coronariana, que nao
tem necessariamente ocorréncia em todas as pessoas. Essas doencas
encontram-se relacionadas a causas externas como o estilo de vida e a causas

internas como a composi¢cao genética do individuo. Se o individuo possuir uma
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genética desfavoravel atrelada a um estilo de vida desfavoravel tera uma maior

predisposicdo a doengas e a morte.

1.1.2 TRANSICAO EPIDEMIOLOGICA E EXPECTATIVA DE VIDA

As mudangas ocorridas durante o século XX, como a urbanizacao,
trouxeram modificacbes no estilo de vida. O sedentarismo, a alteracdo na
alimentagdo com maior consumo de gorduras, acidos graxos e agucar, bem como
o tabagismo, tornaram-se fortemente presentes. Em paralelo, houve um avanco
da medicina, fazendo com que as doencas infecto-contagiosas que, antes de
1900, eram as causas mais comuns de morte, praticamente fossem controladas
ou erradicadas, caracterizando assim o que alguns autores chamam de transicao
epidemiolégica’®.

Com essas mudancas ocorreu 0 aumento da expectativa de vida da
populacdo humana em todo mundo, uma vez que ocorreu a diminuicdo das taxas
de mortalidade ao nascer ou durante a infancia, trazendo uma maior incidéncia e
prevaléncia de doencas crénico degenerativas associadas ao envelhecimento, e
diminuico da ocorréncia das doencas de causa infecto-contagiosas®.

A expectativa de vida € um conceito populacional representado pela idade
em que 50% de uma dada populacdo sobrevivem®. No Brasil, a expectativa de
vida é de 71 anos, segundo censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), e teve um aumento de 8,5 anos em relacédo a 1980 quando a
expectativa de vida era de 62,5 anos. Com estes dados registrados em 2002 o
Brasil agora estd na posicdo 88° no ranking de esperanca de vida, segundo a

Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU). A maior expectativa de vida € a do
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Japao: 81,6 anos; a menor é a do Zadmbia: 32,4 anos. Para obter estes dados o
IBGE aperfeicoou as estimativas de mortalidade da populagéo, revisando os
ndmeros de 1980 a 2001 em trabalho conjunto com a ONU™.

Com este aumento da expectativa de vida, que gera o envelhecimento
populacional, torna-se freqliente a ocorréncia das doencas crénico-degenerativas.
Entre elas pode-se mencionar diabetes mellitus (DM), doencas cardiovasculares

(DCV), neoplasias, etc.

1.1.3 DOENCAS CARDIOVASCULARES

Em 1990, a populagdo mundial era de 5,3 bilhdes e as DCV causavam
mais de 14,3 milhdes de mortes (28,4%). Destas, 44% tinham como causa
doenca coronaria e 31%, infarto do miocardio.

As expectativas mundiais para 2020, em que a populagdo estimada é de
7.8 bilhdes, prevéem que as DCV serdo responsaveis por 36,3% das mortes’.

No Brasil, a partir da década de 60, as DCV passaram a ser a primeira
causa de morte, ocupando o lugar das doencas infecto-contagiosas,
acompanhando, assim, a transicdo epidemiolégica’.

As projecdes referentes a essas doencgas indicam a sua prevaléncia como
principal causa de morte no mundo ainda por muitos anos. Estima-se que em

2025, entre 80 e 90% dos casos ocorrerdo em paises de média e baixa renda'?.

Entre as causas de morte no Brasil, as doengas do aparelho circulatério
representam a principal causa (32%) em todas as regides, seguidas pelas causas

externas (15%) e neoplasias (15%)>.
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O aumento das doencas cardiovasculares € a maior causa de morte entre
adultos. Aproximadamente 30% da mortalidade por DCV séao atribuidas a doenca
arterial coronariana (DAC), seguida por doencas cérebro-vasculares (AVC),
doenca aterosclerética e outras cardiopatias. Cabe lembrar que, além de serem
causa de morte, s&0 responsaveis por varias internagdes hospitalares e por longo
periodo'®.

No municipio de Passo Fundo, com 185.278 habitantes, tendo 16.471
habitantes idosos (idade igual ou superior a 60 anos), a mortalidade por doencgas
do aparelho circulatério é de 33,1%”°.

Em recente artigo Libby et al.™

mostraram a importancia de prevenir as
DCV através de alteracdes no estilo de vida. Estas alteragdes podem incluir
mudancas na alimentagéo e nas atividades fisicas. Atreladas a essas mudancas,
surgem medicacdes cada vez mais avancadas e colocadas a disposi¢cao para
auxiliar na prevencao das doengas cardiovasculares. Combinando as mudancas

ambientais com as novas estratégias farmacolégicas o autor supde que no futuro

as DCV sejam erradicadas.

1.2 FATORES DE RISCO PARA DOENCAS CARDIOVASCULARES

Dados de alguns importantes estudos como Framingham, MRFIT e
PROCAM mostram o indiscutivel papel das dislipidemias, ou seja, LDL-c elevado,
HDL-c diminuidos, HAS, tabagismo, idade e DM como fatores de risco

independentes para aterosclerose e doencgas arteriais coronarianas (DAC).
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Dentre os fatores de risco predisponentes, os quais potencializam os
fatores independentes, pode-se citar historia familiar precoce de DAC, obesidade,
sedentarismo, etnia, etc.

O controle de alguns dos fatores de risco independentes reduz de forma
importante a morbimortalidade secundaria a aterosclerose. O controle da HAS
diminui a ocorréncia do AVC em torno de 42% e da DAC em 15%; a reduc¢ao do
LDL-c em cerca de 30% diminui o risco de infarto em 33%, do AVC em cerca de
29% e da mortalidade cardiovascular em 28%'°.

O estudo Framingham'® mostrou que a hipertenséo arterial, o tabagismo e
os elevados niveis de colesterol sdo os principais fatores que podem ser
prevenidos em relacdo a doenca cardiovascular.

Fatores de risco emergentes como polimorfismos genéticos e a sua
interacdo com estilo de vida tém sido amplamente pesquisados. Neste ambito
pode-se citar investigagdes no polimorfismo do gene da apolipoproteina E (APOE)
e no gene interleucina 6 (IL6), os quais se constituem em fatores de risco

17,18

cardiovascular'”'°, entre varios outros genes como o LEPR. O gene LEPR vem

sendo investigado como possivel candidato a sindrome metabdlica e, deste

modo, relacionado a DCV.'®%°

1.2.1 OBESIDADE

A obesidade é uma doenga crénica e € considerada uma epidemia global

pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), sendo um importante problema de

21,22

saude publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento® =, apresentando

etiologia multifatorial. Esta associada ao aumento da morbi-mortalidade, pois o
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excesso de gordura aumenta risco de HAS, doenca cardiaca, diabetes tipo Il e
alguns tipos de cancer'#23%4,

No mundo, o numero estimado de pessoas obesas encontra-se acima de
300 milhdes®. Nos estados Unidos, a prevaléncia de obesidade em mulheres é
de 33,4% e em homens, 27,5%. No Brasil, segundo inquérito nacional de 1997, a
prevaléncia de obesidade estd em torno de 12,4% para mulheres e 7,0% para
homens. Quando se inclui a varidvel de sobrepeso, estes valores elevam-se para
38,5% nos homens e 39% nas mulheres®.

A obesidade é definida como acumulo excessivo de gordura corporal
ocasionada por um aporte calérico demasiado e cronico de substratos
combustiveis em relacdo ao gasto energético (metabolismo basal, efeito
termogénico e atividade fisica)®’.

A OMS indica a antropometria como método mais indicado para identificar
pessoas obesas devido ao baixo custo, a ndo-invasdo e a aplicacdo universal. A
combinacao de duas ou mais medidas antropométricas (peso, altura, sexo, idade)
geram os indices antropométricos.

Atualmente o indice mais utilizado para identificar a obesidade € o indice
de massa corporal (IMC), calculado pela formula peso (kg) dividido pelo quadrado
da altura (m). Segundo a OMS, é considerado obeso o individuo que apresenta
IMC maior ou igual a 30Kg/m® e com sobrepeso o individuo que apresenta IMC
entre 25Kg/m?® e 30Kg/m?.

Estudos mostram a contribuicdo da obesidade na hipertensdo por

resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, aumento da atividade adrenérgica e

concentragcbes de aldosterona, retencdo de sodio e agua e aumento da
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sobrecarga cardiaca, alteracdes na funcao endotelial, moléculas como a leptina e
fatores genéticos®.

A prevaléncia de obesidade em idosos tem sido descrita em varios
estudos. Um estudo de Tavares e Anjo, em que foram analisados dados de todas
as regides do Brasil, registrou prevaléncia geral de 5,2% e 18,2% entre homens e
mulheres, respectivamente. Quando analisados apenas os idosos da regiao Sul,
9,2% dos homens e 23,3% das mulheres apresentaram obesidade, o que
coincidiu com os dados do estudo de Cabrera e Jacob Filho®.

Ha evidéncias de que a genética contribui de forma substancial para a
regulacao do peso corporal e, conseqlentemente, para o desenvolvimento da
obesidade. Estudos sugerem que a heranca da obesidade é de 50-90%.

O aumento mundial da prevaléncia de obesidade é atribuido,
principalmente, as alteragbes no estilo de vida, que incidem sobre as
predisposicoes genéticas para a obesidade.

Acredita-se que evolutivamente os individuos com maiores reservas, ou
seja, com mais tecido adiposo podem ter sobrevivido em maior propor¢ao durante
as épocas de falta de alimentos, ocasionando a maior ocorréncia de genes
"poupadores” que, nas ultimas décadas, atrelados ao sedentarismo e ao maior
consumo calérico, encontram-se mais prevalentes na populagcédo, ocasionando,
deste modo, a obesidade®.

Um potencial mecanismo de desenvolvimento da obesidade é a resisténcia
a leptina, um horménio envolvido na regulacao do peso corporal que age através
do receptor de leptina. Estudos de polimorfismos no gene do receptor de leptina
sugerem a associacdo destes polimorfismos a composicdo corporal e a

distribuicdo da gordura no organismo®'.
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1.2.2 DISLIPIDEMIAS

Dislipidemias sado alteracbes no metabolismo das lipoproteinas
plasmaticas, levando a defeitos no transporte dos lipideos, sobretudo colesterol e
triglicerideos. O termo engloba os casos de hiper e hipocolesterolemia, hiper ou
hipotrigliceridemia ou ambos. Também inclui as condicées nas quais ndo se pode
evidenciar aumento ou diminuicdo nos lipideos, mas sim alteracbes nas
proporcdes relativas entre uma lipoproteina plasmatica e outra. Pode ser

classificada como:

e hipercolesterolemia isolada: elevagao isolada do colesterol total;
¢ hipertriglicerimia isolada: elevacao isolada do triglicerideo;
e hiperlipidemia mista: valores aumentados do colesterol total e dos

triglicerideos.

As dislipidemias podem ser qualificadas através da classificacao
laboratorial e/ou etiolégica (origem genética, outras doengas ou medicamentosa).
A Tabela 1 mostra os valores de referéncia para o diagnéstico de

dislipidemias, segundo exames laboratoriais.
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Tabela 1 — Valores de referéncia para o diagnostico de dislipidemias em

adultos >20 anos

Colesterol Total
HDL colesterol
LDL colesterol

Triglicerideos

>200mg/dL
< 60mg/dL
>100mg/dL

>150mg/dL

*Valores segundo consenso do Il Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de
Prevencao da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira

de Cardiologia®.

A classificacdo etioldgica das dislipidemias as divide em dois grupos:

e dislipidemias  primarias,

hipercolesterolemia  familiar,

possuem

dislipidemia

origem

familiar

genética:

combinada,

hipercolesterolemia poligénica, hipertriglicemia familiar e sindrome da

quilornicronemia;

e dislipidemias secundérias, causadas por outras doencas ou pelo uso

de medicamentos: hipertiroidismo, DM, sindrome nefrética, obesidade,

alcoolismo, uso de altas doses de diuréticos, entre outros®.

As dislipidemias, principalmente, as alteragbes nos niveis de colesterol,

possuem associacao com as DCV. Niveis baixos de HDL-c e elevados niveis de

triglicerideos estdo claramente associados a essas doencas®*®. Estima-se que,

no mundo, os elevados niveis de colesterol sdo responsaveis por causar 56% das

DIC e 18% dos infartos, ocasionando 4,4 milhdes de mortes anuais’.

O estudo Framinghan'® foi o primeiro a observar a correlagéo inversa entre

HDL-c e risco coronario. O aumento do HDL-c em 1mg/dL aumentou 1% no risco
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de doencga congénita do coracdo. Também mostrou que houve aumento em duas
vezes de risco de DAC em pacientes com niveis de TG na faixa de 250-400mg/dL
quando comparados com pacientes na faixa de 50-100mg/dL.

No PROCAM (Munster Heart study)*®** TG moderadamente elevados
foram associados como risco para DAC, independente dos niveis LDL-c e HDL-c.

Existem varios aspectos de protecdo cardiaca associados com HDL-c
incluindo transporte reverso de colesterol e efeitos antioxidantes que previnem a
modificacéo da particula de LDL-c com implicagdes antiinflamatérias®.

Sabe-se que os niveis de lipideos séricos tém etiologia multifatorial, sendo
determinados por varios fatores ambientais e genéticos. Estudos buscando
componentes genéticos dessas caracteristicas tém enfocado os polimorfismos
genéticos em genes que codificam proteinas estruturais e enzimas relacionadas
ao metabolismo lipidico, como o polimorfismo do gene da apolipoproteina E
(APOE), onde o alelo E4 parece estar associado com niveis elevados de CT e
LDL-c**° e o polimorfismo no gene apoA5 que evidencia a associacdo entre o
polimorfismo 1131T/C com TG elevados em diferentes populagdes*'*.

Estudos recentes mostram a influéncia dos fatores de risco classicos para
a dislipidemia, tais como obesidade e sedentarismo na acdo dos polimorfismos.
Deste modo, a associagdo entre dislipidemias com alguns polimorfismos
genéticos de genes associados a obesidade vem sendo pesquisada. Entre eles, o

gene da leptina que mostra associacdo com diferentes IMC*>*.
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1.2.3 HIPERTENSAOQO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é um importante fator de risco
cardiovascular e é caracterizada por niveis tensionais elevados, associados a
alteracbes metabdlicas e a fenémenos troficos (hipertrofia cardiaca e vascular).

E uma das causas mais importantes de morbimortalidade prematura em
idosos, ja que tem alta prevaléncia e se constitui em fator de risco importante para
complicagdes cardiovasculares e explica 40% das mortes por acidente vascular
encefalico e 25% daquelas por DAC.

Apresenta alto custo médico-social pelas complicacdes como doenca
cérebro vascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, entre
outras'.

A HAS tem sido considerada, entre outros, fator de risco a sindrome
metabdlica que resulta provavelmente da interacdo do meio ambiente e
predisposicdo genética dos individuos. Assim, a histéria de hipertensédo arterial
parece ter papel importante no desenvolvimento dessa sindrome**°.

A prevaléncia da HAS na populacdo urbana adulta brasileira, segundo
estudos selecionados, varia de 22,3% a 43,9%. Estima-se que no Brasil 65% dos
idosos sdo hipertensos'’.

A HAS no idoso € importante, pois atua acelerando as alteracdes préprias
do envelhecimento. Evidéncias epidemiolégicas demonstraram que 0 risco
cardiovascular no idoso hipertenso é maior que no normotenso de mesma idade’.

Atualmente, segundo a OMS*, o idoso é considerado hipertenso quando

apresenta pressdo arterial sistolica (PAS) maior que 160 mmHg e ou pressao
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arterial diastdlica (PAD) maior que 90mm/mmHg °. O Recente estudo
Framingham mostrou que o limite para a hipertenséo sistolica isolada é definido
como pressdo sistdlica isolada de 140 a 159mmHg e a diastdlica, acima de
90mmHg.

A Tabela 2 descreve os critérios diagnésticos da hipertensdo arterial,
segundo a IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial . Valores de PAD e
PAS, respectivamente: 85-89mmHg e 130-139mmHg indicam pressédo arterial
limitrofe; 90-99mmHg e 140-159mmHg indicam hipertensédo arterial leve; 100-
109mmHg e 160-179mmHg indicam hipertensao arterial moderada; igual ou maior
que 180mmHg e maior ou igual a 180mmHg indicam hipertensao arterial grave;

menor que 90mmHg e maior ou igual a 140mmHg indicam hipertensao sistdlica

isolada.

Tabela 2 - Classificacao da pressao arterial

PAD PAS Classificacao
(mmHg) (mmHg)

<80 <120 Otima

<85 <130 Normal

85-89 130-139 Limitrofe

90-99 140-159 Hipertensao leve (estagio 1)
100-109 160-179 Hipertensdo moderada (estagio 2)

=110 > 180 Hipertensao grave (estagio 2)

<90 > 140 Hipertenséo sistdlica isolada

Critério diagnéstico e classificacdo segundo IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial,
11
2002,

Segundo artigo publicado em 1998, uma amostra de 206 individuos da

populacado urbana de Passo Fundo apresentou prevaléncia de HAS de 21,9%, o
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que foi semelhante aos achados de prevaléncia de HAS no estado do Rio Grande
do Sul por Achutti e Medeiros (17,4%) e por Fucks et al. (19,5%)*".

Além dos fatores de risco classicos para hipertensao arterial como género,
idade, historia familiar, dislipidemias, DM, obesidade, sedentarismo e tabagismo
existem fatores de risco emergentes.

Como fatores emergentes, os polimorfismos genéticos tém sido estudados
como candidatos a suscetibilidade a DCV. Recentes estudos sugerem que
variagbes genéticas e ambientais podem influenciar na determinacdo dos niveis
de pressdo arterial do individuo'®*®. Entre alguns polimorfismos estudados esta o
do gene receptor de leptina (LEPR), o qual acredita-se estar associado a pressao

arterial.

1.3 LEPTINA

A leptina é um horménio secretado pelo tecido adiposo que regula, em
conjunto com a insulina, a homeostase energética através do mecanismo central
e periférico e é secretada em proporgdo & massa adiposa .

Possui 167 aminodcidos cuja sintese ocorre principalmente no tecido
adiposo e em menor quantidade no estdbmago e placenta. Os seus receptores
estdo presentes no hipotdlamo, mas também nos tecidos reguladores da
homeostase da glicose, incluindo musculos esqueléticos, pulméo, péncreas e
tecido adiposo *°.

O horménio foi descoberto, em 1994, por Friedman e colaboradores. Desde
entdo, numerosos estudos vém sendo realizados para elucidar o papel do

hormdnio na regulagédo do peso corporal e no balango energético.
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Sua concentracao é alterada de acordo com a idade, género, ingestao
calérica e IMC do individuo. Em mulheres, o horménio pode ter concentracoes
séricas duas a trés vezes maiores que em homens para um mesmo IMC, devido a
maior porcentagem de gordura subcuténea e ao papel dos estrogénios que, por
sua vez, aumentam a producéo *°.

A leptina atua nos receptores expressos no hipotalamo para promover a
sensacao de saciedade e regular o balanco energético. Estudos sugerem que o
horménio atua no sistema nervoso central através de mediadores como o
neuropeptideo Y (NPY), o peptidio agouti (AgRP), entre outros. Entre outras
acbes, a leptina ativa receptores hipotalamicos, inibindo a secrecdao de NPY,
reduzindo, assim, o apetite e aumentando a termogénese pela ativagdo do

24,51,54,61

sistema nervoso simpatico ,COmMo se pode observar na Figura 1.

%‘5 Adipécitos
LEPTINA

l Agao da leptina no Hipotalamo

Neurdonios NPY

Diminui expressio do NPY

!

Diminui liberagdo de NPY ==p N {=o]0lef Nl BN gy py ]

Aumenta Termogénese

Figura 1- Via de sinalizacao da leptina e acdes sobre o apetite e o gasto
energeético.
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Este hormdnio informa ao hipotalamo o tamanho das reservas de gordura,
sendo que sua elevagao leva a reducao da ingestdo alimentar e ao aumento do
gasto energético *°.

Em obesos, a concentracdo sanguinea de leptina é bastante elevada,
demonstrando a possivel resisténcia destes individuos ao horménio e explicando,
assim, o mecanismo de desenvolvimento da obesidade 2.

Recentemente, um estudo demonstrou que os niveis séricos de leptina
decrescem em altitudes elevadas e essa associacdo pode explicar a baixa
mortalidade cardiovascular em locais de alta altitude 2.

A acao fisiologica da leptina ocorre através do receptor de leptina, o qual é
encontrado em varios tecidos, incluindo hipotadlamo, placenta, pancreas, pulmao,
coragao, figado, glandula adrenal e células hematopoiéticas °*.

Diversos fatores organicos e ambientais podem agir sobre o nivel de
leptina. Em relacao a este nivel, o jejum e as baixas temperaturas o diminuem, a
insulina e a superalimentacdo o aumentam. A Tabela 3 mostra os principais

fatores e a correlacdo com os niveis de leptina °.
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Tabela 3 - Influéncia dos fatores organicos e ambientais nos niveis de

leptina

Situacoes Niveis de Leptina
Perda de peso Diminuidos
Jejum Diminuidos
Ganho de peso Aumentados
Super alimentacao Aumentados
Insulina Aumentados
Glicocorticoides Aumentados
Infecgbes agudas Aumentados
Baixas temperaturas Diminuidos
Fumo Diminuidos
Hormonios tireoidianos Diminuidos

Adaptado de Van Rossum et al %

1.4 GENE RECEPTOR DA LEPTINA E O POLIMORFISMO GiIn223Arg

O gene do receptor da leptina (LEPR) esta localizado no brago longo do
cromossomo 1 (1p31) e é considerado um gene predisponente da obesidade, ja
que regula a composicdo corporal *'°®. Foram descritos trés polimorfismos neste
gene: Lys109Arg no éxon 4, GIn223Arg no éxon 6 e Lys656Asn no éxon 14 °7 %8

nos quais houve troca de nucleotideos, adenina por guanina, adenina por guanina

e guanina por citosina respectivamente (Figura 2).
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Lys 109 Arg Gin 223 Arg Lys 846 Asn
Exonic variants  A—G A6 AG 6 ASG G2A
519 831 1222 2181 M7 R0

B B B E R B N EE ) RN

Figura 2 — Os trés polimorfismos descritos no gene LEPR; Lys109Arg,
GIn223Arg, Lys656Asn e suas respectivas trocas de
nuscéleotl'deos; A por G, A por G e G por C.Adaptado de Chung et
al.

O polimorfismo GIn223Arg consiste em uma troca de um unico nucleotideo
(single nucleotide polymorphism - SNP), ou seja, polimorfismo de um unico
nucleotideo que substitui uma adenina por uma guanina, ocasionando a troca de
um aminoacido glutamina (GIn) por um aminodacido arginina (Arg) no cédon 223

6 “*¥. E considerado polimorfismo, porque a mutagdo ocorre com

do éxon
freqUéncia acima de 1% na populagéao.

Muitos estudos vém sendo conduzidos a fim de aprofundar os
conhecimentos sobre as consequiéncias que este e outros polimorfismos podem
ocasionar, bem como as interagdes dos polimorfismos com fatores externos como
estilo de vida, por exemplo.

Os estudos investigam a relagéo do polimorfismo com a regulagéo do peso

# 0 nivel de leptina

corporal, a obesidade, a distribuicdo da massa gorda
Srg.ic] . . . 60 A 54 55
sérica’™, o risco de diabetes mellitus °*, o cancer de mama °* e o ganho de peso™,
entre outros.
Acredita-se que mutacdées no gene do receptor podem modificar sua

funcéo e afetar os niveis séricos de leptina na populagdo em geral *°.
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Estudo feito por Rosmond et al.’” verificou que individuos com o genétipo
AA tinham, quando comparados com os individuos de genétipo GG, HDL-c mais
elevado, menor nivel de triglicerideos e menor pressdo sanguinea sistélica e
diastdlica.

Wauters et al.®®, no Québec Family Study ®', observaram que este
polimorfismo foi o de maior influéncia na massa gorda e no IMC, entre outros
parametros.

Estudo com doze casais de gémeos, conduzido por Ukkola et al.*®, concluiu
que os individuos com genétipo GG eram mais susceptiveis a anormalidades
metabdlicas quando expostos por um longo periodo em balanco energético
positivo.

Foram feitos poucos estudos deste polimorfismo relacionando-o a doencas
cardiovasculares e hipertensao arterial, fazendo-se necessaria a investigacao
desta possivel associacao a fim de compreender os mecanismos relacionados ao
hormdnio da leptina, seu gene receptor e a interagdo destes com fatores de risco

cardiovascular.

1.5 HIPOTESE GERAL

O gendtipo AA do polimorfismo LEPR GIn223Arg € mais freqlente nos
individuos com IMC elevados, HAS e dislipidemias em idosos participantes do

Projeto Passo Fundo-RS.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar associacao entre polimorfismo do gene do receptor da leptina
(LEPR GIn223Arg) com fatores de risco cardiovascular como indice de massa
corporal (IMC), colesterol total e suas fracées e hipertensdo arterial sistémica

(HAS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em uma amostra de idosos (idade igual ou superior a 60 anos), de ambos
0s sexos, de um grupo de convivéncia em Passo Fundos (RS) e socialmente
ativos:

1. descrever a freqiéncia génica e genotipica do polimorfismo LEPR

GIn223Arg;

2. analisar a associacao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e IMC;

3. analisar a associagao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e colesterol
total e suas fracoes;

4. analisar a associagao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e hipertensédo

arterial sistémica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO GERAL

O estudo proposto foi observacional, descritivo-analitico e transversal.

3.2 POPULAGAO E AMOSTRA

Foi utilizada uma amostra constituida por individuos participantes do
Projeto Passo Fundo-RS (Divisdo de Apoio ao Idoso - DATI) ®, os quais tiveram
seus dados e medidas coletadas quando da execucdo da pesquisa, através da

utilizacdo de Questionario Idosos Passo Fundo 2%2003 (Anexo A).

O célculo do tamanho da amostra foi estabelecido usando a=0,05 e = 0,2
(poder estatistico de 80%). Consideraram-se diferencas entre os grupos do
polimorfismo LEPR GIn223Arg para uma variavel categorica partindo de, pelo

menos, 20% (20vs40) e, entdo, foi calculado um n de 100 individuos por grupo®.

Como ha trés gendtipos possiveis para o polimorfismo LEPR GIn223Arg

(AA, AG, GG), se deveria ter um n previsto de 300 individuos.
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3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Como critério de inclusdo se considerou todos os individuos cadastrados
e participantes regulares do DATI (Passo Fundo), que possuiam os dados das
variaveis investigadas e que tinham amostra de sangue coletados para

extracao de DNA.

Como critério de exclusao se considerou os individuos que se recusaram a

participar do estudo.

3.4 ANALISE DAS VARIAVEIS ANTROPOMETRICAS E FISIOLOGICAS

Foi realizado exame fisico e o peso, a altura e a pressao arterial foram

quantificados.

Para definir o IMC foi utilizado o indice de Quetelet (IMC= peso / altura ?).
Valores até 25Kg/m® foram considerados normais; entre 25 e 30Kg/m?

sobrepeso; acima de 30Kg/m?, obesidade, conforme recomendacéo da OMS .

A medida da presséao arterial seguiu as orientacées e recomendacdes do 1V
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial ''. Foram realizadas duas medidas
com intervalo de dez minutos, com o paciente em repouso e na posi¢cao sentada.
Valores de pressdo arterial até 140/90mmHg foram considerados normais;
considerou-se hipertensos os individuos com pressdo arterial acima de

140/90mmHg, bem como os que estavam em uso de medicacao anti-hipertensiva.
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3.5 ANALISE LABORATORIAL

3.5.1 EXAMES BIOQUIMICOS

Para as andlises bioquimicas foram coletadas amostras de sangue venoso,
em tubos sem anticoagulante para quantificagdo do perfil lipidico (CT, HDL-c,
LDL-c e TG),estando os voluntarios em jejum de, no minimo, 12 horas.Para
determinagdo do CT, HDL-c e TG foram utilizadas técnicas enzimaticas
colorimétricas e o LDL-c foi obtido através da formula de Friedewald (LDL= CT —

HDL — (TG/5).

3.5.2 EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM

O DNA nuclear foi obtido a partir de leucdcitos sedimentados por
centrifugacéo do sangue total. O DNA nuclear dos leucécitos foi extraido através
do kit de extracado e purificacdo de DNA, GFX Genomic Blood DNA Purification
(Amersham Bioscience, USA) e armazenado a —20°C para posterior genotipagem.

Para a genotipagem, o DNA extraido foi amplificado pela técnica da reacao
em cadeia da polimerase (PCR), usando-se oligonucleotideos iniciadores
especificos, desenhados pela autora, com base na seqiéncia do banco de dados
(GeneBank no. U59251).

A mistura de reacdo foi constituida por 30pmol dos oligonucleotideos
iniciadores (Direto: 5-ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAG-3' e Reverso: 5'-

CAATATTTATGGGCTGAACTGACATT-3'), 0,5 ul do DNA, 100 uM de dNTPs, 1,5
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U de Tag DNA polimerase, 20pmol de cada primer e concentragdo de MgCl, de
2,0 mM.

A mistura foi submetida aos seguintes ciclos: um ciclo inicial de 95°C por 3
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por um minuto, 60°C por um minuto, 72°C
por um minuto e um ciclo final de 72°C por 10 minutos.

O produto amplificado contendo 330 pb foi visualizado através de
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. Apds este
procedimento, o produto (10uL) da PCR foi clivado com a enzima de restricao
Msp | (Promega) utilizando-se 1 unidade a 37°C por 6h. O produto da clivagem foi
visualizado através de eletroforese em gel de agarose 3,5% corado com brometo

de etidio (Figura 3).

Figura 3 - Esquema da visualizacao em gel de agarose 3,5%
corado com brometo de etidio, dos fragmentos do
LEPR GIn223Arg digeridos pela endonuclease de
restricaio Mspl, gerando os trés genétipos
possiveis.

330pb
293pb
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padrao,
enquanto que os dados categéricos, por contagens e percentuais. As
comparacoes quantitativas foram realizadas com andlise de variancia seguida de
teste de Tukey e as categdricas, por qui-quadrado. Para avaliar a associacao dos
gendtipos como a presencga de hipertensao, foi utilizado um modelo de regressao
logistica multipla ajustado para género, idade e massa corporal. Os dados foram

analisados com o programa SPSS versao 12.0.

3.7 ETICA

O estudo foi realizado apds a apreciacdo e aprovacdo da Comissao
Cientifica da Faculdade de Medicina do Hospital Sdo Lucas da PUCRS e do
Comité de Etica em Pesquisa na Area de Salde da PUCRS, oficio n° 496/05-
CEP, e seguiu as recomendacdes da resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude (Anexo B).

Os individuos participantes do estudo assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo C).
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4 RESULTADOS

Um total de 260 idosos (= 60 anos) foi incluido no estudo. Destes, 84,6%
eram do género feminino (n= 220) e 15,4% eram do género masculino(n= 40). A
idade média da amostra foi de 69,3+ 6 anos, sendo a idade minima de 60 anos e

a maxima de 89 anos.

4.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO POLIMORFISMO LEPR

GIn223Arg

As freqUéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo GIn223Arg sao
apresentadas respectivamente nas Tabelas 4 e 5. A freqiéncia do alelo G foi a
mais freqlente na amostra investigada. Dos 260 individuos estudados, 85(32,7%)
apresentaram gendétipo GG, 154 (59,2%) o gendtipo GA e 21 (8,1%) o0 gendtipo
AA.

Tabela 4 - Freqiiéncias alélicas do polimorfismo LEPR GIn223Arg

Alelos Freqiéncia
G 0,624
A

0,376




Tabela 5 - Freqliéncias genotipicas do polimorfismo LEPR GIn223Arg

Genotipo ne %
GG 85 32,7
GA 154 59,2
AA 21 8,1
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A comparacao entre as freqiéncias genotipicas observadas e esperadas

apresentou diferenca estatisticamente significativa (P <0,001), ndo estando assim

em equilibrio de Hardy-Weimberg.

As seguintes freqUéncias genotipicas eram esperadas: GG (39%), GA

(47%) e AA (14%). Porém, foram encontradas: GG (32,7%), GA (59,2%) e AA

(8,1%). Estes dados podem ser observados na Figura 4.

59,2

47 O Freq Observada
39 O Freq Esperada

32,7

14
8,1

«

GG GA AA

Figura 4 — Freqliéncias Genotipicas observadas e esperadas do
polimorfismo GIn223Arg do LEPR
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Na tabela 6 esta descrita a comparacao das médias das variaveis: idade,
género, IMC, perfil lipidico (CT, HDL-c, LDL-c, TG) com os trés gendtipos do
polimorfismo LEPR GIn223Arg. N&o foi encontrada associacao entre as variaveis

investigadas e os gendtipos.

Tabela 6 — Comparacao de variaveis demograficas, lipidios e pressao arterial
entre os grupos definidos pelos genétipos do polimorfismo
LEPR GIn223Arg

GG GA AA

Variaveis n=85 n=154 n=21 P
Idade, anos 69,116,6 69,616,1 68,516,0 0,75
Género feminino n (%) 74 (87,1) 128 (83,1) 18 (85,7) 0,71
Género Masculinon (%) 11(12,9) 25(16,9) 3(14,3) 0,71
IMC, kg/m? 28,6+4,1 28,3+4,5 279+48 0,75
CT, mg/dL 210,2+33,4 210,7+37,7 214,4+31,7 0,88
HDL-C, mg/dL 55,6+7,4 55,1+8,50 58,0+7,7 0,29
LDL-C, mg/dL 127,9134,2 128,9+34,0 131,3+40,4 0,92
TG, mg/dL 118,7£56,0 117,0+53,2 110,0£22,0 0,79
PAS, mmHg 135,5+21,2 139,3+24,3 145,0£30,9 0,22
PAD, mmHg 78,2+13,0 79,8147 80,9+13,0 0,61
HAS, n? (%) 50 (58,8) 77 (50,0) 14 (66,7) 0,17

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo ou contagem (porcentagem).
IMC: indice de massa corporal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos; PAS: pressao arterial
sistémica; PAD: pressao arterial diastolica; HAS: hipertensdo arterial sistémica; P:
significancia estatistica.Variaveis categoricas foram comparads por qui-quadrado. Variaveis

continuas por ANOVA one-way seguida do teste post hoc de Tukey
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4.2 ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO LEPR GIn223Arg e IMC

O IMC foi estratificado em trés grupos: =230; 25< e 229,9 e < 25 que
correspondem respectivamente a individuos com valores dentro do esperado,
individuos com sobrepeso e individuos obesos e comparados com os genétipos

como descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Distribuicao do indice de massa corporal (IMC) entre os trés

genotipos
GG GA AA
IMC, kg/m®>  n® % ne % ne %
<25 14 165 31 20,3 4 19,0
25-29,9 38 447 75 49,0 11 52,4
> 30 33 388 47 30,7 6 286

Os dados sao apresentados como contagem (percentual) P= 0,74

Encontrou-se na populacdo estudada 18,9% (n=49) de individuos
considerados normais; 47,9% (n=124) de individuos com sobrepeso e 33,2%
(n=86) de individuos obesos.

Em relagdo ao polimorfismo n&do foi encontrada associacao deste com IMC.

4.3 ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO LEPR GIn223Arg e HAS

A prevaléncia de HAS foi comparada em relacdo aos alelos. Nesta

comparacao individuos GG nao apresentavam diferenca significativas em relacéao
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aos GA e AA. (RC (razdo de chance)=0,5, IC(intervalo de confianca)= 0,46-1,35,
P=0,21). Resultado similar foi observado quando individuos AA foram

comparados em relacao aos GG e GA. (RC=0,79 IC=0,21-1,41, P=0,39).

Tabela 8 - Relacao entre os alelos A e G e a presenca de hipertensao arterial
sistémica (HAS)

Alelo OR* IC 95% P
G 0,54 0,21 a 1,41 0,21
A 0,79 0,46 a 1,35 0,39

*odds ratio obtido em modelo de regressao logistica ajustado
para indice de massa corporal, género € idade.

Uma vez que em analises estatisticas complementares foi observada
associacao entre HAS e género, foi realizada uma analise verificando a possivel
interveniencia desta varidvel na associacao entre HAS e o polimorfismo estudado.
A analise nao foi significativa e, portanto foi descartada a influencia do género nos

resultados obtidos.
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5 DISCUSSAO

O conjunto de resultados obtidos para as variaveis investigadas nao mostrou
associacdao com o polimorfismo LEPR GIn223Arg.Tal resultado necessita ser
discutido sob a luz de diversas abordagens, o que sera feito a seguir.

Nesses ultimos anos, tem sido observado aumento na expectativa de vida da
populacdo em todo mundo, gerando o envelhecimento populacional. Com a
transicao epidemioldgica observou-se o aumento da prevaléncia das DCD.

Sabendo-se que as DCD tém influéncia genético-ambiental, muitos estudos
tém sido realizados a fim de identificar quais genes estdo relacionados ao
processo de envelhecimento e, principalmente, qual é a influéncia da genética nas
DCV e seus fatores de risco.

Recentes pesquisas investigaram a associacdo da leptina com IMC e
hipertensdo arterial e o polimorfismo GIn223Arg no receptor da mesma. Em
pessoas obesas foi encontrado alto nivel sérico de leptina, o que sugere uma
resisténcia a leptina, em que varios mecanismos contribuem para a diminuicao do
sinal do receptor, 0 que pode ser explicado por mutagdes ou polimorfismos no
receptor.®

Como foi anteriormente comentado, no presente estudo, ao ser analisada
a associagao do polimorfismo LEPR GIn223Arg com IMC, nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos de gendétipos. Este achado esta de acordo

com os resultados de alguns autores e contra outros. Chagnon et al.®’

, que
estudaram esta possivel associacdo deste e de outros dois polimorfismos no

LEPR, também néo encontraram diferengas significativas em nenhum dos trés
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polimorfismos. Wauters et al.®*

estudaram o polimorfismo em mulheres obesas e
ndo encontraram associagdo com IMC ou niveis de leptina. Em 1997, Thompson
et al.®® foram os primeiros a descrever a associacdo entre o polimorfismo e o IMC.
Quinton et al.>®, estudando mulheres pds menopausicas caucasianas,
encontraram associacao entre o alelo A com elevado IMC quando comparado
com o alelo G.

Esta ndo associacéo pode estar ocorrendo como conseqiéncia de mais de

uma causa. Entre estas, trés merecem ser destacadas.

Populacdo geneticamente heterogenia

A populagdo nao seria geneticamente homogénea e este fato estaria
interferindo nos resultados. A populagéo brasileira como é sabido tem sua origem
a partir de trés raizes étnicas bem definidas; européia, amerindia e africana. Esta
mescla associada ao fato de que as freqléncias do polimorfismo genéticos
também variam dentro das populacées que formam o conjunto de cada uma
destas raizes (por exemplo, na européia, entre italianos, alemas, espanhdis,
ingleses, etc.) fortalece a possibilidade de que um grupo de individuos que tenha
contribuicdo genética muito diferenciada sejam analisados como uma unica
populacao.

Estudos mostram que variagbes alélicas no LEPR sdo caracterizadas
significativamente pelo componente étnico, assim as freqiéncias alélicas em cada

populacdo vem se mostrando diferentes® como se pode observar na Tabela 9.
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Tabela 9 - Variacao da freqiiéncia alélica do polimorfismo LPR GIn223Arg
em diferentes populacées e grupos étnicos

Alelo Presente Wauters® Quebeck® Japonés® Pima®* Heritage® Heritage®

Estudo (Negros) (Caucasianos)
G 0,62 0,52 0,55 0,15 0,25 0,49 0,54
A 0,38 0,48 0,45 0,85 0,75 0,51 0,46

Adaptado de Chagnon et al..

As freqUéncias alélicas encontradas no presente estudo (G(0,62) e A
(0,38)), quando comparadas com o estudo de Wauters et al.*' (G (0,52) e A
(0,48), que observou caucasianos belgas, parecem ser bem semelhantes, assim
como assemelha-se as frequéncias observadas em caucasianos do estudo
Heritage ® (G (0,54) e A (0,46) e com o estudo Quebeck ' (G(0,55) e A (0,45)).
Quando comparadas com negros (G (0,49) e A (0,51)) do estudo Heritage nao
parecem ser semelhantes.

Quando se comparou com a freqiiéncia dos Japoneses ®’ (G (0,15) e A
(0,85)) e Pima ® (G (0,25) e A (0,75)) as freqliéncias alélicas diferem muito.
Provavelmente, isto ocorre devido a grande diferenca étnica entre estas
populacdes, em que o predominio de individuos de origem japonesa e de origem
indiana, quando comparados com os individuos miscigenados deste estudo,
evidencie as frequéncias alélicas muito diferentes.

Este fato para individuos caucasianos € mais contundente no RS, uma vez

que neste estado sua populacdo foi originaria de levas migratérias européias,



49

iniciando pela chegada dos espanhois, portugueses e seguida por alemaes e
italianos.

No presente estudo, inicialmente sé foi identificado um desvio nas
freqUéncias genéticas esperadas.

Esta condicdo corrobora a idéia de que, no momento em que foi
selecionada a amostra investigada, apesar de serem provenientes da mesma
regido geografica existiria predominancia de algum grupo étnico.

Por esse motivo, o estudo de Stobbe et al. que desenvolveu uma
investigagdo populacional em Passo Fundo foi consultado. Quando comparou-se
a frequéncia de origem étnica auto-relatada entre os idosos de Passo Fundo com
idosos de Gravatai, investigados com protocolo similar, Stobbe et al. relataram
uma freqiéncia significativamente maior de individuos italianos.Este resultado
pode explicar os aqui descritos. Assim, sugere-se que, uma analise adicional
considerando a origem étnica deva ser conduzida. Entretanto para garantir que o
individuo seja realmente da etnia relatada é necessario uma investigacdo de
origem familiar na analise dos nomes dos pais e avés na certiddo de nascimento.
Por este motivo, tomou-se o cuidado de ndo realizar uma analise adicional

superficial, sob pena de se concluir resultados que ndo espelhem a realidade.

Plausabilidade Bioldgica

Os resultados obtidos também precisam ser discutidos a luz do papel do
receptor da leptina na modulacao fisiolégica corporal associada com a obesidade.
O horménio da leptina é controlado pelo hipotdlamo e, além de ocasionar

sensacao de saciedade quando € liberado, € responsavel pela termogénese.
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Niveis elevados do horménio estdo associados a resisténcia a insulina que é um
importante fator de risco para a sindrome metabdlica e ocasiona o aumento da
pressdo sanguinea. Cabe lembrar que a resisténcia a insulina é bastante comum
em idosos, onde os niveis séricos de leptina encontram-se elevados®’.

Suter et al.®® mostraram que pacientes hipertensos apresentavam elevados
niveis plasmaticos de leptina quando comparados com normotensos; mostraram
também a correlagdo dos niveis plasmaticos do horménio com pressao arterial
sistolica.

Investigacdo em adolescentes japoneses evidenciou a correlagdo entre os
niveis plasmaticos da leptina e as pressdes diastdlica e sistdlica’.

Koistinen et al.?® investigaram a modificacdo dos niveis plasmaticos de
leptina de acordo com a idade e n&o obtiveram diferenca entre os grupos etarios.

Estas variacbes levantaram questdes sobre a possivel ocorréncia de
variacao genética na producédo de leptina ou na estrutura do seu receptor.Por
isso, investigacoes no gene receptor da leptina comecaram a ser realizadas apo6s
os estudos correlacionando a leptina aos niveis de pressao arterial.

Rosmond et al.*

examinaram, em homens, os polimorfismos: Lys109Arg,
GIn223Arg e Lys656Asn do gene LEPR. Observaram que os homozigotos Lys109
(LL) e homozigotos Arg223 (AA) apresentavam baixos IMC, bem como baixas
PAS e PAD. Os homozigotos Arg223(AA) apresentavam menores pressoes que
os homozigotos GIn223 (GG), sugerindo, assim, a associacado da leptina com a

regulagédo da pressédo sanguinea, através do receptor da leptina e mostrando as

alteracdes que os polimorfismos podem causar.
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No presente estudo, como se pode observar na tabela 6 e 8, também néo
se notou associacdo entre o polimorfismo estudado e HAS, mesmo quando
ajustado para IMC, género e idade.

Mais estudos com relacdo a hipertensdo e o polimorfismo devem ser
realizados a fim de esclarecer melhor esta possivel associacao.

Chiu et al ® foram os primeiros a observar a associacdo entre o
polimorfismo LEPR GIn223Arg e a resisténcia a insulina. Constataram que a
presenga do alelo A é fator de risco para resisténcia a insulina e que individuos,
que possuiam este alelo apresentavam niveis elevados de CT e LDL-c, quando
comparados a individuos sem a presenca do alelo. Sendo, entdo, propensos a
sindrome metabdlica.

No presente estudo, tentou-se verificar a associacao dos lipideos com o
polimorfismo LEPR GIn223Arg, porém ndo se encontrou relagéo entre os lipidios
dosados (CT, HDL-c, LDL-c) e os gendtipos.

O conjunto destes resultados, incluindo a presente investigacao sugere que
apesar de biologicamente plausiveis que variagdes genéticas poderiam modular
diferencialmente os niveis ou mesmo a acdo da leptina, parece que esta
associacdo nao seria somente determinada pela genética podendo estar
ocorrendo interacdo gene-ambiente. Por este motivo investigacbes
complementares analisando o papel da nutricdo e atividade fisica na associagcéao
entre o polimorfismo da LEPR e obesidade e HAS, sdo muito necesséarias.Como
dito antes, este achado indica que a populacdo estudada ndo estd em equilibrio,
isto é, na amostra investigada pode estar havendo um viés de amostragem, talvez
pelo fato de que os sujeitos pesquisados fossem aqueles que tiveram acesso ao

local das entrevistas - andlises antropométricas e fisioldégicas e coleta de sangue
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do projeto Passo Fundo - e este fosse restrito aos idosos do grupo de
convivéncia. Este desequilibrio pode justificar a auséncia de associacdo entre o
polimorfismo LEPR GIn223Arg e as variaveis estudadas.

Pode ter ocorrido vieses de selegcdo, em que apenas os idosos mais
dispostos e com condicoes de chegar ao local da entrevista ou os mais
necessitados de avaliagdes clinicas, tenham sido cadastrados.

Por se tratar de uma pesquisa em um grupo de idosos (idade igual ou
superior a 60 anos), € possivel que os individuos com fatores de risco para a
sindrome metabdlica como HAS, obesidade, dislipidemias, DM ou mesmo a
sindrome ja tivessem vindo a Obito antes de chegar a esta idade, o que explicaria
a nao-associacao do polimorfismo LEPR GIn223Arg com as variaveis propostas
neste estudo.

Cabe aqui salientar que pouco se sabe da relagdo entre o polimorfismo
LEPR GIn223Arg com fatores de risco cardiovascular e sindrome metabdlica na
populacdo idosa. A grande parte dos estudos relacionados ao polimorfismo
pesquisou individuos jovens, tais como adolescentes e adultos.

Estudo de caso controle entre individuos com fatores de risco
cardiovascular ou sindrome metabdlica e individuos sem estes fatores de risco,
deve ser realizado a fim de elucidar a possivel associagcao ou nao do polimorfismo
a estes fatores.Para finalizar € importante que algumas limitagdes do estudo seja
elencadas como: a prépria questdo relacionada com a origem étnica; ser um
estudo caso-controle que impde limitacbes em relacdo a estudos longitudinais;
existirem outros polimorfismos no gene do receptor de leptina que poderiam
amenizar ou ampliar o efeito deste pollimorfismo no peso corporal. Entretanto,

apesar destas limitacdes, investigacdes sobre o papel dos genes em fatores de
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risco como obesidade e HAS sao relevantes jA& que estas morbidades estdo

relacionadas com morbi-mortalidade por doencgas cardiovasculares.
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CONCLUSOES

Um total de 260 idosos participantes de um grupo de convivéncia,
residentes em Passo Fundo (RS) foram pesquisados, sendo 84,6% do género
feminino e 15,4% do género masculino.

A freqUéncia do alelo G na populacao estudada foi de 0.624 e do alelo A foi
de 0,376.

A frequéncia dos gendtipos GG, GA e AA foi, respectivamente, 32,7%,
59,2% e 8,1%.

N&o foi encontrada associacao entre o polimorfismo do LEPR GIn223Arg e
o indice de massa corporal.

N&o foi encontrada associacao entre o polimorfismo do LEPR GIn223Arg e
CT, HDL-c e LDL-c.

N&o foi encontrada associacao entre o polimorfismo do LEPR GIn223Arg e

hipertensao arterial sistémica.
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3. Enderegn ) 4. Tel:
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| 2. Em peral, quantas refeigies voed B durne om din? fofi-2 JH 34 2 5 ow mais

| 3. S refesgdes sdo nelizadas em hordros REGULAREST  foF sim [1] méo
4. Cual(s) e quanto liguido voct ingere disriamente? [ dgma  f1] sweos
] 3l refrigeronte _  Jrermal [ jieedight fdfchimarde  [Slleie 6] Cutre
15, Ingere aljpuns detas bebidas com apicar?  fOf sim [1] nde

| Sesim, Qualis) ¢ Quanto agicar b o :
| . Ingere bebidafs) Alcodlicas? Crualis) ¢ quants por seming vocs ingere? ffnde bebo [ fforrvefa
'|. {2 wisque {3 vinha T4 cachage [} ouiras
| 7. {hmnte an tabagisnn  FOF nerea fuwmow FLT er-flmcite, & Quaring fampa perans
|27 = I cigarrosidis [AF HO-h) chparrazidie  f4f 20-30 cigorrosifio 5] 3140 cigavrosidia

{amal ¢ jartif  [2] chis

E S —




3.2~ INQUERITO ALIMENTAR {Recordatirio 24 L

Refeipies Alimente {(comida e liquidos)

Dhesjejum

Huriria

Calagdo

Hordrie

Hapriirin

Lanche

Horirie

Jantar

Hordrio

Ceia

Hordrio




0" caclastro

13.3-QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR
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MODULD 5 ATIVIDADE FISICA
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Anexo B

Aprovagao da Comissao Cientifica da Faculdade de Medicina do Hospital Sao Lucas

da PUCRS e do Comité de Etica em Pesquisa na Area de Sadde da PUCRS

--..-'%? POMTIFICIA CWIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRAMNDE DO S . |
1 5" PRO-REITORLA E PESOUISA B POS-SRADUALAD u

LORMITE DE ETICA EM PESDUISA - CERF .« PLICRS

Oficio n™ 406/05-CEF Porta Alegre. 15 go junho de 2005

Senhor(a) Pesquisadorna)

) Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou
2 aprovou sed protocold de pesquisa intitulado: "0 polimorfismo Glin2234rg
do gene do receptor da Lepting & a sua asscciagdo com fatores de risco

cardiovascular

Sus  investigacdo esta autonzada a partir da

presente data

Atenciosamente
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F'ﬂ}f."-lf.‘:'r.% Délio José Kipper
COORDENADOR DO CEP-PUCRS

Imoia) Sr{a)
Mest Adriana Franciosi Ritter dos Sanlos
MNilUniversidade



Anexo C

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMAGOES AD VOLUNTARIO

PROJETO PASSO FUNDO-RS

O projeto de pesquisa "Projeto Passo Funde-RS", tem como objetivo geral avaliar
o5 fatores de risco & doencas associadas 4 idade, stravés de andlises dlinicas e
bio-psico-sociais(exame  fisico,  perfil lipidico, glicemia, fatores genéticos e
entrevista), pois o aparecimenio de muitas doencas pode depender ndo somentes
dos genes, mas tembém do modo de vida que a pessea possui. Esia pesquisa
faz parte do Programa Génesis que realiza um estuds longitudinal no  qual,
dagqui para frenle, vocé serd voluntario(a).

As andlises serdo feitas no Laboratéro de Bioguimica e Genética Molecubar do
IGG-PUCRS. Todos os resultados abtidos na awvaliagdo clinica e bloguimica ficardo sob
a tutela e lotal responsabilidade dos pesquisadores deste laboratdric, podendo a
qualquer momento ser consultades efou) eliminados da pesguisa casc haja
desisténcia da sua paricipagio como voluntariofa). Vock lem s liberdade de
abandonar a pesquisa, sem que Islo leve a qualquer prejulzo posterior.

Os beneficios imediatos serdo muitos, j@ que os resultados desta avaliagdo
Senverm como uma revisGo médica gratuita além da aguisicio de conhecimenios
sobre envelhecimenlo bem  sucedido{prevencdo). No caso de deteccdn  de

qualquer alteracdo em sua sadde, nos ofa) encaminharemos para atendimento



medice apropriado, alravés dos drgSos de sadde ligados & Secrelaria Municipal
de Salde de Passo Fundo-RS.

Os pesquisadoras envolvidos no projeto garantem a vocé o direito  de
gualquer pergunta efou) esclarecimentos mais especlficos dos procedimentos
reglizados afou) Interprelacdo dos resullados oblidos nos exames.

Esta pesquisa sera de grande importncia para a populagio gadcha e brasileira
ja gque a cidade de Passe Fundo-RS apresenta um perfil semelhante a outras
ciades do RS, propiciando o estabelecimento de programas de sadde gque visem
melhcrar & qualidade de vida da populacio,

Apds ter recebido todas as informagtes relacionadas ac estude eu,

portador da

Cl cerifico Que

recebeuw a todas as minhas

perguntas sobre o estudo e minha condigdo, e eu, voluntariamente, aceilo
participar dela, pois reconhego gue:

1%) foi-me fornecids uma copia das informagdes ao paciente, a qual eu i &
compreendi por completo;

2%) fui informade dos objetivos especificos @ da justificativa desta pesquisa de
forma clara e detalhada. Recebi informacgdes sobre cada procedimento no qual
estarel envolvido, dos riscos ou desconfortos previstos, fanto quanto os
beneficios esperados;

3) esld entendido que eu posse relirar-me do estudo a qualquer momento, e
isto nao afetara meus cuidados médicos ou de parentes meus no presente e no

fuluro;



4"y entendi que 3o paricipar do estudo responderei &8 um guestionario adicional,
serei examinado clinico e laboratorialments, O desconforto que poderai sentir & o
da picada da agulha e & formagdo de um pequens hematoma;
5Y) todas as informagdes a meu respeito serdo confidenciais;
6%} fui informado gue acaso hajam danos & minha sadde, causados diretamente
pela pesquiza, terei direito a tretamento médico e indenizagBo conforme
estabelece a lei. Também =sei gue no caso existam gastos adicionais, esies
serao absorvidos pelo orcamenio da pesquisa;
7°) foi-me garantide que n3o terei gastos em participar do estudo;
8"} foi-me dada a garantia de receber resposta a gualguer pergunta ou qualguer
divida acerca dos riscos e beneficios da pesguisa & o meu fratamento. Caso
tiver novas perguntas =obre este estudo, poderei chamar os Pesguissdores
integrantes da eguipe de pesquisa do Programa Genesisz  pelo telefone x51-
3391322 ramal 2660. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos com
participante deste estudo ou se penso gque fui prejudicado{s) pela minha
participagdo, poderei chamar os Pesguisadores responsaveis pelo Instituto de
Geratria no telefone x51-33203000, ramal 2660.

Concordo que os meus dados clinicos obtidos neste  estudo sejam
documentados.

Declaro, ainda que recebi copia do presente Termo de Consentimento.



Mome do paciente:

Asgsinalura do Paciente/Representante legal:

Data;

Este formulario foi lido para

Passo Fundo-RS, por

Bl e

Mome da Testemunha:

Assinalura da testemunha

Data:;
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RESUMO

Introducdo: Nesses Ultimos anos tem sido observado um aumento na
expectativa de vida da populacdo em todo mundo, assim crescendo 0 grupo
populacional de idosos. Atrelado a este aumento, observou-se o aumento da
prevaléncia das doencas crénico-degenerativas(DCD) no lugar das doencas
infecto-contagiosas.Sabendo que as DCD, como as doengas cardiovasculares
(DCV) e seus fatores de risco (colesterol e suas fracdes), obesidade e
hipertensdo arterial tém influencia genético-ambiental, muitos estudos tém sido
realizados a fim de identificar qual é a influéncia da genética nas
mesmas.Neste contexto, muitos genes vém sendo estudados, entre eles o
gene do receptor da leptina (LEPR) que possui o polimorfismo GIn223Arg, o
qual ja foi relacionado a obesidade e hipertensao, entre outros fatores de risco
cardiovascular.

Objetivo: o estudo buscou investigar em 260 idosos socialmente ativos,
participantes do Projeto Passo fundo, a associacdo entre o polimorfismo do
gene do receptor da leptina (LEPR GIn223Arg) e fatores de risco
cardiovascular como indice de massa corporal (IMC), colesterol total e suas
fracdes e hipertensao arterial sistémica (HAS).

Metodologia: o delineamento foi do tipo transversal, descritivo-analitico,
observacional. Os dados foram coletados a partir do banco de dados do Projeto
Passo Fundo-RS (DATI). Na determinacdao do polimorfismo da LEPR foi
utilizada a técnica de PCR-RFLP, utilizando-se a enzima de restricdo Msp |
para a identificacdo dos alelos G e A. Os dados quantitativos foram descritos
por média e desvio padrdo, enquanto que os categoéricos, por contagens e
percentuais. As comparag¢des quantitativas foram realizadas com analise de
variancia seguida de teste de Tukey e as categoéricas, por qui-quadrado. Para
avaliar a associacao dos gendtipos com a presenca de hipertensdo ajustada
para sexo, idade e massa corporal foi utilizado um modelo de regressao
logistica multipla. Os dados foram analisados com o programa SPSS (ver
12.0). Todos os participantes do estudo assinaram termo de consentimento
livre e esclarecido.

Resultados: a idade média da amostra investigada foi de 67,3+6 anos, sendo
84,6% (220) mulheres. A frequéncia alélica do polimorfismo da LEPR foi de
0,624 para o alelo G e 0,376 para o alelo A, sendo tais alelos distribuidos
genotipicamente: GG=32,7% (85), GA=59,2% (154), AA=8,1% (21). Nao houve
associacao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e IMC, colesterol total, HDL-
¢, LDL-c e HAS.

Conclusao: Nao houve associagao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e
IMC, colesterol total, HDL-c, LDL-c e HAS.

Unitermos: LEPR GIn223Arg, polimorfismo genético do receptor da leptina,
fatores de risco cardiovascular, leptina.



ABSTRACT

Introduction: In the last few years it has been observed an increasing in the
population life expectation all over the world, resulting in a rise of the elderly
population. Associated with this growth, it has been observed an enlargement of
the chronic degenerative diseases (CDD) prevalence instead of the contagious
diseases prevalence. Several studies have been done in order to identify the
influence of genetics and environment in the CDD. Among such diseases one
could emphasize the cardiovascular diseases and its risk factors (cholesterol
and fractions), obesity and hypertension. In this context, several genes have
been studied, as leptin receptor gene (LEPR) for an example. This gene has the
polymorphism GIn223Arg which is related to obesity, hypertension and other
cardiovascular risk factors.

Objective: This study attempted to investigate the association of
polymorphisms leptin gene receptor (LEPRGIN223Arg) with cardiovascular risk
factors how body mass index (BMI) and hypertension arterial systemic, in 260
socially active elderly participating in the Passo Fundo-RS (DATI) Project.

Methodology: The study design was of a transversal, descriptive-analytical,
observational type. Data were collected for the Passo Fundo Project bank. For
determination of LEPR polymorphism, the PCR-RFLP technique was used,
utilizing Msp | restriction enzyme for identification of alleles G and A. The
quantitative data was described by means and standard derivation whereas the
categorical by counting and percentuals. The quantitative comparasion were
done with variant analysis follow by the Tukey’'s post hoc test and the
categorical with the chi-square test. To evaluate the association of genotypes
with the presence of hypertension adjusted for gender, age and body mass
index a multiple logistic regression model was used. The data was analysed
with the SPSS version 12.0 program. All the study participants signed an
informed consent form.

Results: The mean age of the investigated sample was 67,3 6 years, with
80.2% females (220). The allele frequency of polymorphism of LEPR was 0,624
for allele G and 0,376 for A, being such alleles distributed genotypically as
follow: GG=32,7% (85), GA=59,2% (154), AA=8,1% (21). No correlation
between polymorphism LEPR GIn223Arg and, BMI, total cholesterol, HDL-c,
LDL-c and HAS.

Conclusion: No correlation between polymorphism LEPR GIn223Arg and, BMI,
total cholesterol, HDL-c, LDL-c and HAS.

Keywords: LEPR GIn223Arg, polymorphisms leptin gene receptor,
cardiovascular risk factors, leptin.



INTRODUCAO

As mudangas ocorridas durante o século XX, como a urbanizacao,
trouxeram alteracées no estilo de vida. O sedentarismo, a alteracdao na
alimentagdo com maior consumo de gorduras, acidos graxos e agucar, bem
como o tabagismo tornaram-se fortemente presentes. Em paralelo, houve um
avan¢o da medicina, fazendo com que as doencas infecto-contagiosas que,
antes de 1900 eram as causas mais comuns de morte, praticamente fossem
controladas ou erradicadas.

Com esta mudanca de estilo de vida e 0 avang¢o da medicina ocorreu o que
alguns autores chamam de transi¢ao epidemiologica. Esta transicdo ocasionou
a prevaléncia das doencas cronico-degenerativas (DCD) e o aumento da
expectativa de vida da populagcdo em todo mundo, assim crescendo 0 grupo
populacional de idosos’.

Sabendo que as DCD tém influéncia genético-ambiental, muitos estudos
foram realizados a fim de identificar quais os genes estdo relacionados ao
processo de envelhecimento e principalmente qual é a influéncia da genética
nas DCD, como as doencgas cardiovasculares (DCVs), e seus fatores de risco:
colesterol e suas fracbes (HDL-c, LDL-c), obesidade e hipertensao arterial
sistémica (HAS).

Entre as causas de morte no Brasil, as doencas do aparelho circulatério
representam a principal causa (32%) em todas as regides, seguidas pelas
causas externas (15%) e neoplasias (15%)°. No municipio de Passo Fundo que

possui 185.278 habitantes, sendo 16.471 habitantes idosos (idade igual ou



superior a 60 anos), a mortalidade por doencas do aparelho circulatério é de
33,1%".

Dentro deste contexto, investigacées que busquem analisar associagdes
entre fatores genéticos, ambientais, envelhecimento e doengas associadas a
idade sao imprescindiveis para o aprimoramento de politicas preventivas e
terapéuticas adequadas ao panorama populacional brasileiro que objetivem
uma melhor qualidade vida.

Neste panorama, muitos genes vém sendo estudados, entre eles o gene do
receptor da leptina (LEPR) que possui o polimorfismo GIn223Arg, o qual ja foi
relacionado a obesidade e hipertensdo, entre outros fatores de risco
cardiovascular. *°

A leptina,é um horménio que atua nos receptores expressos no hipotalamo
para promover a sensagdao de saciedade e regular o balangco energético.
Estudos sugerem que o horménio atua no sistema nervoso central atraves de
mediadores como o neuropeptideo Y, o peptidio agouti (AgRP), entre outros.
Entre outras acdes, a leptina ativa receptores hipotalamicos, inibindo a
secrecao de neuropeptideo Y (NPY), reduzindo, assim, o apetite € aumentando
a termogénese pela ativacdo do sistema nervoso simpatico.®”®° (Figura
1).Polimorfismos no gene receptor de leptina podem alterar a funcionalidade do

mesmo.

AQUI FIGURA 1

Deste modo, o presente estudo visou contribuir no entendimento da associa¢éo

entre o polimorfismo GIn223Arg do receptor do gene da leptina e os fatores de



risco cardiovascular, em um grupo de individuos idosos do municipio de Passo
Fundo, RS, verificando a sua freqiéncia de distribuicdo alélica e genotipica e a
possivel influéncia desse polimorfismo no indice de massa corporal (IMC),

colesterol total e suas fracdes e HAS.



MATERIAL E METODOS

Amostra do Estudo
Foi utilizada uma amostra constituida por individuos participantes do

Projeto Passo Fundo-RS (Divisdo de Apoio ao ldoso - DATI)™

, 0S quais tiveram
seus dados e medidas coletados quando da execucao da pesquisa, através da
utilizacdo de questionario. Como critério de inclusdo considerou-se todos os
individuos cadastrados e participantes regulares do DATI (Passo Fundo).
Como critério de exclusdo considerou-se os individuos que se recusaram a

participar do estudo. Os individuos participantes do estudo assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido.

Variaveis mensuradas

Foi realizado exame fisico e o peso, a altura e a pressao arterial foram
quantificados.

Para definir o IMC foi utilizado o indice de Quetelet (IMC= peso/altura®).
Valores até 25Kg/m? foram considerados normais; entre 25 e 30Kg/m?,
sobrepeso; acima de 30Kg/m?, obesidade, conforme recomendagdo da

OMSErro! Indicador nao deﬁnido._

A medida da pressao arterial seguiu as orientacdes e recomendacgdes do IV
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arteria|F™o! Indicador nao definido. \/5|5reg de
presséo arterial até 140/90mmHg foram considerados normais; considerou-se
hipertensos os individuos com pressao arterial acima de 140/90mmHg, bem

como o0s que estavam em uso de medicacgao anti-hipertensiva.



Para as analises bioquimicas foram coletadas amostras de sangue venoso,
estando os voluntarios em jejum de, no minimo, 12 horas. As coletas foram
feitas em tubos sem anticoagulante para quantificacao do perfil lipidico (CT,

HDL-c, LDL-c e TG).

Analise Molecular

O DNA nuclear dos leucécitos foi extraido através do kit de extracédo e
purificacdo de DNA, GFX Genomic Blood DNA PFurification (Amersham
Bioscience, USA) e armazenado a —20°C para posterior genotipagem.Para a
genotipagem, o DNA extraido foi amplificado pela técnica da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), usando-se oligonucleoptideos iniciadores especificos,
desenhados pela autora, com base na sequéncia do banco de dados
(GeneBank no. U59251). A mistura de reacéo foi constituida por 30pmol dos
oligonucleotideos iniciadores (Direto: 5'-
ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAG-3' e Reverso: 5'-
CAATATTTATGGGCTGAACTGACATT-3"), 0,5 ul do DNA, 100 uM de dNTPs,
1,5 U de Tag DNA polimerase, 20pmol de cada primer e concentracao de
MgClz de 2,0 mM. A mistura foi submetida aos seguintes ciclos: um ciclo inicial
de 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por um minuto, 60°C por
um minuto, 72°C por um minuto e um ciclo final de 72°C por 10 minutos. O
produto amplificado (330 pb) foi visualizado através de eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio. Apds este procedimento, o produto
(10ul) da PCR foi clivado com a enzima de restricao Msp | (Promega)
utilizando-se 1 unidade a 37°C por 6h. O produto da clivagem foi visualizado

através de eletroforese em gel de agarose 3,5% corado com brometo de etidio.



AQUI FIGURA 2

Analises estatisticas

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padréo,
enquanto que os dados categdricos, por contagens e percentuais. As
comparacoes quantitativas foram realizadas com analise de variancia seguida
de teste de Tukey e as categéricas, por qui-quadrado. Para avaliar a
associacdao dos gendtipos como a presenca de hipertensdo, foi utilizado um
modelo de regressao logistica multipla ajustado para género, idade e massa

corporal. Os dados foram analisados com o programa SPSS versao 12.0.



RESULTADOS

Um total de 260 idosos (= 60 anos) foi incluido no estudo. Destes, 84,6%
eram do género feminino (n=220). A idade média da amostra foi de 69,3t 6
anos, sendo a idade minima de 60 anos e a maxima de 89 anos. As
frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo GIn223Arg sao
apresentadas respectivamente nas Tabelas 1 e 2. A freqténcia do alelo G
observada foi de 62,4% e do alelo A, 37,6%. Dos 260 individuos estudados,
85(82,7%) apresentaram gendtipo GG, 154 (59,2%) apresentaram gendtipo GA
e 21 (8,1%) apresentaram gendtipo AA.

AQUI TABELA 1

AQUI TABELA 2

A comparacao entre as freqiéncias genotipicas observadas e esperadas
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p <0,001), ndo estando
assim em Equilibrio de Hardy-Weimberg.

Eram esperadas as seguintes freqiéncias genotipicas: GG (39%), GA
(47%) e AA (14%). Foram encontradas: GG (32,7%), GA (59,2%) e AA (8,1%).

Na tabela 6 esta descrita a comparagdo das médias variaveis: idade,
género, IMC, perfil lipidico (CT, HDL-c, LDL-c, TG) com os trés gendtipos do
polimorfismo LEPR GIn223Arg. Nao foi encontrada associagdo entre as
variaveis investigadas e os gendtipos.

AQUITABELA 3



O IMC foi estratificado em trés grupos: 230; 25 e 229,9 e < 25 que
correspondem respectivamente a individuos normais, individuos com
sobrepeso e individuos obesos e comparados com os genétipos como descrito
na Tabela 4.

AQUI TABELA 4

Encontrou-se na populacdo estudada 18,9% (n=49) de individuos
considerados normais; 47,9% (n=124) de individuos com sobrepeso e 33,2%
(n=86) de individuos obesos.

Em relagdo ao polimorfismo nédo foi encontrada associacao deste com IMC.

Quando comparou-se a presenca de um alelo com HAS, excluindo a
influéncia do IMC, do género e da idade obtive-se para o alelo G uma razéo de
chance de ocorréncia de HAS (OR) de 0,54 com intervalo de confianga (IC
95%) de 0,46 a 1,35, sendo nao significativa (P=0,21), e para o alelo A uma
razdo de chance de ocorréncia de HAS de 0,79 com intervalo de confianga (IC

95%) de 0,21 a 1,41, sendo também nao significativa (p= 0,39) (Tabela 5).

AQUITABELA 5

Deste modo, a presenca do alelo G ou do alelo A nao interferiu na chance

de ocorréncia de HAS e sendo assim, o polimorfismo LEPR GIn223Arg nédo

teve associacdo com HAS.



DISCUSSAO

Recentes pesquisas investigaram a associacdo da leptina com IMC e
hipertensao arterial e o polimorfismo GIn223Arg no receptor da mesma. Em
pessoas obesas foi encontrado alto nivel sérico de leptina, o que sugere uma
resisténcia a leptina, onde varios mecanismos contribuem para a diminuicdo do
sinal do receptor, 0 que pode ser explicado por mutagcées ou polimorfismos no
receptor'".

No presente estudo, ao ser analisada a associacao do polimorfismo LEPR
GIn223Arg com IMC, nao foi observada diferenca significativa entre os grupos
de gendtipos. Este achado esta de acordo com os resultados de alguns autores
e contra outros. Chagnon'?, ao estudar esta possivel associacdo deste e de
outros dois polimorfismos no LEPR, também ndo encontrou diferencas
significativas em nenhum dos trés polimorfismos. Wauters™ estudou o
polimorfismo em mulheres obesas e ndo encontrou associacdo com IMC ou
niveis de leptina. Em 1997 Thompson' foi o primeiro a descrever a associagao
entre o polimorfismo e o IMC. Quinton', estudando mulheres pods
menopausicas caucasianas, encontrou associagao entre o alelo A com elevado
IMC quando comparado com o alelo G.

Estudos mostram que variagdes alélicas no LEPR sao caracterizadas
significativamente pelo componente étnico, assim as frequéncias alélicas em
cada populacdo vem se mostrando diferentes'®. As freqiiéncias alélicas
encontradas no presente estudo (G(0,62) e A (0,38)), quando comparadas com

o estudo de Wauters et al.”® (G (0,52) e A (0,48), que observou caucasianos



belgas, parecem ser bem semelhantes, assim como assemelha-se as
freqliéncias observadas em caucasianos do estudo Heritage'’ (G (0,54) e A
(0,46) e com o estudo Quebeck'® (G(0,55) e A (0,45)). Quando comparadas
com negros (G (0,49) e A (0,51)) do estudo Heritage ndo parecem ser
semelhantes.Quando comparado com os estudos Japonés' (G (0,15) e A
(0,85)) e Pima'® (G (0,25) e A (0,75)) as freqiiéncias alélicas diferem muito.
Provavelmente, isto ocorre devido a grande diferenca étnica entre estas
populacdes, onde o predominio de individuos de origem japonesa e de origem
indiana, quando comparados com os individuos miscigenados deste estudo,
faca com que as frequéncias alélicas se diferenciem muito.

O hormédnio da leptina é controlado pelo hipotdlamo e, além de ocasionar
sensacao de saciedade quando é liberado, é responsavel pela termogénese.
Niveis elevados do horménio estdo associados a resisténcia a insulina que é
um importante fator de risco para a sindrome metabdlica e ocasiona o aumento
da pressao sanguinea. Cabe lembrar que a resisténcia a insulina é bastante
comum em idosos, onde os niveis séricos de leptina encontram-se elevados'®.
Suter®® mostrou que pacientes hipertensos apresentavam elevados niveis
plasmaticos de leptina quando comparados com normotensos; mostrou
também a correlacdo dos niveis plasmaticos do horménio com pressao arterial
sistolica.

Investigacdo em adolescentes japoneses evidenciou a correlagdo entre os
niveis plasmaticos da leptina e as pressées diastdlica e sistélica?'.

Koistien® investigou a modificacdo dos niveis plasmaticos de leptina de

acordo com a idade e ndo obteve diferenga entre os grupos etarios.



Investigagdes no gene receptor da leptina comecaram a ser realizadas
apos os estudos correlacionando a leptina aos niveis de pressao arterial.

Rosmond®* examinou em homens os polimorfismos: Lys109Arg, GIn223Arg
e Lys656Asn do gene LEPR. Observou que os homozigotos Lys109 e
homozigotos Arg223 apresentavam baixos IMC, bem como baixas PAS e PAD.
Os homozigotos Arg223 (AA) apresentavam menores pressdes que O0S
homozigotos GIn223 (GG), sugerindo, assim, a associacao da leptina com a
regulacao da pressao sanguinea, através do receptor da leptina e mostrando
as alteragdes que os polimorfismos podem causar.

No presente estudo, como se pode observar na tabela 6 e 8, ndo notou-se
associacao entre o polimorfismo estudado e HAS, mesmo quando ajustado
para IMC, género e idade.

Mais estudos com relagdo a hipertensdo e o polimorfismo devem ser
realizados a fim de esclarecer melhor esta possivel associacao.

Chiu® foi o primeiro a observar a associagdo entre o polimorfismo LEPR
GIn223Arg e a resisténcia a insulina. Constatou que a presenca do alelo A é
fator de risco para resisténcia a insulina e que individuos que possuiam este
alelo apresentavam niveis elevados de CT e LDL-c, quando comparados a
individuos sem a presenca do alelo. Sendo, entdo, propensos a sindrome
metabdlica.

No presente estudo, tentou-se verificar a associacdo dos lipideos com o
polimorfismo LEPR GIn223Arg, porém ndo encontrou-se relagdo entre os
lipidios dosados (CT, HDL-c, LDL-c) e os gendtipos.

Esta pesquisa apresentou limitagbes que devem ser consideradas.

Considerando a Lei de Equilibrio de Hardy-Weimberg, a freqiéncia genotipica



do LEPR GIn223Arg observada, quando comparada com a freqiéncia
genotipica esperada foi diferente estatisticamente (P<0,001). Este achado
indica que a populacdo estudada nao estda em equilibrio, isto é, na amostra
investigada pode estar havendo um desvio da populacao, talvez pelo fato de
que os sujeitos pesquisados fossem aqueles que tiveram acesso ao local das
entrevistas - andlises antropométricas e fisiolégicas e coleta de sangue do
projeto Passo Fundo - e este fosse restrito aos idosos do grupo de convivéncia.
Este desequilibrio pode justificar a auséncia de associacdo entre o
polimorfismo LEPR GIn223Arg e as variaveis estudadas.

Pode ter ocorrido vieses de seleg¢édo, onde apenas os idosos mais dispostos
e com condigdes de chegar ao local da entrevista ou os mais necessitados de
avaliacdes clinicas, tenho sido cadastrados.

Por se tratar de uma pesquisa em um grupo de idosos (idade igual ou
superior a 60 anos), é possivel que os individuos com fatores de risco para a
sindrome metabdlica como HAS, obesidade, dislipidemias, DM ou mesmo a
sindrome ja tivessem vindo a ébito antes de chegar a esta idade, o que
explicaria a ndo-associagéo do polimorfismo LEPR GIn223Arg com as variaveis
estudadas neste estudo. Cabe aqui salientar que pouco se sabe da relagao
entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg com fatores de risco cardiovascular e
sindrome metabdlica na populagdo idosa. A grande parte dos estudos
relacionados ao polimorfismo pesquisou individuos jovens como adolescentes
e adultos.

Estudo de caso controle entre individuos com fatores de risco cardiovasculares
e sindrome metabdlica deve ser realizado a fim de elucidar a possivel

associacao do polimorfismo a estes fatores.



CONCLUSOES

A freqUéncia do alelo G na populacao estudada foi de 62,4% e do alelo A foi de
37,6%.A frequéncia do gendtipo GG, GA e AA foi, respectivamente, 32,7%,
59,2% e 8,1%. Nao foi encontrada associacdo entre o polimorfismo do LEPR
GIn223Arg e o indice de massa corporal.Nao foi encontrada associacao entre o
polimorfismo do LEPR GIn223Arg e CT, HDL-c e LDL-c. Nao foi encontrada
associacao entre o polimorfismo do LEPR GIn223Arg e hipertensédo arterial

sistémica.
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Anexo B

Aprovagao da Comissao Cientifica da Faculdade de Medicina do Hospital Sao Lucas

da PUCRS e do Comité de Etica em Pesquisa na Area de Sadde da PUCRS

--..-'%? POMTIFICIA CWIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRAMNDE DO S . |
1 5" PRO-REITORLA E PESOUISA B POS-SRADUALAD u

LORMITE DE ETICA EM PESDUISA - CERF .« PLICRS

Oficio n™ 406/05-CEF Porta Alegre. 15 go junho de 2005

Senhor(a) Pesquisadorna)

) Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou
2 aprovou sed protocold de pesquisa intitulado: "0 polimorfismo Glin2234rg
do gene do receptor da Lepting & a sua asscciagdo com fatores de risco

cardiovascular

Sus  investigacdo esta autonzada a partir da

presente data

Atenciosamente

-~
F'ﬂ}f."-lf.‘:'r.% Délio José Kipper
COORDENADOR DO CEP-PUCRS

Imoia) Sr{a)
Mest Adriana Franciosi Ritter dos Sanlos
MNilUniversidade



Anexo C

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMAGOES AD VOLUNTARIO

PROJETO PASSO FUNDO-RS

O projeto de pesquisa "Projeto Passo Funde-RS", tem como objetivo geral avaliar
o5 fatores de risco & doencas associadas 4 idade, stravés de andlises dlinicas e
bio-psico-sociais(exame  fisico,  perfil lipidico, glicemia, fatores genéticos e
entrevista), pois o aparecimenio de muitas doencas pode depender ndo somentes
dos genes, mas tembém do modo de vida que a pessea possui. Esia pesquisa
faz parte do Programa Génesis que realiza um estuds longitudinal no  qual,
dagqui para frenle, vocé serd voluntario(a).

As andlises serdo feitas no Laboratéro de Bioguimica e Genética Molecubar do
IGG-PUCRS. Todos os resultados abtidos na awvaliagdo clinica e bloguimica ficardo sob
a tutela e lotal responsabilidade dos pesquisadores deste laboratdric, podendo a
qualquer momento ser consultades efou) eliminados da pesguisa casc haja
desisténcia da sua paricipagio como voluntariofa). Vock lem s liberdade de
abandonar a pesquisa, sem que Islo leve a qualquer prejulzo posterior.

Os beneficios imediatos serdo muitos, j@ que os resultados desta avaliagdo
Senverm como uma revisGo médica gratuita além da aguisicio de conhecimenios
sobre envelhecimenlo bem  sucedido{prevencdo). No caso de deteccdn  de

qualquer alteracdo em sua sadde, nos ofa) encaminharemos para atendimento



medice apropriado, alravés dos drgSos de sadde ligados & Secrelaria Municipal
de Salde de Passo Fundo-RS.

Os pesquisadoras envolvidos no projeto garantem a vocé o direito  de
gualquer pergunta efou) esclarecimentos mais especlficos dos procedimentos
reglizados afou) Interprelacdo dos resullados oblidos nos exames.

Esta pesquisa sera de grande importncia para a populagio gadcha e brasileira
ja gque a cidade de Passe Fundo-RS apresenta um perfil semelhante a outras
ciades do RS, propiciando o estabelecimento de programas de sadde gque visem
melhcrar & qualidade de vida da populacio,

Apds ter recebido todas as informagtes relacionadas ac estude eu,

portador da

Cl cerifico Que

recebeuw a todas as minhas

perguntas sobre o estudo e minha condigdo, e eu, voluntariamente, aceilo
participar dela, pois reconhego gue:

1%) foi-me fornecids uma copia das informagdes ao paciente, a qual eu i &
compreendi por completo;

2%) fui informade dos objetivos especificos @ da justificativa desta pesquisa de
forma clara e detalhada. Recebi informacgdes sobre cada procedimento no qual
estarel envolvido, dos riscos ou desconfortos previstos, fanto quanto os
beneficios esperados;

3) esld entendido que eu posse relirar-me do estudo a qualquer momento, e
isto nao afetara meus cuidados médicos ou de parentes meus no presente e no

fuluro;



4"y entendi que 3o paricipar do estudo responderei &8 um guestionario adicional,
serei examinado clinico e laboratorialments, O desconforto que poderai sentir & o
da picada da agulha e & formagdo de um pequens hematoma;
5Y) todas as informagdes a meu respeito serdo confidenciais;
6%} fui informado gue acaso hajam danos & minha sadde, causados diretamente
pela pesquiza, terei direito a tretamento médico e indenizagBo conforme
estabelece a lei. Também =sei gue no caso existam gastos adicionais, esies
serao absorvidos pelo orcamenio da pesquisa;
7°) foi-me garantide que n3o terei gastos em participar do estudo;
8"} foi-me dada a garantia de receber resposta a gualguer pergunta ou qualguer
divida acerca dos riscos e beneficios da pesguisa & o meu fratamento. Caso
tiver novas perguntas =obre este estudo, poderei chamar os Pesguissdores
integrantes da eguipe de pesquisa do Programa Genesisz  pelo telefone x51-
3391322 ramal 2660. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos com
participante deste estudo ou se penso gque fui prejudicado{s) pela minha
participagdo, poderei chamar os Pesguisadores responsaveis pelo Instituto de
Geratria no telefone x51-33203000, ramal 2660.

Concordo que os meus dados clinicos obtidos neste  estudo sejam
documentados.

Declaro, ainda que recebi copia do presente Termo de Consentimento.



Mome do paciente:

Asgsinalura do Paciente/Representante legal:

Data;

Este formulario foi lido para

Passo Fundo-RS, por

Bl e

Mome da Testemunha:

Assinalura da testemunha

Data:;
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RESUMO

Introducdo: Nesses Ultimos anos tem sido observado um aumento na
expectativa de vida da populacdo em todo mundo, assim crescendo 0 grupo
populacional de idosos. Atrelado a este aumento, observou-se o aumento da
prevaléncia das doencas crénico-degenerativas(DCD) no lugar das doencas
infecto-contagiosas.Sabendo que as DCD, como as doengas cardiovasculares
(DCV) e seus fatores de risco (colesterol e suas fracdes), obesidade e
hipertensdo arterial tém influencia genético-ambiental, muitos estudos tém sido
realizados a fim de identificar qual é a influéncia da genética nas
mesmas.Neste contexto, muitos genes vém sendo estudados, entre eles o
gene do receptor da leptina (LEPR) que possui o polimorfismo GIn223Arg, o
qual ja foi relacionado a obesidade e hipertensao, entre outros fatores de risco
cardiovascular.

Objetivo: o estudo buscou investigar em 260 idosos socialmente ativos,
participantes do Projeto Passo fundo, a associacdo entre o polimorfismo do
gene do receptor da leptina (LEPR GIn223Arg) e fatores de risco
cardiovascular como indice de massa corporal (IMC), colesterol total e suas
fracdes e hipertensao arterial sistémica (HAS).

Metodologia: o delineamento foi do tipo transversal, descritivo-analitico,
observacional. Os dados foram coletados a partir do banco de dados do Projeto
Passo Fundo-RS (DATI). Na determinacdao do polimorfismo da LEPR foi
utilizada a técnica de PCR-RFLP, utilizando-se a enzima de restricdo Msp |
para a identificacdo dos alelos G e A. Os dados quantitativos foram descritos
por média e desvio padrdo, enquanto que os categoéricos, por contagens e
percentuais. As comparag¢des quantitativas foram realizadas com analise de
variancia seguida de teste de Tukey e as categoéricas, por qui-quadrado. Para
avaliar a associacao dos gendtipos com a presenca de hipertensdo ajustada
para sexo, idade e massa corporal foi utilizado um modelo de regressao
logistica multipla. Os dados foram analisados com o programa SPSS (ver
12.0). Todos os participantes do estudo assinaram termo de consentimento
livre e esclarecido.

Resultados: a idade média da amostra investigada foi de 67,3+6 anos, sendo
84,6% (220) mulheres. A frequéncia alélica do polimorfismo da LEPR foi de
0,624 para o alelo G e 0,376 para o alelo A, sendo tais alelos distribuidos
genotipicamente: GG=32,7% (85), GA=59,2% (154), AA=8,1% (21). Nao houve
associacao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e IMC, colesterol total, HDL-
¢, LDL-c e HAS.

Conclusao: Nao houve associagao entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg e
IMC, colesterol total, HDL-c, LDL-c e HAS.

Unitermos: LEPR GIn223Arg, polimorfismo genético do receptor da leptina,
fatores de risco cardiovascular, leptina.



ABSTRACT

Introduction: In the last few years it has been observed an increasing in the
population life expectation all over the world, resulting in a rise of the elderly
population. Associated with this growth, it has been observed an enlargement of
the chronic degenerative diseases (CDD) prevalence instead of the contagious
diseases prevalence. Several studies have been done in order to identify the
influence of genetics and environment in the CDD. Among such diseases one
could emphasize the cardiovascular diseases and its risk factors (cholesterol
and fractions), obesity and hypertension. In this context, several genes have
been studied, as leptin receptor gene (LEPR) for an example. This gene has the
polymorphism GIn223Arg which is related to obesity, hypertension and other
cardiovascular risk factors.

Objective: This study attempted to investigate the association of
polymorphisms leptin gene receptor (LEPRGIN223Arg) with cardiovascular risk
factors how body mass index (BMI) and hypertension arterial systemic, in 260
socially active elderly participating in the Passo Fundo-RS (DATI) Project.

Methodology: The study design was of a transversal, descriptive-analytical,
observational type. Data were collected for the Passo Fundo Project bank. For
determination of LEPR polymorphism, the PCR-RFLP technique was used,
utilizing Msp | restriction enzyme for identification of alleles G and A. The
quantitative data was described by means and standard derivation whereas the
categorical by counting and percentuals. The quantitative comparasion were
done with variant analysis follow by the Tukey’'s post hoc test and the
categorical with the chi-square test. To evaluate the association of genotypes
with the presence of hypertension adjusted for gender, age and body mass
index a multiple logistic regression model was used. The data was analysed
with the SPSS version 12.0 program. All the study participants signed an
informed consent form.

Results: The mean age of the investigated sample was 67,3 6 years, with
80.2% females (220). The allele frequency of polymorphism of LEPR was 0,624
for allele G and 0,376 for A, being such alleles distributed genotypically as
follow: GG=32,7% (85), GA=59,2% (154), AA=8,1% (21). No correlation
between polymorphism LEPR GIn223Arg and, BMI, total cholesterol, HDL-c,
LDL-c and HAS.

Conclusion: No correlation between polymorphism LEPR GIn223Arg and, BMI,
total cholesterol, HDL-c, LDL-c and HAS.

Keywords: LEPR GIn223Arg, polymorphisms leptin gene receptor,
cardiovascular risk factors, leptin.



INTRODUCAO

As mudangas ocorridas durante o século XX, como a urbanizacao,
trouxeram alteracées no estilo de vida. O sedentarismo, a alteracdao na
alimentagdo com maior consumo de gorduras, acidos graxos e agucar, bem
como o tabagismo tornaram-se fortemente presentes. Em paralelo, houve um
avan¢o da medicina, fazendo com que as doencas infecto-contagiosas que,
antes de 1900 eram as causas mais comuns de morte, praticamente fossem
controladas ou erradicadas.

Com esta mudanca de estilo de vida e 0 avang¢o da medicina ocorreu o que
alguns autores chamam de transi¢ao epidemiologica. Esta transicdo ocasionou
a prevaléncia das doencas cronico-degenerativas (DCD) e o aumento da
expectativa de vida da populagcdo em todo mundo, assim crescendo 0 grupo
populacional de idosos’.

Sabendo que as DCD tém influéncia genético-ambiental, muitos estudos
foram realizados a fim de identificar quais os genes estdo relacionados ao
processo de envelhecimento e principalmente qual é a influéncia da genética
nas DCD, como as doencgas cardiovasculares (DCVs), e seus fatores de risco:
colesterol e suas fracbes (HDL-c, LDL-c), obesidade e hipertensao arterial
sistémica (HAS).

Entre as causas de morte no Brasil, as doencas do aparelho circulatério
representam a principal causa (32%) em todas as regides, seguidas pelas
causas externas (15%) e neoplasias (15%)°. No municipio de Passo Fundo que

possui 185.278 habitantes, sendo 16.471 habitantes idosos (idade igual ou



superior a 60 anos), a mortalidade por doencas do aparelho circulatério é de
33,1%".

Dentro deste contexto, investigacées que busquem analisar associagdes
entre fatores genéticos, ambientais, envelhecimento e doengas associadas a
idade sao imprescindiveis para o aprimoramento de politicas preventivas e
terapéuticas adequadas ao panorama populacional brasileiro que objetivem
uma melhor qualidade vida.

Neste panorama, muitos genes vém sendo estudados, entre eles o gene do
receptor da leptina (LEPR) que possui o polimorfismo GIn223Arg, o qual ja foi
relacionado a obesidade e hipertensdo, entre outros fatores de risco
cardiovascular. *°

A leptina,é um horménio que atua nos receptores expressos no hipotalamo
para promover a sensagdao de saciedade e regular o balangco energético.
Estudos sugerem que o horménio atua no sistema nervoso central atraves de
mediadores como o neuropeptideo Y, o peptidio agouti (AgRP), entre outros.
Entre outras acdes, a leptina ativa receptores hipotalamicos, inibindo a
secrecao de neuropeptideo Y (NPY), reduzindo, assim, o apetite € aumentando
a termogénese pela ativacdo do sistema nervoso simpatico.®”®° (Figura
1).Polimorfismos no gene receptor de leptina podem alterar a funcionalidade do

mesmo.



ﬁ{‘a‘@ Adipécitos
LEPTINA

l Agdo da leptina ne Hipotialamo
MNeurénios NPY

T d

{

Diminui expressao do NPY

l

Diminui liberag@o de NPY =g N {-{s]0[eF-{aRalo BN 1 yjd=

Aumenta Termogénese

Fig. 1- Via de sinalizacédo da leptina e ac6es sobre o apetite e 0 gasto
energeético

Deste modo, o presente estudo visou contribuir no entendimento da associagéo
entre o polimorfismo GIn223Arg do receptor do gene da leptina e os fatores de
risco cardiovascular, em um grupo de individuos idosos do municipio de Passo
Fundo, RS, verificando a sua freqiéncia de distribuicdo alélica e genotipica e a
possivel influéncia desse polimorfismo no indice de massa corporal (IMC),

colesterol total e suas fracdes e HAS.



MATERIAL E METODOS

Amostra do Estudo

Foi utilizada uma amostra constituida por individuos participantes do
Projeto Passo Fundo-RS (Divisdo de Apoio ao ldoso - DATI)', os quais tiveram
seus dados e medidas coletados quando da execucao da pesquisa, através da
utilizacdo de questionario. Como critério de inclusdo considerou-se todos os
individuos cadastrados e participantes regulares do DATI (Passo Fundo).
Como critério de exclusdo considerou-se os individuos que se recusaram a
participar do estudo. Os individuos participantes do estudo assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido.

Variaveis mensuradas

Foi realizado exame fisico e o peso, a altura e a pressao arterial foram
quantificados.

Para definir o IMC foi utilizado o indice de Quetelet (IMC= peso/altura®).
Valores até 25Kg/m?® foram considerados normais; entre 25 e 30Kg/m?
sobrepeso; acima de 30Kg/m?, obesidade, conforme recomendacéo da OMS.

A medida da pressao arterial seguiu as orientacdes e recomendacgdes do |V
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial.Valores de pressdo arterial até
140/90mmHg foram considerados normais; considerou-se hipertensos o0s
individuos com pressao arterial acima de 140/90mmHg, bem como os que

estavam em uso de medicacao anti-hipertensiva.



Para as analises bioquimicas foram coletadas amostras de sangue venoso,
estando os voluntarios em jejum de, no minimo, 12 horas. As coletas foram
feitas em tubos sem anticoagulante para quantificacao do perfil lipidico (CT,

HDL-c, LDL-c e TG).

Analise Molecular

O DNA nuclear dos leucécitos foi extraido através do kit de extracédo e
purificacdo de DNA, GFX Genomic Blood DNA PFurification (Amersham
Bioscience, USA) e armazenado a —20°C para posterior genotipagem.Para a
genotipagem, o DNA extraido foi amplificado pela técnica da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), usando-se oligonucleoptideos iniciadores especificos,
desenhados pela autora, com base na sequéncia do banco de dados
(GeneBank no. U59251). A mistura de reacéo foi constituida por 30pmol dos
oligonucleotideos iniciadores (Direto: 5'-
ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAG-3' e Reverso: 5'-
CAATATTTATGGGCTGAACTGACATT-3"), 0,5 ul do DNA, 100 uM de dNTPs,
1,5 U de Tag DNA polimerase, 20pmol de cada primer e concentracao de
MgClz de 2,0 mM. A mistura foi submetida aos seguintes ciclos: um ciclo inicial
de 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por um minuto, 60°C por
um minuto, 72°C por um minuto e um ciclo final de 72°C por 10 minutos. O
produto amplificado (330 pb) foi visualizado através de eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio. Apds este procedimento, o produto
(10ul) da PCR foi clivado com a enzima de restricao Msp | (Promega)
utilizando-se 1 unidade a 37°C por 6h. O produto da clivagem foi visualizado

através de eletroforese em gel de agarose 3,5% corado com brometo de etidio.
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Figura 2 - Esquema da visualizagao em gel de agarose 3,5% corado com
brometo de etidio, dos fragmentos do LEPR GIn223Arg digeridos pela

endonuclease de restricdo Mspl, gerando os trés gendtipos possiveis.

Analises estatisticas

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padréo,
enquanto que os dados categdricos, por contagens e percentuais. As
comparagfes quantitativas foram realizadas com andlise de variancia seguida
de teste de Tukey e as categéricas, por qui-quadrado. Para avaliar a
associacdao dos gendtipos como a presenca de hipertensdo, foi utilizado um
modelo de regressao logistica multipla ajustado para género, idade e massa

corporal. Os dados foram analisados com o programa SPSS versao 12.0.



RESULTADOS

Um total de 260 idosos (= 60 anos) foi incluido no estudo. Destes, 84,6%
eram do género feminino (n=220). A idade média da amostra foi de 69,3+ 6
anos, sendo a idade minima de 60 anos e a maxima de 89 anos. As
frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo GIn223Arg sao
apresentadas respectivamente nas Tabelas 1 e 2. A freqténcia do alelo G
observada foi de 62,4% e do alelo A, 37,6%. Dos 260 individuos estudados,
85(82,7%) apresentaram gendtipo GG, 154 (59,2%) apresentaram gendtipo GA

e 21 (8,1%) apresentaram gendtipo AA.

Tabela 1 - Frequéncias alélicas do polimorfismo

LEPR GIn223Arg
Alelos Frequéncia
G 0,624
A 0,376

Tabela 2 - Freqiiéncias genotipicas do polimorfismo LEPR

GIn223Arg
Genotipo n® Y%
GG 85 32,7
GA 154 59,2

AA 21 8,1




A comparacao entre as freqiéncias genotipicas observadas e esperadas
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p <0,001), ndo estando
assim em Equilibrio de Hardy-Weimberg.

Eram esperadas as seguintes freqiéncias genotipicas: GG (39%), GA
(47%) e AA (14%). Foram encontradas: GG (32,7%), GA (59,2%) e AA (8,1%).

Na tabela 6 esta descrita a comparagdo das médias variaveis: idade,
género, IMC, perfil lipidico (CT, HDL-c, LDL-c, TG) com os trés gendtipos do
polimorfismo LEPR GIn223Arg. Nao foi encontrada associagdo entre as

variaveis investigadas e os gendtipos.

Tabela 3 — Comparacao de variaveis demograficas, lipidios e pressao arterial

entre os grupos definidos pelos genétipos do polimorfismo LEPR

GIn223Arg.
Variaveis GG GA AA P
n=85 n=154 n=21

Idade, anos 69,1+6,6 69,616,1 68,516,0 0,75
Género fem. n2 (%) 74 (87,1) 128 (3,1) 18 (85,7) 0,71
IMC, kg/m? 28,6441 28,3+4.5 27,9448 0,75
CT, mg/dL 210,2+33,4 210,7£37,7 214,4+31,7 0,88
HDL-C, mg/dL 55,6+7,4 55,1+8,50 58,0+7,7 0,29
LDL-C, mg/dL 127,9+34,2 128,9+34,0 131,3+40,4 0,92
TG, mg/dL 118,7+56,0 117,0£53,2 110,0£22,0 0,79
PAS, mmHg 135,5+21,2 139,3+24,3 145,0£30,9 0,22
PAD, mmHg 78,2+13,0 79,8147 80,9+13,0 0,61
HAS, n2 (%) 50 (58,8) 77 (50,0) 14 (66,7) 0,17

Os dados sao apresentados como média * desvio padrdo ou contagem
(porcentagem). IMC: indice de massa corporal; CT: colesterol total;

TG: triglicerideos; PAS: pressao arterial sistémica; PAD: presséao arterial
diastolica; HAS: hipertensao arterial sistémica; P: significancia estatistica.



O IMC foi estratificado em trés grupos: 230; 25 e 229,9 e < 25 que
correspondem respectivamente a individuos normais, individuos com
sobrepeso e individuos obesos e comparados com os genétipos como descrito

na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicao do indice de massa corporal (IMC) entre os
trés gendtipos

GG GA AA
IMC, kg/m? ne % ne % ne %
<25 14 16,5 31 20,3 4 19,0
25-29.9 38 447 75 49,0 11 52,4
230 33 38,8 47 30,7 6 28,6

Os dados sao apresentados como contagem (percentual)
P=0,74

Encontrou-se na populacdo estudada 18,9% (n=49) de individuos
considerados normais; 47,9% (n=124) de individuos com sobrepeso e 33,2%
(n=86) de individuos obesos.

Em relagdo ao polimorfismo n&o foi encontrada associacao deste com IMC.

Quando comparou-se a presenca de um alelo com HAS, excluindo a
influéncia do IMC, do género e da idade obtive-se para o alelo G uma razéo de
chance de ocorréncia de HAS (OR) de 0,54 com intervalo de confianga (IC
95%) de 0,46 a 1,35, sendo nao significativa (P=0,21), e para o alelo A uma
razdo de chance de ocorréncia de HAS de 0,79 com intervalo de confianga (IC

95%) de 0,21 a 1,41, sendo também nao significativa (p= 0,39) (Tabela 5).



Tabela 5 - Relacao entre os alelos Ae Gea
presenca de hipertensao arterial sistémica (HAS)

Alelo OR* IC 95% P
G 0,54 0,21 a 1,41 0,21
A 0,79 0,46 a 1,35 0,39

*odds ratio obtido em modelo de regresséao logistica
ajustado para indice de massa corporal, género e
idade.

Deste modo, a presenca do alelo G ou do alelo A nao interferiu na chance
de ocorréncia de HAS e sendo assim, o polimorfismo LEPR GIn223Arg nao

teve associacdo com HAS.



DISCUSSAO

Recentes pesquisas investigaram a associacdo da leptina com IMC e
hipertensao arterial e o polimorfismo GIn223Arg no receptor da mesma. Em
pessoas obesas foi encontrado alto nivel sérico de leptina, o que sugere uma
resisténcia a leptina, onde varios mecanismos contribuem para a diminuicdo do
sinal do receptor, 0 que pode ser explicado por mutagcées ou polimorfismos no
receptor'".

No presente estudo, ao ser analisada a associacao do polimorfismo LEPR
GIn223Arg com IMC, nao foi observada diferenca significativa entre os grupos
de gendtipos. Este achado esta de acordo com os resultados de alguns autores
e contra outros. Chagnon'?, ao estudar esta possivel associacdo deste e de
outros dois polimorfismos no LEPR, também ndo encontrou diferencas
significativas em nenhum dos trés polimorfismos. Wauters™ estudou o
polimorfismo em mulheres obesas e ndo encontrou associacdo com IMC ou
niveis de leptina. Em 1997 Thompson' foi o primeiro a descrever a associagao
entre o polimorfismo e o IMC. Quinton', estudando mulheres pods
menopausicas caucasianas, encontrou associagao entre o alelo A com elevado
IMC quando comparado com o alelo G.

Estudos mostram que variagdes alélicas no LEPR sao caracterizadas
significativamente pelo componente étnico, assim as frequéncias alélicas em
cada populacdo vem se mostrando diferentes'®. As freqiiéncias alélicas
encontradas no presente estudo (G(0,62) e A (0,38)), quando comparadas com

o estudo de Wauters et al.”® (G (0,52) e A (0,48), que observou caucasianos



belgas, parecem ser bem semelhantes, assim como assemelha-se as
freqliéncias observadas em caucasianos do estudo Heritage'’ (G (0,54) e A
(0,46) e com o estudo Quebeck'® (G(0,55) e A (0,45)). Quando comparadas
com negros (G (0,49) e A (0,51)) do estudo Heritage ndo parecem ser
semelhantes.Quando comparado com os estudos Japonés' (G (0,15) e A
(0,85)) e Pima'® (G (0,25) e A (0,75)) as freqiiéncias alélicas diferem muito.
Provavelmente, isto ocorre devido a grande diferenca étnica entre estas
populacdes, onde o predominio de individuos de origem japonesa e de origem
indiana, quando comparados com os individuos miscigenados deste estudo,
faca com que as frequéncias alélicas se diferenciem muito.

O hormédnio da leptina é controlado pelo hipotdlamo e, além de ocasionar
sensacao de saciedade quando é liberado, é responsavel pela termogénese.
Niveis elevados do horménio estdo associados a resisténcia a insulina que é
um importante fator de risco para a sindrome metabdlica e ocasiona o aumento
da pressao sanguinea. Cabe lembrar que a resisténcia a insulina é bastante
comum em idosos, onde 0s niveis séricos de leptina encontram-se elevados'®.
Suter®® mostrou que pacientes hipertensos apresentavam elevados niveis
plasmaticos de leptina quando comparados com normotensos; mostrou
também a correlacdo dos niveis plasmaticos do horménio com pressao arterial
sistolica.

Investigacdo em adolescentes japoneses evidenciou a correlagdo entre os
niveis plasmaticos da leptina e as pressées diastdlica e sistélica?'.

Koistien® investigou a modificacdo dos niveis plasmaticos de leptina de

acordo com a idade e ndo obteve diferenga entre os grupos etarios.



Investigagdes no gene receptor da leptina comecaram a ser realizadas
apos os estudos correlacionando a leptina aos niveis de pressao arterial.

Rosmond®* examinou em homens os polimorfismos: Lys109Arg, GIn223Arg
e Lys656Asn do gene LEPR. Observou que os homozigotos Lys109 e
homozigotos Arg223 apresentavam baixos IMC, bem como baixas PAS e PAD.
Os homozigotos Arg223 (AA) apresentavam menores pressdes que O0S
homozigotos GIn223 (GG), sugerindo, assim, a associacao da leptina com a
regulacao da pressao sanguinea, através do receptor da leptina e mostrando
as alteragdes que os polimorfismos podem causar.

No presente estudo, como se pode observar na tabela 6 e 8, ndo notou-se
associacao entre o polimorfismo estudado e HAS, mesmo quando ajustado
para IMC, género e idade.

Mais estudos com relagdo a hipertensdo e o polimorfismo devem ser
realizados a fim de esclarecer melhor esta possivel associacao.

Chiu® foi o primeiro a observar a associagdo entre o polimorfismo LEPR
GIn223Arg e a resisténcia a insulina. Constatou que a presenca do alelo A é
fator de risco para resisténcia a insulina e que individuos que possuiam este
alelo apresentavam niveis elevados de CT e LDL-c, quando comparados a
individuos sem a presenca do alelo. Sendo, entdo, propensos a sindrome
metabdlica.

No presente estudo, tentou-se verificar a associacdo dos lipideos com o
polimorfismo LEPR GIn223Arg, porém ndo encontrou-se relagdo entre os
lipidios dosados (CT, HDL-c, LDL-c) e os gendtipos.

Esta pesquisa apresentou limitagbes que devem ser consideradas.

Considerando a Lei de Equilibrio de Hardy-Weimberg, a freqiéncia genotipica



do LEPR GIn223Arg observada, quando comparada com a freqiéncia
genotipica esperada foi diferente estatisticamente (P<0,001). Este achado
indica que a populacdo estudada nao estda em equilibrio, isto é, na amostra
investigada pode estar havendo um desvio da populacao, talvez pelo fato de
que os sujeitos pesquisados fossem aqueles que tiveram acesso ao local das
entrevistas - andlises antropométricas e fisiolégicas e coleta de sangue do
projeto Passo Fundo - e este fosse restrito aos idosos do grupo de convivéncia.
Este desequilibrio pode justificar a auséncia de associacdo entre o
polimorfismo LEPR GIn223Arg e as variaveis estudadas.

Pode ter ocorrido vieses de seleg¢édo, onde apenas os idosos mais dispostos
e com condigdes de chegar ao local da entrevista ou os mais necessitados de
avaliacdes clinicas, tenho sido cadastrados.

Por se tratar de uma pesquisa em um grupo de idosos (idade igual ou
superior a 60 anos), é possivel que os individuos com fatores de risco para a
sindrome metabdlica como HAS, obesidade, dislipidemias, DM ou mesmo a
sindrome ja tivessem vindo a ébito antes de chegar a esta idade, o que
explicaria a ndo-associagéo do polimorfismo LEPR GIn223Arg com as variaveis
estudadas neste estudo. Cabe aqui salientar que pouco se sabe da relagao
entre o polimorfismo LEPR GIn223Arg com fatores de risco cardiovascular e
sindrome metabdlica na populagdo idosa. A grande parte dos estudos
relacionados ao polimorfismo pesquisou individuos jovens como adolescentes
e adultos.

Estudo de caso controle entre individuos com fatores de risco cardiovasculares
e sindrome metabdlica deve ser realizado a fim de elucidar a possivel

associacao do polimorfismo a estes fatores.



CONCLUSOES

A freqUéncia do alelo G na populacao estudada foi de 62,4% e do alelo A foi de
37,6%.A frequéncia do gendtipo GG, GA e AA foi, respectivamente, 32,7%,
59,2% e 8,1%. Nao foi encontrada associacdo entre o polimorfismo do LEPR
GIn223Arg e o indice de massa corporal.Nao foi encontrada associacao entre o
polimorfismo do LEPR GIn223Arg e CT, HDL-c e LDL-c. Nao foi encontrada
associacao entre o polimorfismo do LEPR GIn223Arg e hipertensédo arterial

sistémica.
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