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RESUMO

Introducéo: A interacao entre gene e meio ambiente tem sido apontada como
responsavel pelo aumento das doencas cronicas metabdlicas, cujos fatores de
risco vém se manifestando nas popula¢cées humanas, em idades cada vez mais
precoces. Objetivo: Analisar os efeitos dos polimorfismos -514C/T no gene
da LIPC e CT84 no gene da ApoAl, bem como da mutacdo missense no gene
da ApoE sobre os fatores de risco para doencas crbnicas, numa amostra de
adolescentes, de um municipio do interior do Estado de Sao Paulo, Brasil.
Metodologia: Foi realizado um estudo transversal com 214 adolescentes de
ambos os sexos com idade minima de 10 anos. Na coleta de dados foram
incluidos: questionario de frequéncia alimentar e de atividades fisicas
especifico para adolescentes, antropometria, afericdo da pressao arterial,
dosagens bioquimicas (insulina, glicose, colesterol total e fragcbes, triglicerideos
e Apoal) e genotipagem por PCR-real time dos genes selecionados.
Resultados: Os adolescentes portadores do alelo raro para o polimorfismo -
514CT do gene LIPC apresentaram maior prevaléncia de sindrome metabdlica.
Em relacéo ao polimorfismo TC84 da ApoAl, os adolescentes com o gendtipo
TT apresentaram maior prevaléncia de hipertrigliceridemia e se encontraram
mal adaptados a pratica de atividade fisica e consumo de carboidrato.
Analisando a mutacdo missense do gene da ApoE foi verificado que os
adolescentes portadores do alelo ApoE4 apresentaram maior prevaléncia de
fatores de risco para doencas crbnicas e eram beneficiados pelo consumo de
gordura em substituicbes aos carboidratos. Conclusdo: Recomendacdes
dietéticas e pratica de atividades fisicas direcionadas ao perfil genético do
adolescente poderdo prevenir o desenvolvimento de fatores de risco
metabdlico e o aparecimento de doencas cronicas na vida adulta.

Palavras-chave: Adolescentes, polimorfismos genéticos, doencas cronicas,

consumo alimentar e atividade fisica.
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ABSTRACT

Introduction: The interactions between genes and environment has been
identified as responsible for the increase of chronic metabolic diseases, in
which risk factors are positioning themselves in human populations at earlier
years of age. Objective: To analyze the effects of the polymorphisms -
514CT LIPC gene and CT84 ApoAl gene, as well as, missense mutation
ApoE gene on the outcome of risk factors for chronic diseases in a sample
of adolescents from a city in the state of Sao Paulo, Brazil. Methods: It was
conducted a cross-sectional study in 214 adolescents of both sexes with a
minimum of 10 years of age. The data collection included: food frequency
and physical activity questionnaire, anthropometry, blood pressure,
biochemical measurements (insulin, glucose, Total cholesterol and fractions,
triglycerides e Apoal) and genotyping of the selected genes by PCR-real
time. Results: The adolescents with the rare allele for the -514CT LIPC
polymorphism had higher prevalence of metabolic syndrome. Regarding
TC84 ApoAl polymorphism, the adolescent’s carriers of the TT genotype
had higher prevalence of hypertriglyceridemia and found themselves ill-
suited to the practice of physical activity and carbohydrate consumption.
Analyzing the missense mutation of the ApoE gene it was found that
adolescents with the ApoE4 allele had a higher prevalence of risk factors for
chronic diseases and were benefited by the consumption of fat to
carbohydrate substitutions. Conclusion: A dietary and physical activity
treatment targeted to the genetic profile of the adolescent may prevent the
development of metabolic risk factors and the onset of chronic diseases in
adulthood.

Key words: Adolescents, genetic polymorphisms, chronic diseases,

dietary intake and physical activity.
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1. INTRODUCAO

O deciframento de identidades genéticas individuais tém potencial de
ampliar radicalmente muitas das estratégias utilizadas na melhoria da
populacdo (CHAVES; DE CHAVES, 2003).

A obesidade, uma doeng¢a de multiplos determinantes genéticos, apresenta-
se atualmente como um grande problema de saude e tem afetado o ser
humano em todos os seus estagios de vida, o que iclui a infancia e a
adolescéncia (RANKINEN et al, 2006).

A infancia e a adolescéncia sdo consideradas periodos criticos para o
desenvolvimento de fatores de risco para doencas a serem manifestadas na
vida adulta (DIETZ, 1998).

A genética ndo explica este crescente aumento da obesidade, j4 que desde
0 inicio da humanidade a composicdo genética dos individuos modificou-se
marginalmente. Porém os habitos cotidianos dos individuos, que incluem
consumo alimentar e atividade fisica, ttm se modificado de forma marcante
durante a historia da humanidade e essas alteracGes parecem ter “despertado”
a atuacdo de variavéis genéticas antes consideradas “adormecidas”
(DARNTON-HILL et al, 2004).

A obesidade ndao é apenas um problema estético e psicossocial. Esta
desordem representa risco para o desenvolvimento de outras doencas
metabolicas, como diabetes, hipertensédo arterial e dislipidemias. O conjunto
dessas doencas é normalmente precedido pela sindrome metabdlica (SM), que
envolve desordens do metabolismo da glicose e lipidico (GRUNDY, 2011).

As alteracbes no metabolismo lipidico relacionadas as triglicérides (TG),
colesterol de lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) e colesterol de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C) estdo intimamente ligadas ao
desenvolvimento dessas doencas cronicas metabdlicas e a SM (NOCK; PILLAI,
2012).

A apolipoproteina E (ApoE), a apolipoproteina Al (ApoAl) e a lipase
hepéatica (HL) sdo componentes importantes do metabolismo lipidico que

interagem com essas lipoproteinas e lipidio (ORDOVAS, 2009).
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A presenca de polimorfismos nos genes que expressam essas proteinas
tem modificado a concentracdo de lipoproteinas séricas e o0 risco de
desenvolvimento de doencas crénicas metabodlicas. Em Piracicaba-SP, local de
desenvolvimento deste estudo, resultados de trabalho anterior revelaram
elevada prevaléncia de alteracdes lipidicas, independentemente do estado
nutricional, sugerindo que nesta populacédo poderia estar ocorrendo a interacéo
de fatores genéticos e ambientais na determinacdo das alteracdes
encontradas, visto que a composicao da dieta teve influéncia tanto na
adiposidade corporal (BALTHAZAR, OLIVEIRA, 2011), quanto nos lipideos
séricos (BALTHAZAR, 2008), mas ndo o suficiente para explicar o fenémeno
encontrado naqueles adolescentes.

Assim sendo, o estudo teve como objetivo analisar os efeitos dos
polimorfismos nos gene LIPC, ApoAl e ApoE sobre os fatores de risco para
doencas cronicas metabdlicas, numa amostra de adolescentes, considerando
também a influencia do consumo alimentar e atividade fisica na resposta

destes polimorfismos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS (DCNT)

As doencas cardiovasculares (DCV) estdo entre as grandes preocupacdes
de saude publica nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. No Brasil
as DCV representam a principal causa de morte no pais (MALTA et al, 2006),
como em outros paises da América Latina e do Caribe (PRAMPARO et al,
2006).

As DCV geralmente estdo associadas a um ou mais fatores de risco, que
incluem aqueles ndo modificaveis: predisposicdo genética, sexo, idade e o0s
modificaveis, como, obesidade, diabetes, hipertenséo e dislipidemia (colesterol
total e colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C) elevado, assim
como baixo colesterol de lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) (DE GODOY
et al 2006; ORDOVAS, 2009).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado uma maior prevaléncia de DCV em
populacdes com altas concentracdes sanguineas de colesterol. O efeito do
colesterol sanguineo na formacao do ateroma tem inicio precoce. Foi mostrado
gue as estrias gordurosas comecam aparecer na aorta aos trés anos de idade
e, aos quinze anos comprometem 15% desta artéria e estas alteracdes tendem
a permanecer na maioridade (FORTI et al, 1998).

No Brasil em alguns estudos com numeros restritos de criangcas e
adolescentes se tem mostrado diversos tipos de dislipidemias. Na cidade de
Floriandpolis, uma pesquisa com 1009 criangas e adolescentes verificou que
23% da amostra apresentavam baixo nivel de HDL-C e 25% apresentavam
altos niveis de colesterol ndo HDL (GIULIANO et al, 2011).

Em Itapetininga, cidade do interior do estado de Sao Paulo, uma pesquisa
com uma amostra de 494 criancas e adolescentes verificou que 51% desses
individuos apresentavam aumento no Colesterol, 40.5% aumento no LDL-C,
8,5% aumento no triglicérides (TG) e baixa concentracdo de HDL-C em 6,1%
dessas criancas (PEREIRA et al, 2009). Em Belém do Para, um estudo
prospectivo e transversal com escolares na faixa etaria entre 6 e 19 anos

verificou que 41% da amostra apresentava algum tipo de dislipidemia, sendo as
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alteracdes de HDL-C a de maior frequéncia (29,5%) seguidos pela alteragbes
de TG (15,8%) (RIBAS; SILVA, 2009).

Tradicionalmente, a reducdo dos riscos para as DCV costumam ser
medidos a partir dos efeitos de determinada varidvel sobre os lipidios
plasmaticos, mais especificamente sobre as concentracbes de componentes
das lipoproteinas, que sao responsaveis pelo transporte e distribuicdo de
lipidios pelo corpo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

2.2. METABOLISMO LIPIDICO
2.2.1 Lipoproteinas:

As lipoproteinas séo particulas globulares formadas a partir da combinacao
de lipidios e proteinas em propor¢cdes variadas. Os TG e os ésteres de
colesterol sdo seus principais lipidios constituintes. Na superficie, que é
hidrofébica, encontram-se fosfolipidios, uma pequena quantidade de colesterol
livre (CL) e proteinas chamadas apolipoproteinas (Apo) (BIGGERSTAFF;
WOOTEN, 2004).

As lipoproteinas sdo classificadas de acordo com a densidade, que €
determinada pela quantidade de lipidios e proteinas contidas nas particulas.
Quanto maior quantidade de proteinas maior sera a densidade (SIKORSKI,
2006).

As lipoproteinas sao classificadas em: quilomicrons (Qm) - lipoproteina
formada no intestino que transporta TG para os tecidos, ciclo exégeno - as
lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL), as lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL), as LDL, a lipoproteina(a) (particula semelhante a LDL que
apresenta a Apo(a) e é considerada um marcador para DCV) e as HDL
(SIKORSKI, 2006).
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2.2.2 Transporte de lipidios para os tecidos

Os TG da dieta transportados até o figado pelos Qm ou aqueles produzidos
endogenamente a partir de carboidratos e proteinas sdo o0s principais
componentes das VLDL que sdo sintetizadas pelo figado (RECKLESS;
LAWRENCE, 2003). A principal Apo da VLDL € a ApoB100, responsavel pela
sua secrecao, porém essa particula apresenta também outras proteinas em
sua estrutura, como, as ApoC (C1,C2,C3) e ApoE. (CHANDALIA; ABATE,
2003).

A VLDL é liberada do figado para os musculos e tecido adiposo, onde a
ApoC2 ativa a Lipase Lipoprotéica (LLp) que hidrolisa os TG e libera &acidos
graxos para armazenamento de gordura no tecido adiposo ou para serem
oxidados na producdo de energia pelos musculos e outros tecidos (KIRK,
2005). Com a deplegcédo de TG e enriquecimento com colesterol esterificado
(CE) é formados os remanescentes de VLDL que podem ser recicladas no
figado pela interacdo com o receptor hepatico de LDL, em processo mediado
pelas ApoB e ApoE (SIKORSKI et al, 2006, NAKAJIMA et al, 2011). Outro
processo alternativo é a remodelacdo de VLDL remanescente em IDL e em
seguida LDL a partir da Lipase hepatica (HL) (SIKORSKI, 2006).

A LDL é constituida de 20% de ApoB100, 9% de CL, 38% de CE e 7% de
TG (SIKORSKI, 2006). A LDL é responsavel pelo fornecimento de colesterol
aos tecidos, usado na sintese e reparacdo da membrana celular e para
processos como sintese de hormdénios esterdides e vitamina D (SIKORSKI,
2006).

As particulas de LDL permanecem por longo tempo no plasma, mas podem
ser captadas pelo figado, sendo esta a principal forma de controle das
concentracdes séricas de colesterol (TEERLINK et al, 2004).

O aumento de colesterol exdégeno leva a uma queda da expressao de
receptores hepaticos para LDL, o que leva ao aumento do LDL-C no sangue,
aumentando a possibilidade de que seja oxidado e, por consequéncia, promova
a formacéo de placa aterosclerética (DAVIGNON; GANZ, 2004).
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2.2.2.1 Apolipoproteina E (ApoE)

A ApoE é uma glicoproteina componente estrutural da maioria das classes
das particulas de lipoproteinas circulantes (GOLLEDGE et al., 2010; BURMAN
et al, 2009).

A maior parte da ApoE é sintetizada pelo figado, sendo a outra parte
sintetizada por diversos tecidos (glandulas adrenais, ovarios, pulmdes, tecido
adiposo, rins) (MINIHANE et al, 2007).

A ApoE humana é formada por uma Unica cadeia polipeptidica de 299
residuos de aminoacidos com uma massa molecular de 34,2 kDa. Na ApoE
existem dois dominios dobrados independentes: O N - terminal e o C-terminal
(SAITO et al, 2004).

O dominio N - terminal é responséavel pela ligacdo da ApoE ao receptor de
LDL e o dominio C - terminal possui alta afinidade com os lipidios e é
responsavel pela mediacao da ligacdo da ApoE a superficie das particulas de
apolipoproteina (SAITO et al, 2004).

A ApoE possui fungdes importantes no metabolismo das lipoproteinas,
como: co-fator na sintese de VLDL, participa da hidrélise dos remanescentes
de VLDL para a producdo de LDL, € responsavel pela captacdo das
lipoproteinas pelo figado e sitios periféricos, jA& que € um ligante de alta
afinidade para o receptor que media a remocdo dos remanescentes das
lipoproteinas (DO et al, 2009; MINIHANE et al, 2007).

A ApoE parece estar associada com variagbes nas concentracdoes de
lipoproteinas séricas em adultos (SMART et al, 2010) e com o

desenvolvimento e progresséo da aterosclerose (GOLLEDGE et al, 2010).
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2.2.3 Transporte reverso do colesterol

2.2.3.1 Lipoproteina de alta densidade — HDL

A HDL tem origem no figado a partir da sintese de ApoAl e ApoA2,
podendo ApoAl também originar-se no intestino (LUND-KATZ et al, 2003). A
HDL nascente, contendo apenas ApoAl e fosfolipidio, € instavel e pronta para
adquirir lipideos, o0 que ocorre ao interagir com células periféricas, como 0s
macrofagos prontos para doar CL (BARTER et al, 2004; SINGH et al, 2007;
GERMAN et al 2006). Esse processo é mediado pela ‘ATP-binding cassete
protein, subfamilia A1’ (ABCA1), que promove a solubilizacéo desses lipidios. A
ApoAl é a principal apolipoproteina das HDL, mas essas particulas podem
também conter ApoA2, ApoC, ApoD e ApoE. Esta lipoproteina é a de maior
densidade (1,06 — 1,20 gmL™) e de menor diametro (10nm) (LUND-KATZ et al,
2003).

As HDL formam um grupo de particulas com variadas densidades, entre as
guais predominam as particulas maduras, esféricas, menos densas e ricas em
CE, as fragdes de HDL; e HDL, Em menor quantidade, encontram-se as
particulas de muito alta densidade, incluindo as pré-p-HDL, das quais depende
a eficiéncia da HDL na remocéo do colesterol dos tecidos periféricos (LUND-
KATZ et al, 2003; SIKORSKI, 2006).

Ao processo de remocdo do colesterol dos tecidos periféricos e das
lipoproteinas ricas em colesterol pelas HDL € dado o nome de transporte
reverso do colesterol (TRC). Além da ABCAL, nesse processo entdo envolvidas
a enzima lecitina-colesterol acil transferase (LCAT), a proteina transportadora
de colesterol ester (CETP) e a PLTP (proteina da transferéncia de fosfolipidio).
Pela acdo da LCAT ha esterificacdo do colesterol livre no interior das particulas
atua sua maturacéo, na forma de HDL,, passando antes pelo formato de HDL3
uma particula menor e mais densa (BARTER et al., 2003; WANG; BRIGGS,
2004). Pela mediacdo da CETP e da PLTP, o CE e os fosfolipidios séo
exportados das HDL para lipoproteinas que contém ApoB, enquanto as HDL

recebem TG dessas mesmas.
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O enriquecimento das particulas de HDL, com TG torna a particula
substrato para a lipase endotelial e para a HL, esta ultima é uma enzima
aderida ao endotélio dos vasos hepaticos (EISENBERG, 1984; VON
ECKARDSTEIN et al, 2001; SANTAMARINA et al, 2004). A acao da HL e das
proteinas de transferéncia formam particulas de HDL pobres em lipideos,
convertendo novamente a HDL, a HDL3, que retorna ao ciclo de remocao
tecidual. No figado, o ‘Scavenger receptor B1' (SR-B1) media a absorcao
seletiva de ésteres de colesterol da HDL para o figado e o6rgaos
esteroidogénicos. (BURTIS et al, 1999; PROCASKA, 2008; SILVA , 2007).

2.2.3.2 Apolipoproteina A1 (ApoAl)

A ApoAl é a apolipoproteina que possui um principal papel na inicializacéo
do TRC (REICHL; MILLER, 1989). A producdo e o catabolismo desta
apolipoproteina irdo determinar a concentracdo plasmatica do HDL-C
(BOLANOS-GARCIA; MIGUEL, 2003).

A ApoALl é sintetizada no figado e, em menor quantidade, no intestino; sua
forma humana consiste de 243 residuos de aminoacidos e massa molecular de
28kDa (BOLANOS-GARCIA; MIGUEL, 2003). A ApoAl é dividida em dois
dominios: Um dominio N-terminal (residuos 1-43) e um dominio C-terminal
(residuos 44-243) (SAITO et al, 2004).

A a-hélice do terminal C € o segmento mais apolar da molécula apoA-I
humana e, presumidamente, esta € responsavel pelo estimulo do efluxo do
colesterol (SAITO et al, 2004). Um estudo realizado por Lyssenko et al. (2012)
indicou que tanto a taxa de efluxo de colesterol e os tamanhos das HDL sé&o
sensiveis a hidrofobicidade da hélice da ApoAl (LYSSENKO et al, 2012).

A ApoAlmedia trés passos no TRC: (1) a formacédo da HDL nascente a
partir de colesterol livre (CL) e fosfolipidios pela acdo da ABCA1; (2) a
conversdo de CL nas particulas de HDL em CE por atuar como co-fator na
associacdo de HDL com a enzima LCAT e; (3) a transferéncia de CE e CL da
HDL para o figado por atuar como um ligante para o SR-BI localizado na
superficie dos hepatdcitos (BOLANOS-GARCIA; MIGUEL, 2003; SAITO et al,
2004).
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A molabilidade e a instabilidade da ApoAl torna a apta para se ligar a
varias particulas lipidicas e formar particulas de HDL de diversos tamanhos
(BOLANOS-GARCIA; MIGUEL, 2003; SAITO et al, 2004).

Varios estudos epidemioldgicos e clinicos revelaram associagdo entre as
baixas concentracdes plasmaticas de HDL-C e de ApoAl e o aumento do risco
de infarto do miocéardio. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

2.2.3.3 Lipase Hepatica (HL)

A HL é uma glicoproteina membro da superfamilia lipase (ISAACS et al,
2004). Esta enzima é sintetizada e secretada principalmente pelo figado e em
menor quantidade na glandula adrenal e ovario (SANTAMARINA-FOJO et al,
1998). Nesta enzima sao encontrados dois dominios: o dominio N-terminal que
contém uma triade catalitica (Aspartato — Histidina - Serina) e o dominio C-
terminal, onde € localizado o mais importante sitio de ligacdo aos lipidios
(SANTAMARINA-FOJO et al, 1998).

A HL é encontrada ligada as proteoglicanas de heparan sulfato (HSPG), na
superficie dos hepatécitos e células endoteliais podendo ser liberada na
corrente sanguinea pela heparina e HDL (JI et al, 1998).

A HL possui um importante papel no metabolismo e modelagdo de
lipoproteinas pro e anti aterogénicas, sendo considerada por alguns autores
como fator de risco e por outros como protecdo para DCV (ISAACS et al,
2004). A HL funciona tanto como hidrolase de acilglicerol, hidrolisando TG dos
remanescentes de Qm, IDL, LDL e HDL e fosfolipase de HDL, (JANSEN et al,
2002). Quanto maior a atividade da HL maior a formacdo de LDL pequenas e
densas (CARR et al, 2001).

A HL também pode facilitar o processo do TRC, pois ao mediar a
conversao de HDL, rica em TG em HDLj3; pobre em TG libera ApoAl e HDL
pobre em lipidios que retornam ao periférico para recomecar o ciclo do TRC
(HILL; MCQUEEN, 1997) .

A funcédo da HL ndo é apenas atribuida a atividade lipolitica, mas devido a
sua habilidade de se ligar ao HSPG ela facilita a captacéo de lipoproteinas pelo
figado, incluindo os remanescentes de Qm, beta-VLDL, LDL como também
HDL (SANTAMARINA-FOJO et al, 1998).
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2.3. Sindrome metabdlica ou sindrome de resisténcia a insulina:

A dislipidemia, obesidade, hipertenséo arterial sistémica (HAS) e diabetes
mellitus sdo causadas por fatores de risco resultantes de mudanca de habitos
de vida e se encontram patogenicamente interligadas, sendo essa associacao
caracterizada pelo termo de sindrome metabdlica ou sindrome de resisténcia a
insulina (GRUNDY, 2011).

O acumulo de gordura intra-abdominal aumenta a atividade lipolitica
celular, ocorrendo maior liberagdo de acidos graxos livres (AGL) na veia porta.
Os AGL em excesso contribuem para maior liberacdo hepéatica de VLDL e
diminuicdo da extracdo hepatica de insulina (BOSELLO; ZAMBONI, 2000;
OLIVEIRA et al, 2004). A resisténcia a insulina também pode aumentar a
producdo de VLDL por duas vias: (1) Reducdo da mediacdo da insulina na
supressdo da lipase horménio-sensivel (enzima responsavel pela quebra de
triglicérides em glicerol e acidos graxos nos adipdcitos); (2) Diminuicao da
degradacéo da ApoB (ADELI et al, 2001).

Maior liberagdo e maior tempo de permanéncia da VLDL na circulacdo
levam a reducdo das concentracdes e do tamanho da HDL e aumento da
formacao de LDL menores e mais densas. Isso, uma vez que o CETP facilita a
troca de triglicérides (por colesterol) da VLDL para as particulas de HDL e LDL,
aumentando a acdo da HL nestas lipoproteinas, formando HDL menores que
sdo mais facilmente eliminadas pelo rim e LDL menores mais densas que s&o
consideradas bem mais aterogénicas (BLACKBURN; BELVIS, 2004; OLIVEIRA
et al, 2004; BAYS et al, 2005).

A HAS desenvolve-se pelas mesmas vias da dislipidemia, com o aumento
de acidos graxos liberados pelo tecido adiposo e inibicdo da producdo de 6xido
nitrico endotelial, um potente vasodilatador (CARVALHO et al, 2006). Ao
mesmo tempo € estimulada a geracdo de anions super-6xidos por células
endoteliais e vasculares, contribuindo para a diminuicdo da biodisponibilidade
de 6xido nitrico (CARVALHO et al, 2006).
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2.4. FATORES DIETETICOS

A dieta € um importante fator de modulacéo das lipoproteinas plasmaticas,
sendo considerado pelo National Cholesterol Education Program (NCEP) um
dos primeiros tratamentos para a reducdo do colesterol sérico elevado
(NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2002).

Pelo NCEP, os componentes essenciais para a mudanca da dieta incluem
a reducdo do &cido graxo saturado (SFA) (< 7% do total de energia) e do
colesterol dietético (< 200mg/dia), uma vez que esses lipidios sdo os
responsaveis pelo aumento do LDL-C (NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM, 2002).

Os SFA néo apresentam na sua estrutura dupla ligacdo entre os atomos de
carbono tornando o saturado de hidrogénio, reduzindo assim a velocidade de
eliminacéo do colesterol sérico, facilitando a sua deposi¢do nos vasos (CHUN-
LAN et al, 1992).

Na dieta ocidental o acido palmitico (C16.0) € 0 mais importante SFA, sendo
seguido pelo acido estearico (Cig.o), miristico (C14.0), laurico (Ci2.) € aqueles de
cadeias médias e curtas (Cip0 ou menos - MCFA) (VIANNI; BRAZ FILHO,
1995).

No geral 1% de aumento no total de energia da dieta proveniente de SFA,
aumenta em 2% o LDL-C (MENSINK; KATAN, 1992). Concomitante, também &
verificado aumento na concentracdo de HDL-C e TG, quando comparado a
substituicao de carboidrato (MENSINK et al, 2003).

Porém, nem todos os SFA se comportam da mesma maneira, 0 acido
laurico e o miristico sdo os que tém maior potencial para aumentar a
concentracdo do colesterol total e de LDL, como também do HDL (MENSINK et
al, 2003). Porém o acido laurico tem um maior efeito sobre o HDL em
comparacao ao miristico. Em relacdo ao acido graxo palmitico, alguns estudos
indicam que este acido graxo é menos aterogénico que o laurico e o miristico
(SUNDRAM et al, 1994; MENSINK et al, 2003), apesar de ndo confirmado em
todos os estudos (ZOCH et al 1994; BERRY, 2009).

O acido esteérico apesar de ser classificado como SFA possui um efeito

muito diferente dos demais acidos dessa categoria (HUNTER et al, 2010). Em
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alguns estudos foi verificado que ele possui um pequeno efeito sobre a
concentracdo do LDL-C ou tende a diminuir a concentracdo desta lipoproteina
guando comparado a outros SFA, o mesmo foi verificado com a concentracéo
de HDL-C (ARO et al, 1997; SNOOK et al, 1999; BECKER et al, 1999).
Gorduras naturalmente ricas em &cido estearico incluem o 6leo de noz de
Karité, manteiga de cacau, manteiga, banha de porco e sebo bovino (HUNTER
et al, 2010).

Os &acidos graxos trans (TAF) aumentam a quantidade de LDL-C tanto
quanto o SFA, as recomendacgdes brasileiras indicam um consumo abaixo de
1% do total de caloria (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007).

Os TAF séo acidos graxos insaturados que contém uma ou mais ligacdes
duplas de etileno na configuragcdo geométrica trans, ou seja, 0s atomos de
hidrogénio estdo em lados oposto da cadeia de carbono (LARQUE et al, 2001).

Esse &cido pode ser encontrado naturalmente na gordura animal, mas
também pode ser produzido nas industrias pelo processo de hidrogenacgéo
catalitica de Oleos vegetais (MICHA; MOZAFFARIAN, 2008).

Esses acidos graxos sdo encontrados em bolachas, biscoitos, paes,
sorvetes, alimentos fritos em gordura hidrogenada, entre outros
(STACHOWSKA et al, 2006).

Além da reducao do SFA, TAF e colesterol dietético, outros macronutrientes
também devem ser considerados para que se tenha uma dieta saudavel: acido
graxo monoinsaturado (MUFA) (< 20% da energia consumida), acido graxo
poliinsaturado (< 10% da energia), gordura total (25 a 35% da energia)
carboidrato (50 a 60% de energia), proteinas (z15% da energia) e fibras
dietéticas (20 a 30g por dia) (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION
PROGRAM, 2002).

Os MUFA, como o préprio nome sugere, apresentam apenas uma Unica
dupla ligacdo na cadeia de carbono (BRONDZ, 2005). Esta dupla ligacdo esta
posicionada no nono atomo de carbono, contando a partir do final da metila
(6bmega) da cadeia de acidos graxos (BRONDZ, 2005).

O mais comum MUFA da dieta € o &cido oléico (Cig:1), mas também sao

encontrados o palmitoléico (Cq6:1), 0 acido miristoléico (Ci14.1), acido gadoléico
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(C20:1) € 0 acido erucico (Cz21) (MINISTRY OF AGRICULTURE, FISHERIES
AND FOODS, 1998).

Uma dieta rica em MUFA tem resultado em diminuicdo das concentracoes
plasmaticas de LDL-C, enquanto mantém ou aumenta as concentragfes de
HDL-C e diminui 0 TG (GILLINGHAM et al, 2011).

Em todos os estudos consultados foi confirmada a necessidade de
substituir a energia de SFA por acidos graxos insaturados, mas ainda € incerto
se a troca deve ser por MUFA ou &cidos graxos poli-insaturados (PUFA), existe
gquem defenda a troca por MUFA, porém para alguns essa decisdo é
precipitada (GUSTAFSSON et al, 1992; FANG-HSUEAN et al, 2010).

Num estudo de revisdo Truswell et al. (1998) analisaram as diferencas
entre os varios tipos de o6leos dietéticos ricos em MUFA (6leo de oliva, canola,
girassol e cartamo). Foi verificado que com o consumo de 6leo de oliva a
concentragdo de LDL-C foi maior que com o consumo dos demais Oleos
(TRUSWELL; CHOUDHURY, 1998).

O 6leo de oliva é o que apresenta maior quantidade de MUFA, o 6leo de
canola apresenta maior quantidade de PUFA em relacdo ao 6leo de oliva, o
Oleo de cartamo apresenta maior quantidade de PUFA e menor quantidade de
SFA em relacdo ao 6leo de oliva e por ultimo o 6leo de girassol apresenta
menor quantidade de SFA (TRUSWELL; CHOUDHURY, 1998). Deste modo
pode se avaliar que a melhora nas concentracdes de LDL-C nesses 0leos ricos
em MUFA, ndo seja realmente por causa desse acido graxo e sim por outros
componentes (TRUSWELL; CHOUDHURY, 1998).

Deve-se lembrar de que o MUFA ganhou atencdo devido a dieta
mediterranea, individuos que consumiam essa dieta apresentavam menor risco
de DCV, nesta dieta o 6leo de oliva é a fonte predominante de gordura, mas
esses individuos também consomem uma menor quantidade de SFA e uma
maior quantidade de peixes, graos, frutas, legumes (SOFI et al, 2008). Portanto
o efeito benéfico pode ndo estar apenas relacionado ao consumo de 6leo de
oliva e sim a outros componentes presentes na dieta mediterranea.

O PUFA apresenta dois ou mais duplas ligacbes cis, com a posi¢cdo da
primeira dupla ligacdo no atomo de carbono seis a partir do final da metila da

molécula. O O6mega n-6 (Linoléico) € o PUFA predominante na dieta e é
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encontrado nas castanhas, sementes e nos 6leos vegetais, como os de milho e
soja. O 6mega n-3 (Linolénico) é encontrado nos peixes, principalmente
savelha, salméo, atum e anchova (MEYER et al, 2003).

As dietas ricas em PUFA tendem a diminuir as concentracdes colesterol
em todas as lipoproteinas (MATA et al,1998; ORDOVAS et al, 2006). Varios
ensaios clinicos controlados tém comparado o efeito de PUFA, ao substituir os
SFA e se tem verificado que essa substituicdo tem reduzido os riscos de DCV,
devido ao balanco entre acidos graxos 6mega-3 e 6 na resposta inflamatéria
(RUXTON et al, 2004; KAPOOR et al, 2006 ).

Nas diretrizes do NCEP para a dieta, também foca-se a quantidade total de
gordura a ser consumida, porém isto € apenas realizado para evitar um
excesso no consumo de SFA. Muitos também substituem SFA por carboidrato,
apesar de haver uma queda de LDL-C, a quantidade de TG e HDL-C,
respectivamente, aumenta e diminui (NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM, 2002).

Além de sofrer influéncias de macronutrientes, o risco para DCV pode estar
associado aos padrbes dietéticos (U.S. DEPARTMENT OF AGRICULTURE
AND U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2000;
KRAUSS et al, 2000). Em muitos estudos tém se verificado que um padréo
dietético que privilegia um consumo de legumes, leguminosas, frutas, graos
protege contra doencas metabdlicas (KOLETZKO; TOSCHKE, 2010;
AOUNALLAH-SKHIRI et al, 2011; BALTHAZAR; OLIVEIRA, 2011). Este padréo
dietético parece estar relacionado ao aumento de nutrientes antioxidantes,
acido fdlico, fibras dietéticas, vitaminas do complexo B, entre outros
micronutrientes (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2002).
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2.5. ATIVIDADE FiSICA

A atividade fisica € definida por qualquer movimento que seja resultado de
contracdo muscular voluntaria que leve a um gasto energético acima do
repouso. Por exemplo, andar, dancgar, correr, pedalar, subir escadas, jardinar ou
nadar (MATSUDO et al, 2006).

A atividade fisica € um importante determinante das caracteristicas fisicas
de adultos e adolescentes. A falta de atividade fisica associada com o excesso
de consumo de alimentos densamente energéticos pode resultar em doencgas
cronicas, como obesidade, dislipidemias entre outras (FONSECA et al, 1998).

A inatividade fisica esta associada com risco aumentado para DCVs. Por
outro lado, a pratica de atividade fisica modifica favoravelmente varios fatores
de risco, como, reducédo de LDL-C e TG, aumento do HDL-C e melhora da
sensibilidade a insulina e HAS. Evidéncias de varios estudos observacionais
tém observado a associagdo de atividade fisica com diminuicdo de risco para
DCVs (PAFFENBARGER et al, 1993 HASKELL et al, 1994).

A inatividade fisica, que é caracterizada pela falta de atividade fisica do dia
a dia (ocupacgdo e transporte) e aumento das atividades sedentarias (uso de
computador e televisdo), reduz o gasto caldrico e esta reducdo contribui para o
desenvolvimento da obesidade (HOPIN, 2005).

Os mecanismos pelos quais a inatividade fisica aumenta o risco para DCVs
provavelmente sao multifatoriais.

Alteracdes lipidicas podem estar associadas a este ganho de peso, porém
esse mecanismo ainda é controverso (RAITAKARI et al, 1997). Estudos de
intervencdo evidenciam a melhora de perfil lipidico e de lipoproteinas com a
atividade fisica. Esse efeito € independente de sexo, peso corporal e adogéo
da dieta, porém pode ser dependente do grau de tolerancia a glicose
(LAMPMAN; SCHTEINGART, 1991; DURSTINE; HASKELL, 1994).
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2.6. FATORES GENETICOS X ESTILO DE VIDA

A identidade genética, que pode ser definida como uma combinacao Unica
de variantes comuns de milhares de genes polimérficos que regem vias
metabodlicas e enddcrinas (metabolismo lipidico, metabolismo energético,
funcdo cardiaca, metabolismo da glicose, entre outras), interage com fatores
ambientais (DARNTON-HILL et al, 2004). A dieta é um dos mais importantes
fatores que influencia a resposta dos genes e que modula diversas doengas
com patogénese multifatorial (ORDOVAS, 2009).

A gordura dietética € um importante macronutriente para o crescimento e
desenvolvimento do organismo (JUMP; CLARKE, 1999). Além do seu papel de
fonte energética e o seu efeito na composicdo das membranas biologicas, a
gordura dietética tem um profundo efeito na expressdo génica, levando a
mudangas no metabolismo, crescimento e diferenciagdo celular (JUMP;
CLARKE, 1999).

A atividade fisica, como ja mencionada, possui um importante papel no
gasto energético total diario, contribuindo para a regulacao do peso corporal. A
atividade fisica parece diminuir a expressdo de genes relacionados com a
sintese de &cido graxo e reducdo de liopogénese (FIEBIG et al, 1999).
Portanto, pode diminuir os efeitos de genes relacionados a obesidade
(CHANOCK et al, 2007) e consequentemente fatores de risco para DCV.

Nesta revisdo focaremos na interagdo dos fatores genéticos com o0s
dietéticos na resposta do metabolismo lipidico. Serdo analisados o0s
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) do gene da ApoAl, da LIPC (Lipase

hepéatica) e da ApoE (mutagdo missense).

2.7. FATORES GENETICOS

2.7.1 O Gene da Lipase Hepatica (LIPC)

O gene humano da lipase hepatica (LIPC), localizado no cromossomo
15g21-g23 com um tamanho de fragmento >120kb de DNA, codifica uma
proteina de 449 aminoéacidos, a HL (CARR et al, 2001).
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Figura 1. Localizagéo do gene LIPC
Fonte: Genetic Home Reference, 2012

Tem se verificado que quanto maior a expressdao da HL, menor a
concentracdo de HDL e quanto menor a expressdo da HL maior a
concentracdo de HDL (ISAACS et al, 2004). Notavelmente, a variagao alélica
do gene LIPC é responsavel pela variabilidade da concentracédo plasmatica de
colesterol de HDL (CARR et al, 2001; ISAACS et al, 2004; GOMES et al, 2005;
JI et al, 2002; ORDOVAS et al, 2002; SOMEKAWA et al., 2002; ZAMBON et al,
2001; ZHANG et al, 2005; YAMAKAWA-KOBAYASHI et al, 2002).

Na regido 5'-flanqueadora do gene LIPC séao verificados 4 polimorfismos
relacionados ao sitio de transcricdo e que apresentam-se em total linkage
disequilibrium (desequilibrio de ligacdo), encontrando-se associados a baixa
atividade da HL e maior concentragao de HDL-C (GUERRA et al, 1997).

Neste trabalho focou-se numa substituicdo comum de C (citocina) por T
(timina) na posicao -514 (rs1800588) da regidao promotora do gene LIPC. O
alelo T esta associado com a queda da atividade da HL, aumento da
concentragdo de particulas de HDL, aumento da subfracdo de grandes HDL e
grande flutuabilidade das particulas de LDL; ao contrario do alelo C que se
apresenta associado ao aumento da concentracédo de LDL pequenas e densas
(ISAACS et al, 2004; CARR et al, 2001).

Em um estudo de meta-analise a partir de 25 publicacdes, em torno de 24
mil individuos analisados, encontrou-se significativo aumento da média de
HDL-C no grupo com genétipo CT em torno de 0,04 mmol/L (1,54 mg/dl) e no
grupo TT o aumento foi de 0,09mmol/L (3,47mg/dL), comparados ao grupo CC
(ISAACS et al, 2004).
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Em estudos experimentais, nos quais foi investigada a associacdo do
polimorfismo -514CT com o consumo de acidos graxos foi mostrado que as
concentracfes dos lipidios plasmaticos se alteram de acordo com o tipo de
acidos graxo consumido e com a presenca de alelos T e C no gene da LIPC.

No Framingham Study verificou-se que a presenca do genoétipo TT poderia
prejudicar o funcionamento normal do metabolismo lipidico, quando dietas ricas
em gorduras de origem animal fossem consumidas, pois quando o consumo de
gordura era maior que 30% da energia proveniente da dieta em individuos com
genotipo TT, as concentracdes de HDL-C foram baixas. Estas relagdes foram
verificadas com as gorduras saturadas e monoinsaturadas, mas nao com as
gorduras poliinsaturadas (ORDOVAS et al, 2002).

No estudo de Gomes et al. (2005) foi verificado que a concentracdo de
glicose plasmaética foi significativamente maior em homens que carregavam o
alelo T ap6s o consumo de uma dieta rica em gorduras saturadas, do que apos
um consumo de uma dieta rica em carboidratos ou de uma dieta mediterranea
(GOMES et al, 2005).

Numa pesquisa realizada com homens diabéticos, o alelo T foi associado
com alta concentracdo de HDL-C apenas em homens que n&o apresentavam
excesso de peso e que consumiam uma alta quantidade de gordura saturada
(ZHANG et al, 2005).

2.7.2 O Gene da Apolipoproteina A1 (ApoAl)

O gene da ApoAl esta localizada na regido 23 do braco longo do
cromossomo 11 (11923) e esta regido é conhecida por influenciar os
parametros lipidicos em humanos, sendo que mutacdes nesta regido
cromossdmica tém sido associadas a grave hipertrigliceridemia, evidenciada ha
mais de 15 anos (GROENENDIJIK et al., 2001a).
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Figura 2. Localizac&do do gene ApoAl
Fonte: Genetic Home Reference, 2012

A diminuicdo das concentracdes de HDL-C e ApoAl tem sido associada a
diferentes mutacdes no gene da ApoAl (FRANCA et al, 2005; HONG et al,
1997; ROMA et al,1990 SINGH et al, 2007).

Os polimorfismos da ApoAl sdo muito estudados e tem se verificado a
influéncia destes na concentracdo de HDL-C e TG (ORDOVAS et al, 2002;
FRANCA et al, 2005; SINGH et al, 2007; GROENENDIJK et al, 2001b; SHIOJI
et al, 2004). Além disso, tem se constatado uma associacdo desses
polimorfismos com as DCVs (SHIOJI et al, 2004; DAWAR et al, 2010).

O polimorfismo T84C Haelll ApoAl (rs5070) localizado na regido intrénica
2 foi um dos mais recentes descobertos no gene APOA1 e este polimorfismo
encontrou-se associado com hipertrigliceridemia (GROENEDJKI et al, 2001b,
YAMADA et al, 2007; SHIOJI et al, 2004,) e HDL-C abaixo do normal (SHIOJI
et al, 2004).

A expressao genética da ApoAl, tem visto ser influenciada pelo consumo
dietético de acidos graxos essenciais como 0os PUFA n-3 e n-6 (Omega 3 e
Omega 6) (ORDOVAS, 2006). No geral, estes estudos estavam relacionados
aos polimorfismos -75GA (rs670) e +83CT Mspl (rs5069) (MATA et al, 1998;
ORDOVAS et al, 2002). Foi identificado apenas um estudo que relacionou a
interacdo de consumo alimentar com o polimorfismo T84C ApoAl e este nao
verificou nenhuma associacéo (RUANO et al, 2006a).

Pesquisadores tém utilizado polimorfismos da ApoAl para predizer o efeito
dos exercicios no perfil das lipoproteinas (GOMEZ-GALLEGO et al, 2010;
RUANO et al, 2006b). Em um estudo, pesquisadores verificaram que o
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polimorfismo -75GA apresentou-se associado com elevagcdao do HDL-C em

resposta ao exercicio regular (Ruafio et al, 2006b).

2.7.3 O Gene da Apolipoproteina E (ApoE)

As concentracdes de lipoproteinas séo influenciadas por polimorfismos do
gene da ApoE (GOLLEDGE et al, 2010). Devido a estas caracteristicas, o gene
apoE é a variante mais estudada em relacdo as doencas cardiovasculares
(MINIHANE et al, 2007).

O gene da ApoE localiza-se no cromossomo 19g13.2, com uma extenséo
de 3160 pares de bases, consiste de 4 exons e trés introns (MINIHANE et al,
2007). O locus desse gene é polimérfico, sendo identificado até hoje oitenta e
guatro variantes desse mesmo (LOVEGROVE; GITAU, 2008).

Figura 3. Localizacédo do gene ApoE
Fonte: Genetic Home Reference, 2012

O polimorfismo mais conhecido e amplamente caracterizado é a mutacdo
missense, que resulta em trés isoformas alélicas: E2, E3, E4 (ou €2, £3 e €4)
(LOVEGROVE; GITAU, 2008; 1ZZO, 2010) denotados como: ApoE*E2;
ApoE*E3 e ApoE*EA4.

Estes alelos diferem entre si apenas pela troca de dois aminoacidos
(arginina e cisteina) nas posi¢des 112 (rs429358) e 158 (rs7412) (CLARK et al.,
2009, TAYLOR et al, 2010 12Z0, 2010)

No polimorfismo rs7412 o alelo de menor frequéncia € a timina e no
polimorfismo rs429358 o alelo de menor frequéncia € a citosina. Numa troca de
C por T na posicéo 158 (rs7412) e na posicdo 112 (rs429358) ha formacao do

aminoacido cisteina e ao contrario (T por C) h& formacéo de arginina.
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O Alelo ApoE*E3 codifica a forma ancestral, na posi¢cdo 112 ha presenca
de uma cisteina e na posicao 158 uma arginina, no alelo ApoE*E4 hé& presenca
de arginina na posi¢do 112 e 158 e no alelo ApoE*E2 h& presenca de cisteina
na posicao 112 e 158 (LOVERGROVE; GITAU, 2008 ; 1ZZ0, 2010).

Os estudos in vitro revelam uma diferenga funcional entre as isoformas E2,
E3 e E4, de modo que, enquanto a ApoE3 e ApoE4 se ligam com afinidade
semelhantes entre si aos receptores de LDL, a ApoE2 apresenta apenas 2%
dessa afinidade de ligagao (CLARK et al, 2009).

Em individuos que apresentam o alelo E4 é verificada maior circulacao de
colesterol total e LDL-C e Apo B em comparacéo aos portadores de E2. LDL-C
concentragbes para portadores de E4 e E2 sdo na média 8.3% maiores e
14.2% menores, respectivamente, dos homozigotos para ES3. A baixa
concentracdo de LDL-C em individuos com E3/E2 e E2/E2 pode ser explicada
por diversos mecanismos, como, aumento da remocéo de LDL pelo receptor
hepatico, baixa conversdo de VLDL para LDL (MINIHANE et al, 2007).

No Reino Unido, em um estudo com criancas, verificou-se que a
concentracdo de colesterol total e LDL-C aumentava com o numero de alelos
E4 e decaia com o numero de alelos E2 (p<0,0001). Ao contrario, a
concentragdo de HDL-C diminuia com o numero de alelos E4 e aumentava
com o numero de alelos E2 (p<0,0001) (TAYLOR et al, 2010).

Um estudo realizado no Canada, com individuos chineses, europeus e sul-
asiaticos verificou que o genotipo E4 estava associado com um aumento de
LDL-C (p < 0.001), e uma diminuicdo de ApoAl (< 0,001) e HDL-C (p = 0,005)
(BURMAN et al, 2009).

Em relacé&o ao gene da ApoE, tem se verificado que este gene modifica a
sua resposta no organismo de acordo com o conteudo total de gordura e a
composicao de acido graxo consumido na dieta (MINIHANE et al, 2007).

Um estudo de revisao do gene ApoE realizado em 2006, verificou que no
geral os portadores do alelo E4 eram mais responsivos a manipulacdo da
gordura da dieta, principalmente manipulacdo de gordura saturada,
monoinsaturada e poliinsaturada (MINIHANE et al, 2007).

Um estudo de revisdo brasileiro realizado em 2009 também verificou que

os portadores do Alelo E4 do gene da ApoE eram mais responsivos a
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modificacdes do contetdo de gordura na dieta, enquanto que os portadores do
alelo E2 eram mais responsivos ao conteudo de carboidratos. Num estudo
realizado no Reino Unido foi verificado que com o aumento da gordura
saturada os portadores de E4 apresentavam maior quantidade de LDL-C
(SCHUCH et al, 2010).

2.8. Estudos em Piracicaba com escolares

Desde 2003 o nosso grupo de pesquisa, que inclui pesquisadores da
UNIMEP e UNESP, em colaboragéo de pesquisadores da USP, vem realizando
levantamentos sobre a prevaléncia de fatores de risco para DCNT em
escolares do municipio de Piracicaba (OLIVEIRA et al, 2006).

Em 2008, foram comparados os dados de fatores de risco modificaveis e
ndo modifichveis entre escolares obesos e eutréficos (n=84). Apesar de
encontrado um grande numero de criangcas com alteracao no perfil lipidico, nao
foi possivel explicar, principalmente, as alteracfes de HDL-C e LDL-C, ja que
nao foram encontradas relacdo desse fenbmeno com as variaveis analisadas
(BALTHAZAR, 2008). Por esta razdo, foi suposto que poderia haver outras
variaveis, que ndo as que estavam sendo analisadas, influenciando essas
alteracgoes.

Nesse sentido, comecamos a levantar dados sobre alteracdes lipidicas e
caracteristicas genéticas e identificamos quatro polimorfismos genéticos, dois
ligados as alteracdes da HDL-C (polimorfismos do gene LIPC e ApoAl) e dois
ligados as alteracdes do CT e LDL-C que (polimorfismos do gene ApoE), os
quais havia fundamento investigar, pois poderiam estar influenciando as
alteracdes no perfil lipidico, o0 que resultou na hipétese do presente estudo.

Diante dos dados apresentados, foram eleitos os polimorfismos nos genes
LIPC (-514CT - rs1800588); ApoAl (C84T rs5070) e ApoE (posicbes
112(rs429358) e 158 ( rs7412)) como variaveis a serem analisadas em
associacdo com o perfil dos lipideos séricos e fatores de estilo de vida, como
fatores de risco ou protecéo para as DCV.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos dos polimorfismos -514CT no gene da LIPC e C84T no
gene da ApoAl, bem como da mutacdo missense no gene da ApoE nos fatores
de risco para doencas cronicas metabdlicas, numa amostra de adolescentes,

de um municipio do interior do Estado de Séo Paulo, Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se a presenca dos polimorfismos genéticos altera as concentracées
dos componentes das lipoproteinas (CT, HDL-C, LDL-C, TG, APO-A1), glicose

e insulina plasmaticas.

- Verificar se a presenca dos polimorfismos genéticos altera a pressao arterial.

- Verificar se a presenca dos polimorfismos genéticos altera a composicéo

corporal (IMC e circunferéncia de cintura).

- Verificar se os componentes da dieta modificam as concentracdes dos
componentes das lipoproteinas, glicose e insulina plasmaticas de forma

dependente aos polimorfismos genéticos.

- Verificar se a préatica de atividade fisica modifica as concentracbes dos
componentes das lipoproteinas, glicose e insulina plasmaticas de forma

dependente aos polimorfismos genéticos.
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CAPITULO Il - POLIMORFISMO (-514CT) DO GENE DA LIPASE
HEPATICA POTENCIALIZA EFEITOS DO PESO CORPORAL E
ADIPOSIDADE ABDOMINAL SOBRE TRIGLICERIDEOS E
RESISTENCIA A INSULINA ENTRE ADOLESCENTES!
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Resumo
Objetivo

Verificar o efeito do polimorfismo -514CT do gene da lipase hepatica
(LIPC) em interagdo com o estado nutricional e consumo alimentar sobre os

fatores de risco para a sindrome metabdlica em adolescentes.

Casuistica & Métodos

Foi realizado um estudo transversal com 214 adolescentes de ambos os
sexos com idade entre 10 e 14 anos (11+ 0,9 anos). A coleta de dados incluiu
um questionario de frequéncia alimentar especifico para adolescentes,
antropometria, afericdo da pressao arterial, dosagens bioquimicas e avaliacao
da presenca de sindrome metabdlica. A genotipagem das amostras foi
realizada por PCR-real time.

Resultados:

Os adolescentes portadores do alelo T apresentaram maior prevaléncia de
hipertrigliceridemia (15,6%), resisténcia a insulina pelo HOMA-IR (27,3%) e
prevaléncia de SM (8,6%) em relacédo aos adolescentes portadores do genétipo
CC (TG: 3,5%, p=0,004, x2=7,9; HOMA-IR:14,0%, p=0,020, %2=5,4; SM: 0%,
p=0,008, x2=7). A presenca de sobrepeso (p=0.008) e cintura de risco
(p=0,020) nos adolescentes portadores do alelo T foi associada com
concentragdo aumentada de TG. Por sua vez as concentragfes aumentadas
de TG nos adolescentes portadores do alelo T foi associada com o0 HOMA-IR
(p=0,037).

Conclusoes

Adolescentes portadores do alelo T apresentaram maior prevaléncia de
hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina, foram mais responsivos aos efeitos
metabdlicos do excesso de peso corporal e adiposidade abdominal, mas nao
responderam de forma diferenciada ao consumo alimentar.
Palavra chave: Adolescentes, hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina,

sindrome metabdlica, -514CT LIPC polimorfismo, obesidade.
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Introducao

A presenca da obesidade na populacédo infantil representa um desafio aos
profissionais de saude, demandando por melhores estratégias de tratamento e
prevencdo, uma vez que as consequéncias metabdlicas do excesso de
adiposidade corporal vém se manifestando em criancas e adolescentes.

Apesar de a obesidade ser considerada fator de risco para sindrome
metabdlica (SM), sua presenca néo prediz o surgimento dessa sindrome [1].
Indicando a interacdo de outros fatores nesse processo, entre 0s quais pode
ser citado o perfil genético do individuo.

A predisposicdo genética associada aos efeitos da alimentacdo sobre
fatores de risco metabdlicos associa a adiposidade corporal a maioria das
doencas cronicas, dentre as quais se destaca a dislipidemia [2].

Polimorfismos relacionados com o gene da Lipase hepética (LIPC) tém
sido muito estudados, j& que esta enzima possui papel importante no
metabolismo e modelacdo de lipoproteinas pro e antiaterogénicas [3,4], sendo
considerada por alguns autores fator de risco e por outros de protecdo para
doenca cardiovascular (DCV) [5,6].

A lipase hepatica humana (HL) € codificada pelo gene LIPC que se
encontra localizado no cromossomo 15g21-g23 com um tamanho de fragmento
>120kb de DNA. VariacOes alélicas do gene da HL podem resultar em variacao
na concentracao plasmatica de colesterol de HDL [6-10].

Neste trabalho focou-se numa substituicAio comum de C (citocina) por T
(timina) na posicao -514 (rs1800588) da regido promotora do gene LIPC. O
alelo T deste polimorfismo de nucleotideo Unico foi encontrado associado a
queda da atividade da HL e ao aumento da concentracdo das particulas de
HDL, com aumento da subfragdo das grandes HDL [7]. Porém, também foi
verificada concentragdo aumentada de TG e resisténcia a insulina [11-13]
associadas ao alelo T, que caracterizam a SM.

O consumo alimentar, principalmente de gordura total e acidos graxos, tem
sido associado com alteracdes na resposta do polimorfismo -514CT do gene
LIPC sobre as concentracbes de lipoproteinas séricas, modificando riscos

metabolicos para doencas cronicas [5,7,9].
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Embora a associacdo do polimorfismo -514CT do gene LIPC com
alteracdes do metabolismo lipidico e com a adiposidade corporal estejam bem
estabelecidas, [14, 15, 16] a interacdo entre as alteracbes como lipoproteinas
séricas, a adiposidade corporal e o consumo de alimentos sob efeito do
polimorfismo -514CT do gene LIPC ainda néo foi examinada. Desta forma, este
trabalho foi proposto considerando que a analise dessas interacdes poderia
elucidar aspectos relevantes para o desenvolvimento de SM e doencas
cardiovasculares em adolescentes. O nosso objetivo foi verificar o efeito do
polimorfismo -514CT do gene da lipase hepatica (LIPC) em interacdo com o
estado nutricional e consumo alimentar sobre os fatores de risco para a
sindrome metabdlica em uma amostra de adolescentes de um municipio do

estado de Sdo Paulo, Brasil.

Casuistica e Métodos

Participantes

Este trabalho vincula-se a um projeto méae: “Fatores determinantes do risco
de obesidade em adolescentes de escolas publicas de Piracicaba: estudo
transversal como primeira etapa de um estudo de coorte” financiada pela
FAPESP (Proc. n 2006/61085-0). Neste estudo foram abrangidos por sorteio
488 escolares da quinta série do ensino fundamental de 26 escolas que
representam as prevaléncias de excesso de peso entre 20% e 32%, erro tipo |
de 5% e erro tipo Il de 10% de 48 escolas do ensino fundamental publico
presentes em Piracicaba na época do estudo, inclusive zona rural.

Dentre esses 488 escolares foram recrutados 214 adolescentes para
participar da analise das dosagens bioquimicas e genotipagem. Nestes que
participaram da analise foram genotipados o polimorfismo LIPC rs1800588 na
faixa entre 10 e 15 anos de idade (11+ 0,9anos). Era necessario um numero
amostral minimo de 210 adolescentes, considerando o valor da menor
frequéncia genotipica para o polimorfismo em avaliacdo em descendentes
europeus (0.26) e a prevaléncia de alteracdes no perfil lipidico (0.35) para
criancas em 2008 no Brasil, com margem de erro de 10%, poder de 80% e
nivel de significancia de 5%.
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O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo (n°1633), conforme
a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude.
Participaram da pesquisa apenas os adolescentes cujos responsaveis legais
concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e
estavam presentes durante a coleta de sangue. Foram excluidos do estudo
adolescentes que durante a coleta apresentavam febre, gripe e resfriado ou
gue na semana anterior e ou na semana de coleta estavam fazendo uso de
algum medicamento que poderia alterar o perfil lipidico do voluntario.

Os sujeitos da pesquisa nédo foram divididos pela cor da pele, pois como
indicado por Pena et al. [17], mais de 60% da heranca genética dos brasileiros
€ européia e esta apresenta fraca associacdo com a cor da pele [17].

As entrevistas com 0s escolares foram realizadas entre os meses de marco
e maio de 2009 nas proprias unidades de ensino. As coletas de sangue foram
realizadas ou no laboratério de andlises sanguineas ou na propria escola

guando esta era longe do laboratorio.

Medidas antropomeétricas e bioquimicas

O peso corporal foi obtido em balanca eletrdnica, do tipo plataforma, marca
Tanita® com capacidade de 150 kg. A estatura foi aferida com o auxilio de um
estadiébmetro rigido, com escala em milimetros, da marca Alturaexata®. Essas
medidas foram aferidas em duplicata, obtendo-se assim um valor médio. A
partir destas medidas foi possivel obter o indice de massa corporal (IMC) que
foi utilizado para classificar o estado nutricional dos voluntarios, tomando como
referéncia a populagdo e os pontos de corte propostos pelo World Health
Organization [18]. A circunferéncia de cintura foi aferida segundo o
procedimento proposto por Callaway et al. (1988) [19]. A circunferéncia da
cintura foi classificada em percentil e quando esta se apresentava acima do
percentil 90 era considerada uma medida de risco para DCV. Para essa
classificacao foi utilizada a populacao de referéncia do estudo de McCarthey et
al( 2001) [20]. Para a realizagdo das medidas antropométricas foi seguido os
procedimentos padronizados por LOHMAN et al. (1988) [21].
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O sangue foi coletado apds 12 horas de jejum durante a noite. A glicose
plasmatica foi analisada pelo método enzimatico - método slein (Advia®
chemistry Direct, Siemens, Sdo Paulo, SP, Brasil). A insulina foi dosada pela
reacao quimioluminescente (Advia centaur®, Siemens, S&o Paulo, SP, Brasil).
O indice HOMA-IR foi calculado utilizando-se o programa HOMA calculator ®
versao 2.2.2 (University of Oxford, Oxford, Reino Unido). As alteracbes de
resisténcia a insulina foram diagnosticadas pelo ponto de corte de 3,16,
definida por Keskin et al. [22]. O TG e o colesterol total e de HDL foram
analisados pelo método enzimatico (Advia® chemistry Direct, Siemens, Sao
Paulo, SP, Brasil). O colesterol de Lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) foi
analisado pelo calculo de Friedwald et al.[23], ja que todos os valores de TG
estavam abaixo de 400mg/dL. Foram utilizados os critérios do | Guideline for
Preventing Atherosclerosis in Childhood and Adolescence [24] para classificar
as alterac6es do perfil lipidico. As concentracdes alteradas de CT, LDL-C e TG
foram consideradas iguais ou acima de limitrofes. As concentracdes alteradas
de HDL-C foram aqueles considerados valores iguais ou abaixo do desejavel. A
ApoALl foi analisada por imunoturbidimetria (Advia® chemistry Direct, Siemens,
Sao Paulo, SP, Brasil).

Presséao arterial

A presséo arterial (PA) foi aferida apdés pelo menos cinco minutos de
repouso, a PA foi aferida em duplicata com intervalo de 1 a 2 minutos entre as
medidas, segundo as recomendacbOes das V diretrizes brasileiras de
Hipertensédo arterial [25]. A pressao arterial foi aferida por um monitor de
pressdo digital, marca Omron Healthcare® (HEM-742) previamente validado
[26]. Para a classificagdo da presséo arterial, os valores encontrados foram
comparados com valores de referéncia The Fourth Report on the Diagnosis,
Evaluation, and Treatment of High Blood pressure in children and adolescents

[27]. A presenca de hipertensao foi verificada para analisar a presenca de SM.
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Sindrome metabdlica

A prevaléncia de SM foi avaliada nos adolescentes de acordo com o critério
adotado pelo International Diabetes Federation para criangas maiores de 10
anos [28].
Consumo Alimentar

O consumo alimentar foi avaliado por um questionario de frequéncia
alimentar simplificado para adolescentes (QFASA). O QFASA partiu da
reformulacdo de um questionario de frequéncia alimentar para adolescentes
que foi validado [29] e calibrado [30] em escolares de Piracicaba. O QFASA
sofreu reducdo de quase 40 alimentos a partir da selecdo de itens mais
consumidos observados nos recordatérios de 24h do estudo de calibracao[30].
Este questionario € composto por categorias de frequéncia e 58 itens
alimentares referentes a um periodo de trés meses anteriores. Para auxilio foi
utilizado um material fotogréafico com fotos de diferentes utensilios e alimentos,
com auxilio de um netbook. A quantidade de alimento consumido foi anotada
em medidas caseiras, transformadas em gramas e convertidas em numero de
porcdes de alimentos, de acordo com o equivalente energético dos grupos
alimentares.

Para o célculo de nutrientes e da energia da dieta foi utilizada a tabela
brasileira de composi¢céo de alimentos e o banco de dados de nutrientes norte
americano [31,32]. Os nutrientes foram expressos como percentagem do total

energético da dieta.

Genotipagem

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total em Edta utilizando o
kit illustra blood genomicPrep Mini Spin kit (GE Healthcare®, Nova York, NY,
EUA), conforme as instrugdes do Fabricante.

O polimorfismo LIPC rs1800588 foi genotipado pela técnica de PCR-real
time no equipamento 7500 Fast Real- Time PCR System com sondas TagMan
(Applied biosystems®, Foster City, California, EUA). Os resultados da
discriminagéo alélica foram analisados usando um software automatizado (SDS
1.3.1. Applied biosystems®, Foster City, California, EUA). Em 10% das

amostras foram repetidas as genotipagens para confirmacdo dos resultados,
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com 100% de concordancia. O polimorfismo encontrou-se em equilibrio de

Hardy-Weinberg, confirmado pelo teste qui-quadrado (p>0,05).

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Bioestat 5®
(Manuel Ayres, Manuel Ayres Jr e Daniel Lima Ayres, Belém, Para, Brasil) para
Windows Vista e IBM SPSS statistics 19 (IBM, Nova york, NY, EUA).

As diferencas nas variaveis bioquimicas, antropométricas, alimentacéo de
acordo com a presenca dos genotipos do polimorfismo -514CT do gene LIPC
foram analisadas pelo teste T-student (dados paramétricos) e pelo teste Mann-
whitney (dados ndo parameétricos).

Para verificar a influéncia do consumo de nutrientes e grupos alimentares
na concentracdo de variaveis relacionadas aos fatores de risco para doencas
cardiovasculares nos adolescentes de acordo com o0s gendétipos do LIPC foi
utilizado o teste de analise de variancia fatorial. A distribuicdo de normalidade
das variancias foi testada por Levene's Test of Equality of Error Variances. As
variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram comparadas por Turkey
e as de distribuicdo ndo normal distribuicdo por Dunnett3t. Para andlise dos
resultados foi utilizado o modelo recessivo, juntando-se o0s adolescentes
portadores do alelo T (gendtipo TT e CT), ja que havia uma pequena presenca
de portadores do gendtipo TT e estes se comportavam de forma semelhante
aos portadores do gendtipo CT, sendo este grupo comparado com 0S
portadores do gendtipo CC.

Para testar as diferencas nas propor¢cdes foi utilizado o teste do Qui-
guadrado, conforme as caracteristicas da analise. Valores de p<0,05 foram
considerados como estatisticamente significativos.

O SNP analisado estava em equilibrio de Hard-Weinberg (p>0,05) de

acordo com o teste Qui-quadrado.
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Caracteristicas gerais segundo a presenca do polimorfismo -514CT

Tabela 1. Caracteristicas bioguimicas, antropométricas, dietéticas segundo a
distribuicdo genotipica para o polimorfismo -514CT no gene LIPC

CC (n=86) CT/TT (n=128) T student - P
Variaveis bioquimicas: média * dp
Glicemia (mg/dL) 90,2+ 7,9 90,0+7,5 0,7603
Insulina pU/ml 9,445,8 11,0+8,0 0,1898
Colesterol total (mg/dL) 150,0+25,2 157,0+29,9 0,0699
Colesterol ndo-HDL (mg/dL) 101,3+22,4 108,5+28,5 0,1192
HDL-c (mg/dL) 48,7+10,0 48,6+11,8 0,9707
LDL-c (mg/dL) 86,9+20,9 90,6+25,7 0,3272
ApoA1l (mg/dL) 138,4+19,3 137,5+18,1 0,7326
Mediana (min-max)
TG (mg/dL) 65,5(29-154) 75,5(28-291) 0,0385*
Antropometria: média + dp
IMC (kg/m?) 19,4437 20,153 0,8750
Percentil de IMC 64,3 +33,6 59,6 +36,9 0,3427
Percentil de Cintura 71,7+28,8 68,2+30,1 0,4215
Mediana (min-max)
Circ, Cintura 62,0 (53,6-93,4) 61,0 +£13,6(52,1-115,7) *0,6875
Alimentacgéo: média + dp
Energia 3265,7+ 1244,0 3330+1406,4 0,7363
Gordura total (% energia) 31,3+3,9 31,3+4,4 0,9864
Carboidrato (%energia) 56,7+4,8 57,0+4,6 0,7246
SAF (%energia) 9,3+1,6 9,2+1,7 0,7920
PUFA (%energia) 9,0+1,3 9,1+1,2 0,6310
MUFA (%energia) 10,719 10,6£2,1 0,9391
TAF (% energia) 2,1+0,9 2,1+0,9 0,9516
AlteragGes bioguimicas n (%) $lp
TG:
Aumentado 3(3,5) 20 (15,6) 7,90/
Desejavel 83 (96,5) 108 (84,4) 0,004
HOMA-IR:
Resisténcia a insulina 12 (14,0) 35 (27,3) 54/
Normal 74 (86,0) 93(72,7) 0,020
Sindrome metabdlica:
Presenca 0 (0,0) 11 (8,6) 7,0/
Sem presenca 78 (100,0) 117 (91,4) 0,008

* teste Mann Whitney (Dados nédo paramétricos); HDL-C =colesterol de lipoproteina de alta densidade;LD-C =colesterol
de lipoproteina de baixa densidade; ApoAl = apolipoproteina Al, TG = triglicérides; IMC=indice de massa corporal,
Circ cintura= circunferéncia de cintura; SAF = acido graxo saturado; PUFA = &cido graxo poliinsaturado; MUFA = acido
graxo monoinsaturado; TAF= &cido graxo trans; HOMA-IR = indice de resisténcia a insulina pelo modelo HOMA.
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Dados gerais de prevaléncia de gendtipo e frequéncia do alelo

No geral a prevaléncia do genodtipo CC, CT e TT entre os adolescentes
analisados, foram de 40,2%, 47,7% e 12,1%, respectivamente. A prevaléncia
do alelo de menor frequéncia (T) entre a amostra foi de 37%.

Dados gerais de fatores de risco para DCV

Os adolescentes portadores do alelo T (CT/TT) apresentaram maior
prevaléncia de hipertrigliceridemia, quase sete vezes mais, o dobro de
resisténcia a insulina, encontrando-se entre esses adolescentes todos 0s casos
(8.6%) que preencheram os critérios para classificagdo de sindrome metabdlica
(tabela 1). Chama a atencdo que ndo houve diferenca na comparagdo dos
indicadores do estado nutricional entre os grupos (tabela 1). Também nao
houve diferenca na comparacao das fracbes de colesterol das lipoproteinas,

glicemia e insulina e consumo de energia e nutrientes entre 0s grupos.

Interacdes de nutrientes com o gendtipo do polimorfismo -514CT no perfil
lipidico de adolescentes

A partir da distribuicAo dos adolescentes em tercis de consumo,
averiguamos se aqueles que consumiam maior quantidade de energia e
macronutrientes, principalmente acidos graxos, apresentavam alteracdo nas
concentracdes de séricas de lipidios, glicose e insulina, segundo a presenca do

polimorfismo —-514CT, porém néo verificamos nenhuma relacao.

Influéncia do estado nutricional e circunferéncia de cintura nas
concentracdes de lipidios

Ao analisarmos a figura 1 verificamos que, em relacdo aos portadores do
alelo T, os adolescentes obesos apresentaram maior concentracdo de TG
(113mg/dL) em relacdo aos com estado nutricional adequado (76mg/dL). Nos

portadores do genétipo CC isso ndo aconteceu.
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Figura 1. Influéncia da presenca de sobrepeso na concentracdo sérica de TG
em adolescentes de acordo com a distribuicdo de genotipos do polimorfismo C
-514CT no gene LIPC.
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Figura 2. Influéncia da presenca de cintura de risco para doenca cronica
metabdlica na concentracdo sérica de TG em adolescentes de acordo com a
distribuicdo de gendtipos do polimorfismo -514CT no gene LIPC.

Os adolescentes portadores do alelo T que apresentaram cintura de risco
para doenca cronica metabdlica apresentaram maiores concentracdes de TG
(106mg/dL) em relacdo aos que ndo apresentavam cintura de risco (73mg/dL).

N&o foi verificado o mesmo nos adolescentes com o genétipo CC.
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Figura 3. Influéncia da concentracdo de TG no indice de resisténcia a insulina
do polimorfismo -514CT no gene LIPC.

Verificando-se a figura 3, conseguimos observar que os portadores do alelo
T, que apresentaram maiores concentracdes de TG, possuiam maiores valores
de indice de HOMA (3,2 IR) em relacdo aos que apresentavam menores

concentracdes de TG (1,4 IR).

Discusséo

Neste estudo, avaliou-se o efeito do polimorfismo -514CT do gene da
lipase hepatica (LIPC) em interacdo com o estado nutricional e consumo
alimentar sobre os fatores de risco para a sindrome metabdlica em
adolescentes. Como resultado, observamos que os adolescentes portadores do
alelo T apresentavam maiores concentracbes de TG em relacdo aos
portadores do gendtipo CC, sendo esta hipertrigliceridemia potencializada pela
adiposidade abdominal e peso corporal e acompanhada de resisténcia a
insulina. Esses resultados colocaram os adolescentes portadores do alelo T
com excesso de adiposidade corporal, expressa pelo IMC e circunferéncia de
cintura aumentada, num potencial grupo de risco metabdlico.

A diminuicdo na expressdo da HL pode conferir mudancas nas

concentracbes de HDL-C e TG, porém ha divergéncia quanto a interpretacdo
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desses dados, podendo esta mudanca ser considerada anti-aterogénica [6] ou
pré-aterogénica [5]. Isso se deve ao fato de que a reducdo na expressao da HL
resulta em aumento concomitante de HDL-C e TG [33,34], cujas mudancas nas
concentracbes costumam ocorrer de forma inversamente proporcional.
Encontramos alguns estudos cujos resultados confirmaram que o HDL-C é
aumentado na presenca do alelo T [6,9, 35-37], porém isso nao se reproduziu
no nosso estudo. No nosso estudo a presenca do alelo T associou-se somente
a fatores pro-aterogénicos, em decorréncia do aumento de TG, como também
foi verificado em outros estudos [12,33,38]. Por outro lado, mesmo em
presenca de HDL-C aumentado, ndo necessariamente se pode afirmar seu
efeito protetor contra DCV, uma vez que a diminui¢éo da atividade da HL pode
comprometer a formacdo de particulas nascentes, pré-p HDL, que mediam o
efluxo deste colesterol, comprometendo assim o0 transporte reverso de
colesterol [39].

A diminuicdo da atividade da HL pode comprometer a captacdo dos
remanescentes de lipoproteinas ricas em triglicerideos, de LDL e também HDL
[40]. Como resultado, ocorre a elevacéo tanto de HDL-C, quanto de TG [33,34]
0 que, segundo Eckardstein et al., pode ser considerado fator de risco para
infarto do miocardio [41].

A hipertrigliceridemia é frequente entre os portadores do alelo T, o que os
tornam mais suscetiveis ao desenvolvimento da SM. Isso porque com a maior
producdo de TG endogeno ha maior liberacdo hepatica de VLDL e menor
extracdo hepatica de insulina, contribuindo para o quadro de resisténcia a
insulina, principal caracteristica da SM [42,43]. Uma explicacdo postulada para
a associacdo do polimorfismo -514CT com a resisténcia a insulina é a
mediacao da gordura corporal no efeito da HL sobre a sensibilidade da insulina
[12].

Entre os adolescentes que analisamos, nos portadores do alelo T, a
presenca de hipertrigliceridemia foi associada com aumento do indice de
resisténcia a insulina (HOMA-IR), o que resultou no surgimento precoce da SM
em 8% desses adolescentes. Embora a resisténcia a insulina seja fator chave
no desenvolvimento da SM [42], sua etiologia é complexa, sendo determinada

pela associacdo de fatores genéticos e ambientais [42,44]. Autores de outros
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estudos tém confirmado a associacdo de polimorfismos do gene da lipase
hepatica com maior prevaléncia de resisténcia a insulina [11-13] e SM [44,45].

Apesar de nao termos verificado diferenca na proporcado de adolescentes
com maior deposicdo de gordura abdominal e sobrepeso, na comparacéo
entres adolescentes portadores do alelo T e genétipo CC, o peso corporal e a
deposicéo de gordura abdominal, nos portadores do alelo T, foi associada com
aumento na concentracdo de TG. E interessante e preocupante notar como a
presenca de sobrepeso e cintura de risco em portadores do alelo T conferiu um
maior risco para hipertrigliceridemia.

Ao aumento de TG sérico decorrente da deposi¢cdo de gordura abdominal é
atribuido a maior liberacdo de acidos graxos na veia porta [40]. Essa é uma
explicacdo que foi valida para os adolescentes portadores do alelo T do nosso
estudo. Porém, ndo é valida para os portadores do gendtipo CC. O genotipo
CC conferiu a estes adolescentes um fator de protecdo contra o
desenvolvimento de hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina e
consequentemente SM. Visto que a baixa atividade da HL é associada a
hipertrigliceridemia e consequente aumento do risco aterosclerdtico [11, 39, 46-
48], é prudente indicar cuidados adicionais aos adolescentes portadores do
alelo T, como profilaxia ao desenvolvimento de DCV na vida adulta. Estudos
prospectivos nessa linha deveriam ser encorajados e desenvolvidos.

Uma possivel forma de evitar o desenvolvimento de SM na adolescéncia e
DCV na vida adulta seria uma investigacdo da presenca de polimorfismos
ligados ao desenvolvimento de DCV. O polimorfismo -514CT mostrou ser neste
estudo um importante marcador de SM.

Este tratamento preventivo parece estar distante da realidade dos
adolescentes avaliados, mas o uso desta medida poderia prevenir uma
substancial perda econémica no Brasil e em outros paises devido a queda em
anos de forca de trabalho perdidos por internacéo e custos com internagéo pelo
sistema de saude verificadas na presenca de DCVs [49,50].

Um quarto dos adultos do mundo tem sindrome metabdlica (SM) e se nada
for realizado em relacdo ao seu desenvolvimento, a prevaléncia s6 tende a

crescer ja que esta sindrome ja € averiguada em populacées infantis [28] .
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Em relagdo a alimentagdo, ndo foi possivel verificar a influéncia de
macronutrientes, como, carboidrato, gordura e diversos tipos de acido graxo na
mudanca da resposta do polimorfismo -514CT sobre o perfil lipidico e
resisténcia & insulina. Apesar de em alguns estudos ser verificado a influencia
de fatores dietéticos, principalmente acidos graxos na resposta do polimorfismo
[9,10, 51,52]. Por outro lado, a adiposidade corporal foi fator primordial na
manifestacdo do aumento do TG e esta se relaciona intimamente com o
balanco energético, entre consumo e gasto. Uma equacdo que pode ser
modificada pela manipulacéo da dieta e habitos de vida mais saudaveis.

Neste estudo optou-se por trabalhar com adolescentes, visto que a SM
vem se manifestando precocemente neste grupo, o que deve ser alvo de
estudo. Além disso, outro fator favoravel a escolha dessa populacédo é que os
adolescentes apresentam menores fatores de “confundimento” que poderiam
influenciar a resposta do polimorfismo, como a presenca de consumo alcéolico,
fumo, uso de anticoncepcionais, uso de remédios hipoglicemiantes,
hipolipidémicos.

Este estudo também apresenta limitacdes, deve-se lembrar que existem
varios polimorfismos que afetam o surgimento de fatores de risco para
dislipidemias, SM, DCV e o polimorfismo — 514CT n&o responde por todos
esses fatores.

Por meio dos resultados conclui-se que os adolescentes com a presenca
do alelo T podem estar mais suscetiveis ao desenvolvimento de SM e todas as
comorbidades decorrentes dela na vida adulta, sendo necesséaria uma maior

atencao nestes adolescentes para a prevencao de doencas futuras.
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CAPITULO |11 - Efeito combinado do polimorfismo T84C
ApoAl e estilo de vida sobre os fatores de risco para doenca
cardiovascular em adolescentes?

2 Encaminhado para o periédico Nutrition ISSN 0899-9007



77

Resumo
Objetivo.

O estudo analisou a influéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)
T84C APOAL nos fatores de risco para doenca cardiovascular em interagéo

com o consumo alimentar e atividade fisica entre adolescentes.

Métodos da pesquisa & Procedimentos.

Foi realizado um estudo transversal com 214 adolescentes de ambos os
sexos com minimo de 10 anos. Na coleta de dados foram incluidos:
guestionario de frequéncia alimentar e de atividade fisica especifico para
adolescentes, antropometria, afericdo da pressdo arterial, dosagens

bioquimicas e genotipagem por PCR-real time. Foi considerado um p<0,05.

Resultados:

Os adolescentes portadores do gendtipo TT apresentaram maior
prevaléncia de hipertrigliceridemia (26%) em relacdo aos demais genoétipos CT
(10,4%) e CC (5,6%) (P=0,0368; %2=6,5). Os portadores do genoétipo TT que
consumiam maior proporgédo de energia da dieta proveniente de carboidratos
apresentaram maior concentracdo sérica de TG (110,5+8,8) e menor
concentracdo de HDL-C (44,1t 2,3) em relacdo aqueles de mesmo gendtipo
gue consumiam menor quantidade de carboidrato (TG= 67,9+12,0, p=0,008;
HDL-C = 52,8+3; P=0,030). O consumo de gordura poliinsaturada (p=0,034) e
saturado (p<0,012) resultaram em efeito inverso, aumentando a concentracao
de HDL-C.

Conclusbes
Os adolescentes com o gendtipo TT sdo mais suscetiveis as alteracées na
composicdo da dieta em macronutrientes, apresentando maiores
concentracbes de TG e menor concentragdo de HDL-C quando consomem
maiores proporcdes de carboidratos na distribuicdo da energia da dieta.
Palavras chaves: Adolescentes, carboidrato dietético, gordura dietética,

triglicérides, polimorfismo da APOAL, doencga cardiovascular.
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Introducao

As doencas cardiovasculares (DCV) estao entre as principais causas de
morte de adultos no mundo [1], no entanto, seus fatores de risco vém se
manifestando cada vez mais precocemente, atingindo criancas e adolescentes
[2]. Alteracdes na concentracdo de HDL-C e TG podem favorecer o surgimento
de ateromas [3,4] e ha evidéncias de que esta formacéo inicia-se na infancia
[2].

A etiologia da DCV € uma combinacao de fatores metabdlicos e de estilo
de vida [5]. Porém nem sempre esses fatores conseguem predizer eficazmente
o desenvolvimento do processo aterosclerdtico, sugerindo a influéncia de
fatores genéticos [6].

A lipoproteina de alta densidade (HDL) é considerada um fator de protecéo
contra DCV, devido ao seu importante papel no transporte reverso do colesterol
[7], sendo a apolipoproteina A1 (ApoAl) sua principal proteina constituinte.

A producdo e o catabolismo da ApoAl determina a concentracao
plasmética do HDL-C [8]. Polimorfismos da APOAL influenciam concentracéo
de HDL-C e triglicérides (TG) de variadas maneiras [9-13]. Por exemplo, o
polimorfismo na regido intrénica 2, o APOA1 T84C (rs5070) associa-se com
hipertrigliceridemia [13-15]. No entanto, pouco se sabe se essa associacao
manifesta-se na infancia e adolescéncia e se habitos de vida podem modificar
esse efeito.

Deste modo, o estudo teve por objetivo analisar o efeito do polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) APOA1l T84C nos fatores de risco para DCV em
interacdo com componentes da dieta e frequéncia de atividade, numa amostra

de adolescentes de um municipio do interior do Estado de Séo Paulo, Brasil.
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Casuistica e métodos
Sujeitos da pesquisa

Participaram do estudo, 214 adolescentes saudaveis 11+0,7 anos de idade,
matriculados na quinta série do ensino publico fundamental de todas as regides
de Piracicaba-SP, Brasil. Este trabalho esta inserido em um projeto regular
intitulado “Fatores determinantes do risco de obesidade em adolescentes de
escolas publicas de Piracicaba: Estudo de coorte transversal como primeira
etapa de um estudo de coorte (processo FAPESP: 2006/61085-0)". O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude
Pulblica da Universidade de S&o Paulo (n°1633), conforme a resolucdo 196/96
do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude. Participaram da pesquisa
apenas o0s adolescentes que o0s responsaveis legais concordassem e
assinassem o termo de consentimento livre e esclarecido e estavam presente
durante a coleta de sangue.

Protocolo de trabalho

No projeto regular estavam inclusos, por sorteio, 488 escolares
matriculados na quinta série num ambito de 26 escolas do ensino fundamental
publico que representam as prevaléncias de excesso de peso entre 20% e
32%, erro tipo | de 5% e erro tipo Il de 10% de um total de 48 escolas
presentes em Piracicaba na época do estudo, inclusive zona rural.

Estes 488 escolares foram convidados a participar do estudo, porém de
acordo com o calculo amostral eram necessarios 210 adolescentes. O tamanho
amostral foi baseado nos dados descritos para a populacdo de descendentes
europeus, considerando o alelo de menor frequéncia para o polimorfismo em
avaliacdo (P=0.26), e a prevaléncia (P = 0.35) de alteragBes no perfil lipidico
com margem de erro de 10%, poder de 80% e nivel de significancia de 5%.

Os sujeitos da pesquisa nao foram estratificados pela cor da pele pois,
como indicado por Pena et al [16], mais de 60% da heranca genética dos
brasileiros é européia e apresenta fraca associacdo com a cor da pele.

O critério de exclusao foi a presenca de febre, gripe e resfriado ou uso de
algum medicamento durante a semana anterior e de coleta que poderia
influenciar as variaveis bioquimicas.

Andlises bioguimicas
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As dosagens bioquimicas foram realizadas no sangue apds 12 horas de
jejum durante a noite. A glicemia foi analisada pelo método enzimatico (Advia
chemistry Direct, Siemens, Sao Paulo, SP, Brasil). A insulina foi dosada pela
reacao quimioluminescente (Advia centaur, Siemens, Sao Paulo, SP, Brasil). O
indice HOMA-IR foi calculado utilizando-se o programa HOMA calculator
versao 2.2.2 (University of Oxford, Oxford, Reino Unido). O TG, o colesterol
total e o HDL-C foram analisados pelo método enzimatico (Advia chemistry
Direct, Siemens, Sao Paulo, SP, Brasil). O LDL-C foi analisado pelo calculo de
Friedwald et al. [17], j& que todos os valores de TG estavam abaixo de
400mg/dL. O | Guideline for Preventing Atherosclerosis in Childhood and
Adolescence [3] foi utilizado para classificar as alteracées nos componentes
das lipoproteinas. A ApoAl foi analisada por imunoturbidimetria (Advia
chemistry Direct, Siemens, Sao Paulo, SP, Brasil). As concentracfes alteradas
de CT, LDL-C e TG foram consideradas iguais ou acima de limitrofes. As
concentracOes alteradas de HDL-C foram aqueles considerados valores iguais
ou abaixo do desejavel.

Consumo Alimentar

Os dados de consumo alimentar foram obtidos por um Questionario de
Frequéncia Alimentar Simplificado para Adolescentes (QFASA) baseado num
questionario de frequéncia alimentar para adolescentes validado e calibrado
[18,19]. Este questionario sofreu reducdo de quase 40 alimentos a partir da
selecdo de itens mais consumidos observados nos recordatérios de 24h do
estudo de calibracdo [19] e possui 58 alimentos, representando um consumo
alimentar de trés meses. Foi utilizado material fotografico de diferentes
utensilios de cozinha e alimentos para ajudar na aplicacdo do questionario, por
meio de netbook. Por meio de tabelas de medidas caseiras foi realizada a
conversao para valores em unidades de peso e medida e em seguida foram
convertidos em numero de porcdes de alimentos de acordo com o equivalente
energético dos grupos alimentares [20].

O calculo de energia e nutrientes foi realizado com o apoio da tabela
brasileira de composi¢cao de alimentos e do banco de dados de nutrientes norte

americano [21,22].
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Os nutrientes da dieta e alguns itens alimentares (por exemplo: arroz, péao,
feijdo, batata, carne vermelha frita, refrigerantes, frutas citricas, banana e etc)
foram expressos em percentual de energia do total da dieta. Sendo também
alguns destes itens alimentares agrupados para a analise: frutas, legumes e
verduras; doces e acgucar; sucos naturais; bebidas artificiais e alimentos
gordurosos. Estes grupos alimentares foram analisados em funcdo da
contribuicéo proporcional de energia da dieta.

Antropometria

O peso corporal foi obtido em balanca eletronica, do tipo plataforma, marca
Tanita® com capacidade de 150 kg. A estatura foi aferida com o auxilio de um
estadiébmetro rigido, com escala em milimetros, da marca Altura exata®. Essas
medidas foram aferidas em duplicata, obtendo-se assim um valor médio e a
partir destas variaveis foi obtido o indice de massa corporal (IMC). O IMC foi
utilizado para classificar o estado nutricional dos voluntarios, tomando como
referéncia a populacdo e os pontos de corte propostos pelo World Health
Organization [23]. Para a realizacdo das medidas antropométricas foi seguido
os procedimentos padronizados por LOHMAN et al. (1988) [24].

Atividade fisica

Para a avaliacdo da atividade fisica (AF) foi utilizado o Questionario de AF
para Adolescentes Versdo Informatizada (QAFAVI) [25]. O QAFAVI é uma
versdao adaptada e informatizada de FLORINDO et al. [26] validada em
escolares de Piracicaba. Este questionario permite avaliar a frequéncia
semanal e duracdo das praticas de esportes, exercicios fisicos e atividades
fisicas de locomocdo. O questionario gera um escore final em minutos

(semanal e anual).

Genotipagem

Foi utilizado o kit illustra blood genomicPrep Mini Spin kit para extrair o
DNA genbmico a partir de sangue total em Edta (GE Healthcare, Nova York,
NY, EUA).

Pela técnica de PCR-real time, equipamento 7500 Fast Real - Time PCR
System e sondas TagMan (Applied biosystems®, Foster City, California, EUA)
foi realizada a genotipagem do SNP T84C APOALl (rs5070). Em 10% das
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amostras foram repetidas as genotipagens para confirmacdo dos resultados,
obtendo-se 100% de concordancia. O polimorfismo encontrou-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg, confirmado pelo teste qui-quadrado (p>0,05).

Anadlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Bioestat 5®
(Manuel Ayres, Manuel Ayres Jr e Daniel Lima Ayres, Belém, Para, Brazil) e
IBM SPSS statistics 19 (IBM, Nova york, NY, EUA) para Windows Vista.

As diferencas nas variaveis bioquimicas, antropométricas, alimentagédo de
acordo com a presenca dos genotipos do polimorfismo em estudo foram
analisadas pelo teste T-student (dados paramétricos) e pelo teste Mann-
whitney (dados ndo paramétricos). A distribuicdo de normalidade das
variancias foi testada por Levene's Test of Equality of Error Variances. Para
verificar a influéncia do consumo de nutrientes, grupos alimentares nas
concentragdes séricas de variaveis relacionadas aos fatores de risco para DCV
nos adolescentes de acordo com os gendtipos da APOAL foi utilizado o teste
de andlise de variancia fatorial.

Para andlise estatistica, os adolescentes distribuidos segundo a presenca
dos genotipos foram divididos em tercis de acordo o consumo de
macronutrientes, itens alimentares, grupos alimentares ou quantidade de
pratica de atividade fisica. O tercil 1 representou o baixo consumo ou sem
pratica de atividade fisica e o tercil 2 e 3 foram unidas formando o elevado
consumo ou prética de atividade fisica.

As prevaléncias proporcionais de fatores entre os genétipos foram
comparadas pelo teste do Qui-quadrado, conforme as caracteristicas da
analise. Valores de p<0.05 foram considerados como estatisticamente

significativos.
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Resultados

Dados gerais

Em relacdo aos gendtipos do polimorfismo T84C APOAL, a prevaléncia dos
genodtipos CC, CT e TT foram de 33,2%, 49,5% e 17,3%, respectivamente. A
prevaléncia do alelo de menor frequéncia (T) foi de 42,1% entre o0s
adolescentes analisados.

Tabela 1. Caracteristicas antropomeétricas, bioquimicas e dietéticas de
adolescentes de acordo com o polimorfismo T84C APOAL, em Piracicaba-SP,
20009.

Adolescentes (n=214) ANOVA

Variaveis TT (n=37) CT(n=106) CC(n=71) valor — p
Peso 44,3+13,8 42,8+14,4 44,1+12,0 0,757
IMC (kg/m?) 20,1+4,6 19,5+4,9 20,1+4,5 0,682
Percentil de IMC 64,3+35,0 58,7+36,4 64,1+34,7 0,537
Presséo sistdlica 106,5+13,9 106,5+15,4 104,6+16,5 0,803
Presséao diastélica 64,7+15,0 60,4+13,2 61,0+£13,9 0,124
Glicemia (mg/dL) 89,6+6,4 90,3+6,7 89,8+9,4 0,860
Insulinemia (uU/mL) 8,9+7,5 11,7+£13,0 13,7145 0,112
Colesterol total (mg/dL) 151,1+31,2 156,0+28,3 150,3+26,5 0,341
Triglicérides (mg/dL) 97,1+55,0a 84,7+44,1b 70,4+30,1b 0,038
LDL-C (mg/dL) 90,8+27,2 90,3+24,2 86,5+21,8 0,527
HDL-C (mg/dL) 47,2+13,1 48,8+10,6 49,2+10,8 0,659
ApoA-I (mg/dL) 135,4+17,2 139,9+19,7 136,2+17,3 0,284
Energia 3256+1055 3462+1501 33271445 0,386
Carboidrato (%) 56,7+4,6 57,0+4,7 57,0+4,8 0,888
Gordura dietética total (% energia) 31,4+4,3 31,4+4,2 31,2+4,2 0,942
SFA (% energia) 9,1+1,6 9,3+1,7 1,2+1,8 0,728
PUFA (% energia) 9,2+1,2 9,1+1,3 9,1+1,1 0,854
MUFA (% energia) 10,8+2,1 10,6+2,1 10,5+1,9 0,812
TAF (% energia) 2,1+0,8 2,1+0,9 2,3+0,9 0,362
ui-

n (%) n(%) n(%) qugdrado

Triglicérides:
Desejavel 29 (78,4) 95 (89,6) 66 (94,4) 0 =0,039
Aumentado 8 (21,6) 11 (10,4) 4 (5,6) v?=6,500

Foram realizados o teste Qui-quadrado, para verificar diferengas na prevaléncia de obesidade,
hipertensdo arterial, diabetes, resisténcia a insulina, dislipidemias e sindrome metabdlica entre os
diferentes genotipos do polimorfismo T84C APOAL, porém néo foi verificado diferenca de acordo com o
gendtipo (dados ndo mostrados). Foi verificado apenas diferenca nas concentragfes de TG.

IMC= indice de massa corporal; SFA = acidos graxos saturados, PUFA = acidos graxos poliinsaturados,
MUFA = &cidos graxos monoinsaturados; TAF = &cidos graxos trans.

Adolescentes portadores do gendtipo TT do polimorfismo T84C APOAL
apresentaram maior concentracdo de TG e maior proporcao de

hipertrigliceridemia em relagé@o a outros genotipos (tabelal).
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Alimentacao

*HDL-C = colesterol de Lipoproteina de alta densidade; TG=Triglicérides.

Carboidrato: Menor consumo =de 45% a 55%; maior consumo =de 55% a 69%.

Acido graxo poliinsaturado: Menor consumo =de 6 a 8,5%; Maior consumo =de 8,5 a 12%
Acido graxo saturado: Menor consumo =de 5,3 a 8,6%; Maior consumo =de 8,6 a 13%

Figura 1. Resposta ao consumo proporcional de macronutrientes da dieta em
adolescentes de acordo a frequéncia genotipica do polimorfismo T84C APOAL.

Na figura 1 pode ser verificado que os portadores do gendtipo TT sdo mais
responsivos aos teores de nutrientes da dieta. Quando esses adolescentes
consumiam maior quantidade de carboidrato apresentaram menor de HDL-C
(44,0 mg/dL) e maior concentracdo de TG (110,0mg/dL), em relacdo aos
portadores do mesmo gendétipo que consumiam menor quantidade (HDL-C=
53,0mg/dL, TG=67mg/dL). Ja em relacdo ao consumo dos acidos graxos
poliinsaturados e saturados foi verificado o contrario, o HDL-C aumenta com o
consumo desses mesmos entre os portadores do gendtipo TT (figura 1).
Verifica-se que os portadores do gendétipo TT apresentaram valores de

concentracbes de HDL-C e TG que se distanciaram dos demais genotipos
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tanto para mais quanto para menos, em resposta ao padrdo de consumo dos

macronutrientes (figura 1).

Tabela 2. Influéncia do consumo de alimentos na concentracdo de lipidios
séricos em adolescentes de acordo a frequéncia genotipica do polimorfismo
T84C APOAL.

TG (mg/dL) HDL-C (mg/dL)

TT CT CcC TT CT CcC

(n=37) (n=106) (n=71) F* P (n=37) (n=106) (n=71) F P
Frutas citricas
Menor 7023 88+41 75+42 12,8 0,000 51+14 47+11 51x12 6,4 0,002
Consumo”
Maior Consumo 142+ 66 7850 7024 40+8 51+11 489
Péaes
Menor 81142 88+ 37 77+x43 4,0 0,019 51+14 49+10 48x11 5,1 0,007
Consumo”
Maior Consumo 122+68 86+56 66+16 409 49+12 52411
Chips
Menor 60+12 967 8519 9.1 0.000 47+15 47+10 49+13 0.486 0.616
Consumo
Maior Consumo 112+ 9 785 6716 47+12 50+11  49+10

*F-interagdo; Chips = menor consumo: sem consumo a menos de 1 punhado; maior consumo: 1 punhado
a mais de 2 pacotes; paes (ndo integrais) = menor consumo: sem consumo a 1.5 de pé&es; maior consumo
de 1.5 a 3.5 porgdes de paes. Frutas citricas (laranja e tangerina) = menor consumo: sem consumo a 1
unidade média; maior consumo: de 1 a 3 unidades médias.

Os adolescentes de gendtipo TT que consumiam maior quantidade de
paes, chips e frutas citricas apresentaram maior concentracdo seérica de TG.
Os adolescentes do mesmo gendtipo que consumiam maior quantidade de
paes e frutas citricas apresentaram também menor concentragdo de HDL-C em
relacdo aos adolescentes portadores do mesmo gendtipo com menor consumo
(Tabela 2).

Ao analisar a influéncia dos grupos alimentares nas concentracdes de
HDL-C foi observado que os portadores do gendtipo TT que consumiam
maiores quantidades de alimentos do grupo de verduras, frutas e legumes
apresentavam menores concentragcdes de HDL-C (45mg/dL) em relacdo aos
portadores do mesmo gendtipo que consumiam menores quantidades de
alimentos deste grupo (51,7mg/dL) e em relacdo aos demais genotipos. Os
portadores do alelo C apresentavam comportamento diferente, quanto maior o

consumo de frutas verduras e legumes, maior foi a concentragdo de HDL-C
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(Menor consumo: CT = 46,9mg/dL; CC =46,0 mg/dL; Maior consumo CT =
50,0mg/dL; CC =50,8 mg/dL; Finteracao= 3,3; p=0,049). Néo foram verificadas

associacfes com outros grupos alimentares (dados ndo mostrados).

Atividade fisica

*Sem pratica de AF (atividade fisica) = 0 minutos de atividade fisica; Pratica de AF (atividade fisica) = 50
a 1730 minutos por semana

Figura 2. Influéncia da atividade fisica na concentracdo da glicemia e
triglicérides em adolescentes de acordo com os genétipos do polimorfismo
T84C APOAL1

Em relacéo a pratica de atividades fisicas, foi verificado que individuos CC
que realizavam atividade fisica ao longo da semana apresentaram menor
concentracdo de TG (63,0mg/dL) em relacdo aos portadores do mesmo
gendtipo que nao praticavam atividade fisica (93mg/dL) e aos portadores dos
demais genotipos (p=0,004). Em relacéo a glicemia, os portadores do genétipo
TT que praticavam atividade fisica apresentavam maior glicemia (91,8mg/dL)
em relacdo aos portadores do mesmo genétipo que nado praticavam atividade
(85mg/dL) (p=0,012) (Figura 2).
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Discussao

O estudo avaliou a relacdo do SNP T84C APOAL com os fatores de risco
para DCV, considerando a interacdo da alimentacdo e atividade fisica. Os
resultados mostraram que este polimorfismo isoladamente pode influenciar a
resposta dos lipideos séricos a composicdo da dieta em macronutrientes,
apontando para a pertinéncia de dietas individualizadas conforme o perfil
genético. Os portadores do gendtipo TT foram mais responsivos aos teores de
carboidratos e gordura da dieta, presumidamente beneficiando-se com o menor
consumo proporcional de carboidratos.

De uma maneira geral os portadores do gendétipo homozigoto para o alelo T
apresentaram associacao do polimorfismo da APOA1 com a concentracao de
TG, portanto, o polimorfismo pode agir de forma pré-anterogénica. Resultados
semelhantes também foram encontrados por outros autores [13-15] que
chegaram a considerar a presenca deste polimorfismo um marcador de risco
para o infarto do miocardio [6-13]. Porém, esta constatacdo nao foi unanime
[27-30].

Segundo, Groenedkjk et al (2001) o polimorfismo T84C APOA1 néo afeta
diretamente a transcricdo da APOAL, j4 que néo altera as concentracbes de
ApoAl, mas simdo TG [12].

Hipertrigliceridemia é um dos indicativos da sindrome metabdlica (SM) que
€ caracterizada pela presenca de obesidade, hipertensdo e intolerancia a
glicose [4,32,33]. No entanto, ndés ndo encontramos associagdo do
polimorfismo T84C APOAL com os outros fatores de risco para SM entre 0s
adolescentes, acompanhando os resultados de Philips et al (2011) [30] e Liu et
al. [33].

A dieta € um importante fator de modulacdo de resposta dos genes na
patogénese das principais doencas crbénicas nao transmissiveis [5].

O tipo, a quantidade e a propor¢cao de gordura na dieta tém importante
efeito sobre os processos fisiolégicos, podendo levar a mudancas no
metabolismo, crescimento e diferenciacdo celular [34]. Porém os efeitos do
consumo de gordura ndo sao iguais para todos os individuos, apesar de os
resultados serem reprodutiveis no mesmo individuo, indicando a interferéncia

de polimorfismos nessa resposta [35].
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A resposta metabodlica ao consumo de carboidrato pode ser modificada por
polimorfismos. Neste estudo, foi verificado que os adolescentes com o genotipo
TT apresentavam-se melhor adaptados ao consumo aumentado de gordura
(acido graxo saturado e poliinsaturado) e nao respondiam adequadamente ao
consumo aumentado de carboidrato ja que apresentavam maiores
concentracdes de TG e baixas concentracdes de HDL-C quando comparados
aos adolescentes do mesmo genotipo com menor consumo de carboidrato
(figura 1). O consumo elevado de carboidrato costuma aparecer associado as
DCV [36,37]. As diretrizes do NCEP alertam também que a troca de gordura
por carboidrato com o objetivo de reduzir LDL-C pode, em alguns casos,
aumentar o TG com concomitante reducao de HDL-C.

Todas as classes de acidos graxos tendem a elevar o HDL-C quando
substituem os carboidratos na dieta, e este efeito € mais significativo com os
acidos graxos saturados. Em contrapartida, o aumento de &cido graxo saturado
aumenta também o LDL-C [4]. No presente estudo a maior concentracdo do
HDL-C néo foi acompanhada por maior concentracao de LDL-C no genoétipo TT
gue consumiam maior quantidade de gordura em relacdo ao mesmo genotipo
gue consumiam menor quantidade de gordura. Isso provavelmente se deve ao
efeito de redugéo do TG nos individuos ao trocarem carboidratos por gordura.

As concentragcbes de TG costumam aumentar quando o consumo de
acidos graxos é substituido por carboidratos [38], porém, aparentemente, nos
adolescentes que apresentavam o alelo C esta relagdo ndo ocorreu,
evidenciando o papel da genética ha modulacéo da resposta a dieta.

Ao se analisar a associacdo de tipos de alimentos com o polimorfismo
T84C APOAL, verifica-se que as fontes de carboidrato, os quais contribuiram
para-reducdo do HDL-C e para elevacao das concentragdes de TG foram na
maioria alimentos de alto e médio indice glicémico: pdo branco, salgadinhos de
pacote. As frutas citricas foi o Unico grupo de alimentos de baixo indice
glicémico associado ao efeito de aumento do TG e diminuicdo do HDL-C nos
individuos TT. N&o foram encontrados estudos da mesma natureza na
literatura. Ruafo et al (2006) estudaram a associacao de polimorfismos com os
efeitos da restricdo do carboidratos na dieta, mas ndo encontraram associacao

dos resultados com polimorfismos da APOA1 [39].
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Um possivel explicacdo para os efeitos dos carboidratos é apresentada por
Wood et al (2006). Para os autores, o efeito, se deve ao favorecimento da
oxidacdo hepatica de acidos graxos pela reducdo dos carboidratos como
substratos energéticos, sendo esta evidenciada por uma expressiva producao
de corpos cetdnicos, levando a uma reducéo de esterificagdo de acidos graxos
e disponibilidade de TG para incorporacdo na VLDL, levando a diminuicdo da
transferéncia de TG da VLDL para a HDL, por meio da CETP e, consequente,
diminuicdo do catabolismo da HDL [40].

Apesar da nado diferenca na concentragdo sérica de insulina entre os
diferentes gendtipos, os portadores do gendtipo TT apresentam concentracao
de insulina préxima ao nivel critico de probabilidade adotado, podendo
comprometer o metabolismo de carboidratos.

Os adolescentes portadores do alelo C, ao contrario dos portadores do
gendtipo TT foram pouco responsivos a mudancas nas concentracdes dos
componentes das lipoproteinas em fungcao do consumo de alimentos, indicando
gue a individualizacdo da dieta pode ser justificada.

Quanto a frequéncia de atividades fisicas, os genétipos da APOA1 tém a
capacidade de predizer o efeito dos exercicios no perfil das lipoproteinas
[40,41]. Os individuos que apresentaram o genoétipo CC mostraram-se mais
responsivos a pratica de atividade fisica, diminuindo a concentracédo de TG. Por
outro lado, portadores do gendtipo TT que praticavam maior quantidade de
atividade fisica por semana, apresentavam maior concentragdo de glicemia. O
aumento da glicemia associado a pratica de atividades fisicas é um evento
frequente entre individuos diabéticos tipo 1, em consequéncia da cetose
[42,43]. Nos adolescentes deste estudo, o aumento da glicemia associado a
maior pratica de atividade fisica, mais uma vez indica a associacdo do
polimorfismo T84C APOA1 com menor eficiéncia no metabolismo da glicose.
Esse fendbmeno abre a discussdo sobre as condicdes ideais para
imprescindivel pratica de atividades fisicas, associadas as orientagdes
nutricionais.

Neste estudo apenas verificou a associacao de um polimorfismo no perfil
lipidico de adolescentes, no entanto, é sabido que ha uma complexa rede de

fatores de ordem genética e ambiental atuam de maneira coordenada na
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génese das doencas e que a avaliacdo de um fator isolado € limitada, porém o
gene T84C APOAL foi selecionado para este estudo por ser aquele que mais
frequentemente aparece nos estudos associado as alteracfes no metabolismo,
especialmente da HDL. Os baixos valores de HDL-C s&o muito frequentes em
diabéticos e obesos. Assim, apesar de suas limitagcfes, este estudo ja indica
gue o tratamento dietético deve ser individualizado, visto que nem todos 0s
adolescentes responderam da mesma maneira ao consumo aumentado de
nutrientes especificos.

O QFA tem sido um método muito utilizado em estudos epidemioldgicos
em razao da confiabilidade, validade relativa, praticidade, rapidez de aplicacao
e baixo custo. Além do mais é um instrumento que melhor expressar a
interacdo entre consumo alimentar e doencas cronicas [18]. Apesar destas
vantagens, esse instrumento de avaliacdo pode superestimar o consumo de
alimentos [44], contudo pelo fato dos dados terem mantido 0 mesmo padréo, o
erro sistematico ndo comprometeu os resultados. Além disso, a avaliagdo do
consumo alimentar entre adolescentes € também um desafio. No entanto, ha
gque se considerar que nesse aparente consumo alimentar obtido, o erro

sistematico ndo compromete o resultado, visto que segue um mesmo padrao.
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Concluséo:

Os adolescentes com o gendtipo TT para o SNP T84C do gene APOAL sao
mais suscetiveis as alteracdes nas modificagbes da composicao da dieta em
macronutrientes, apresentando maior suscetibilidade as alteracbes do
metabolismo da glicose relacionadas ao consumo de carboidrato e a atividade

fisica.
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CAPITULO IV - PRESENCA DO ALELO APOE4 NOS
ADOLESCENTES CONFERE FATOR DE RISCO PARA
DOENCAS CRONICAS QUE PODE SER MODIFICADO PELA
ALIMENTACAOQ?®
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Resumo
Conhecimento Bésico

O conhecimento de suscetibilidades genéticas aos efeitos do meio
ambiente sobre doencas cronicas pode promover avancos terapéuticos e
preventivos. Nesse sentido, a ApoE, ao estar envolvida nos processos de
dislipidemias torna-se importante candidata para estudos de interacao de seus
polimorfismos com fatores de risco ambientais. Assim, o0 objetivo foi avaliar,
em adolescentes, se a presenca da mutacdo missense pode modificar o risco
para o desenvolvimento de doencas cronicas e se essas alteracdes podem ser
moduladas por variacdo da composicao da dieta em macronutrientes. Foram
avaliados 214 adolescentes de ambos 0s sexos, por meio de um questionario
de frequéncia alimentar, antropometria, afericdo da presséo arterial, dosagens
bioquimicas e genotipagem por PCR-real time.
Resultados

Os adolescentes portadores do alelo ApoE4 (ApoE4E4/ApoE4/E3)
apresentaram maior prevaléncia de hipercolesterolemia (ApoE4=42%;
ApoE3=30%; ApoE2 (ApoE2E2/ApoE2/E3) =5%) , colesterol de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL-C) elevado (ApoE4=33%; ApoE3=20%; ApoE2=2%),
maior prevaléncia de cintura de risco para doencas cronicas (ApoE4=74%;
ApoE3=51%; ApoE2=48%), maior prevaléncia de pressao arterial elevada
(ApoE4=48%; ApoE3=18%; ApoE2=19), portanto, maior numero de fatores de
risco para doencas cronicas (ApoE4=40%; ApoE3=20%; ApoE2=16%), em
relacdo aos portadores dos demais alelos (p<0,05). Os portadores do alelo
ApoE4 também se mostraram mais responsivos ao consumo de acido graxo .
Os adolescentes portadores do alelo ApoE4 que consumiam maiores
guantidades de acido graxo poliinsaturado apresentaram em torno de
23,9mg/dL e 26mg/dL menores concentracdes, respectivamente, de LDL-C e
CT em relacdo aos adolescentes portadores do mesmo gendtipo (p<0,05).
Esses mesmos adolescentes que consumiam maiores quantidade de gordura
total e carboidrato apresentavam respectivamente, 22,8% menores e 24%
maiores valores de percentili de pressdo arterial em comparacdo aos

portadores do mesmo genatipo (p<0,05).
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Conclusdes

Adolescentes portadores do Alelo ApoE4 apresentaram maior prevaléncia
de fatores de risco para doencas crénicas porém, menores concentraces de
colesterol sérico quando consomem maior proporcdo de &cidos graxos
poliinsaturados e melhor pressao arterial quando consomem menor proporgao

de carboidrato na dieta.

Conhecimento basico

O conhecimento de suscetibilidades genéticas aos efeitos do meio
ambiente sobre doencas cronicas, entre as quais as dislipidemias, pode
promover avangos terapéuticos e indicar a necessidade de atitudes preventivas
especificas [1].

As influéncias genéticas sobre as mudancas nas concentracdes de
colesterol total e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C) podem ocorrer a
partir da combinacdo de efeitos sobre producdo, composicdo, metabolismo
intravascular e eliminacéo plasmatica das lipoproteinas [2]. Variacdes no gene,
principalmente da ApoE, tém sido associadas com variagdes nas
concentracdes lipidicas plasméticas [3,4].

A ApoE é uma glicoproteina de importante papel no metabolismo lipidico.
Esta proteina se liga com afinidade aos receptores da LDL facilitando a
endocitose de particulas de lipoproteinas associadas. Além do mais, a ApoE
media as interacdes de lipoproteinas com receptores de LDL, VLDL e outros
receptores de lipoproteinas [5].

A mutacdo missense no gene ApoE encontra-se localizada no
cromossomo 19, sendo determinada por trés alelos comuns (€2, €3 e €4), que
codificam trés isoformas E2, E3 e E4 [6]. Essas isoformas estdo relacionadas
com trocas de cisteina e arginina na posicao 112 (rs429358) e 158 (rs7412) da
proteina. Ambos os codons possuem troca de nucleotideo T para C levando a
seis tipos de gendtipos (E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4 e E4/4) em humanos. O
alelo ApoE3 codifica a forma ancestral da proteina [7,8].

Em individuos que apresentam o alelo ApoE4 h& maior prevaléncia de
elevacdo no colesterol total (CT) e LDL-C [6,9,10,11] e de desordens
ateroscleroticas e infarto do miocardio [12,13] em comparacdo aos portadores

do alelo E2. Também tem sido relatado que portadores do alelo E4 sdo mais
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responsivos as alteracfes na composicdo da dieta em nutrientes [12, 14] A
magnitude dessas respostas foi bem menos documentada em criancas e
adolescentes [10,15]. No entanto, o0 aumento global na prevaléncia dos fatores
de riscos para doencas cardiovasculares (DCV) vem sendo verificado também
entre criancas e adolescentes [16,17], apesar de este aumento estar
relacionado com mudancas da alimentacdo e sedentarismo [18] o perfil
geneético parece estar associado com esta interacao [19].

Deste modo, o objetivo foi avaliar, em adolescentes, se a presenca da
mutac&o missense pode modificar o risco para o desenvolvimento de doencas
cronicas e se essas alteracdes podem ser moduladas por variagdo da
composicdo da dieta em macronutrientes.

Métodos
Populacéo e Local do estudo

O presente estudo transversal fez parte de um projeto maior intitulado
“Fatores determinantes do risco de obesidade em adolescentes de escolas
publicas de Piracicaba: Estudo transversal como primeira etapa de um estudo
de coorte”, financiado pela Fapesp (proc n°2006/61085-0).

Neste projeto estavam participando 488 escolares matriculados na quinta
série num ambito de 26 escolas do ensino fundamental publico que foram
escolhidos por sorteio e representam as prevaléncias de excesso de peso entre
20% e 32%, erro tipo | de 5% e erro tipo Il de 10% de um total de 48 escolas
presentes em Piracicaba na época do estudo, inclusive zona rural.

Estes adolescentes foram convidados para a segunda parte do projeto
relacionado a genotipagem e dosagens bioquimicas, porém foram recrutados
214 adolescentes, de ambos 0s sexos, matriculados na quinta série de escolas
publicas distribuidas em todas as regides do municipio, com idade minima de
10 anos. Participaram do estudo, adolescentes, em que 0S responsaveis
aceitaram e assinaram o termo de consentimento em participar do estudo. O
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Saude Publica da USP (n°1633), conforme a resolucao 196/96
do Conselho Nacional de Saude/MS.

Foram utilizadas como critério de exclusdo a presenca de febre, gripe e

resfriado e o uso de medicamentos durante a semana anterior e de coleta de



100

sangue. Os adolescentes nao foram estratificados pela cor da pele, pois como
indicado por Pena e et al. mais de 60% da heranca genética dos brasileiros &
européia, independente da cor da pele. A cor da pele apresenta fraca relacao
com ancestralidade geografica genémica [20].

Antropometria

A avaliacdo antropométrica foi realizada por uma equipe treinada. Para as
afericbes dasmedidas antropomeétricas os adolescentes estavam descalcos
com um minimo de roupas. O peso corporal foi obtido em balanca eletrénica,
do tipo plataforma, marca Tanita® com capacidade de 150 kg. A estatura foi
aferida com o auxilio de um estadiémetro rigido, com escala em milimetros, da
marca Alturaexata®. Essas medidas foram aferidas em duplicata, obtendo-se
assim um valor médio e assim foi obtido o indice de massa corporal (kg/m?)
que foi utilizado para avaliar o estado nutricional, sendo utilizada a curva de
referéncia e o ponto de corte percentilar propostos pelo World health
Organization [ 21]

A circunferéncia de cintura foi medida seguindo o protocolo de Callaway et
al. [22] e foi utilizado a referéncia e a populacdo de McCarthy et al. [23] para
classificar o percentil de circunferéncia de cintura considerado risco para o
desenvolvimento de DCVs.

Consumo alimentar

Para avaliacdo do consumo alimentar foi utilizado um questionario de
frequéncia alimentar simplificado para adolescentes (QFASA) baseado em um
qguestionario de frequéncia alimentar para adolescentes ja validado [24] e
calibrado [25]. O QFASA incluiu 58 itens alimentares referentes a um periodo
de trés meses, apos reducdo de 40 itens alimentares encontrados no
questionario original, esta reducdo foi baseada nos alimentos consumidos em
maior frequéncia pelo recordatério de 24h utilizado no estudo de calibracédo de
Voci [25]. Foi utilizado material fotografico informatizado com fotos de
diferentes utensilios e alimentos para fins deste estudo. Por meio de tabelas de
medidas caseiras foi realizada a conversao dos valores obtidos em medidas
caseiras em unidades de peso e medida [26]. Para o célculo do consumo em
energia, macro e micronutrientes foi utilizado a tabela brasileira de composi¢éo

de alimentos- segunda versédo [27] e 0 banco de dados de nutrientes norte
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americano [28] Os nutrientes foram expressos como percentagem do total
energético da dieta. Com o intuito de avaliar a influéncia do consumo de
determinados alimentos sobre os fatores de risco para doencas cronicas,
optou-se por classificar alguns itens presentes no QFASA em grupos
alimentares: frutas, legumes e verduras; doces e aguUcar; sucos naturais;
bebidas artificiais e alimentos gordurosos.

Variaveis bioquimicas

As concentracbes de CT e de HDL-C foram obtidos pelo método
colorimétrico enzimatico no soro (Advia® chemistry Direct, Siemens, Sao
Paulo, SP, Brasil). A dosagem de TG foi determinada pelo método enzimético
no soro (Advia® chemistry Direct, Siemens, Sdo Paulo, SP, Brasil). O calculo
do LDL-C foi realizado a partir da férmula de [29], ja que todos os valores de
TG estavam abaixo de 400mg/dL. Estas dosagens foram comparadas aos
pontos de corte de referéncias do | Guideline for Preventing Atherosclerosis in
Childhood and Adolescence para verificar a proporcdo de alteracdes das
dislipidemias [30]. As concentracdes alteradas de CT, LDL-C e TG foram
consideradas iguais ou acima de limitrofes. As concentra¢gfes alteradas de
HDL-C foram aqueles considerados valores iguais ou abaixo do desejavel.

A glicemia foi analisada pelo método enzimatico (Advia® chemistry Direct,
Siemens, Séo Paulo, Brasil). Para a obtengao das concentragdes de insulina foi
realizada a dosagem pela reacdo quimioluminescente (Advia centaur®,
Siemens, Sao Paulo, SP, Brasil).

Pressdao arterial

A pressao arterial (PA) foi aferida ap0s pelo menos cinco minutos de
repouso, a PA foi aferida em duplicata com intervalo de 1 a 2 minutos entre as
medidas, segundo as recomendacdes das V diretrizes brasileiras de
Hipertensédo arterial [31]. A pressao arterial foi aferida por um monitor de
pressao digital, marca Omron Healthcare® (HEM-742) previamente validado
[32]. Os valores encontrados foram comparados com valores do National High
Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in
Children and Adolescents (2004) [33].
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Determinacgéo da genotipagem de ApoE

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total utilizando um kit de
purificacdo comercial lllustra blood genomicPrep Mini Spin kit ( GE
Healthcare®, Nova york, EUA), conforme instru¢cdes do fabricante. Dois
polimorfismos de nucleotideo Unico (rs 7412, rs429358) no gene da ApoE
foram genotipados pela técnica de PCR-real time no equipamento 7500 Fast
Real- Time PCR System (Applied biosystems®, Foster City, California, EUA)
com sondas TagMan para discriminacdo alélica (quadrol). O método foi
descrito pelo fornecedor. Os resultados da discriminacdo alélica foram
analisados usando um software automatizado (SDS 1.3.1. Applied
biosystems®, Foster City, California, EUA). Aleatoriamente, 10% das amostras
foram genotipadas por uma segunda vez para confirmagdo dos resultados,
obtendo-se 100% de concordancia. Todos os grupos de gendtipos obedeceram
ao equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05).

Os gendtipos ApoE2E2 e ApoE3E2 foram agrupados formando os
portadores do Alelo ApoE2, o gendtipo ApoE3E3 formou apenas um grupo e o
genotipo ApoE4E4 combinado com o gendtipo ApoE4E3 formaram o grupo dos
Alelos ApoE4. Em relacdo ao genoétipo ApoE4E2, 3 adolescentes portadores
deste gendtipo foram excluidos desta amostra devido aos supostos efeitos que
estes dois alelos possuem no LDL-C. No geral a prevaléncia dos genétipos da
mutacdo missense foi de 0,5% para os portadores do gendtipo ApoE2E2,
17,1% para os portadores do gendétipo ApoE3E2, 63,5% para os portadores do
genotipo ApoE3E3, 2,8% para os portadores do genotipo ApoE3E4 e 16,1%
para os portadores do genétipo ApoE4E4. A prevaléncia do alelo E3 foi de
80,1%; 9,0% para o alelo E2 e 10,9% para o alelo E4.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Bioestat
5® para Windows Vista (Manuel Ayres, Manuel Ayres Jr e Daniel Lima Ayres,
Belém, Para, Brazil) e IBM SPSS statistics 19 (IBM®, Nova york, NY, EUA). As
concentracbes dos marcadores bioquimicos com distribuicdo normal

analisados foram comparadas entre os diferentes grupos estudados utilizando
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a andlise da variancia (ANOVA) e os ndo normais por Kruskall Wallis, seguidos
dos testes de Tukey ou Dunn, respectivamente.

Para verificar a influencia do consumo de nutrientes e de grupos
alimentares na concentracdo de variaveis relacionadas aos fatores de risco
para doencas cardiovasculares nos adolescentes de acordo com 0s genotipos
da ApoE foi utilizado o teste de analise de variancia fatorial. As variaveis que
apresentaram distribuicdo normal foram comparadas por Tukey e as de nao
normal distribuicdo por Dunnett 3t. A distribuicdo de normalidade das variancias
era testada por Levene's Test of Equality of Error Variances.

As frequéncias alélicas foram obtidas pela contagem dos genes. Para
testar as diferencas nas prevaléncias foi utilizado o teste do Qui-quadrado,
conforme as caracteristicas da analise. Valores de p<0,05 foram considerados

como estatisticamente significativos.
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Resultados referentes aos dados bioguimicos, antropométricos e de

pressao arterial

Tabela 1. Comparacdo do perfil
adolescentes portadores do alelo E2, E4 e genotipo E3E3 da mutagéo
missense do gene da ApoE

lipidico, glicémico e

insulinico entre

Adolescentes

ApoE2 ApoE4
(E2E3/E2E2) ApoE3E3 (E4E3/E4E4)
(37) (134) (40)
Dosagens bioquimicas
Médiaxdp Média+dp Média+dp Valor de P*
Glicemia (mg/dL) 88,2+6,3 90,7£8,5 89,7+5,1 0,1733
Insulina (uu/ml) 11,3+7,0 12,2+14,5 12,1 #12,1 0,6866
HOMA-IR 2,2+1,4 2,39 £3,0 2,36 £2,5 0,8191
Colesterol total(mg/dL) 134,9 22,12 157,0 £25,0b 164,8 +35,0b 0,000
HDL-c(mg/dL) 47,4 +10,3 49,4 +10,6 47,3 £13,5 0,2265
LDL-c(mg/dL) 70,3 17,5 91,8 +20,0 99,0 +31,3 0,000
TG(mg/dL) 85,8 +41,8 78,9 44,8 92,3 45,7 0,0747
Antropometria
IMC (kg/m®) 19,7+4,6ab 19,4+4 5a 21,5+5,3b 0,0300
Percentil de IMC 59,7+32,9ab 58,7+36,5a 74,6 £32,4b 0,0415
Alimentacéo
Energia Kcal 3364,1+ 1273,0 3308,3+1356,0 3230 £1506 0,9075
Carboidrato (%energia) 56,2+4,9 56,9+4,8 57,2+4,0 0,8709
Gordura (% energia) 31,6+4,3 31,3+4,2 30,9+4,0 0,7517
SAF (% energia) 9,3+1,7 9,3+1,7 9,1+1,7 0,7982
PUFA (% energia) 9,0+1,1 9,1+1,2 9,2+1,3 0,7645
MUFA (% energia) 10,8 +2,1 10,6+2,0 10,3+1,8 0,5891
TAF (% energia) 2,3+2,1 2,1+0,9 1,9+0,7 0,0814
n(%) n(%) n(%) Qui-quadrado
/Valor de p
Variaveis Bioquimicas
LDL-C Desejavel 39 (97,5) 109 (81,3) 26 (65,0) 13,9/0,000
LDL-C Alterado 1(2,5) 25(18,7) 14(35,0)
CT Desejavel 38 (95,0) 94 (70,1) 17 (42,5) 15,0/0,000
CT Alterado 2 (5,0 40(29,9) 23(57,5)
Antropometria
Circ,cintura adequado 21 (52,5) 64 (47,8) 10 (25,0) 7,0/0,030
Circ, cintura risco 19 (47,5) 70(52,2) 30(75,0)
Presséo arterial
Percentil adequado de PA 33(82,5) 111 (82,8) 19 (47,5) 16,1/0,000
Percentil de PA acima de 90 7(17,5) 23(17,2) 21(52,5)
Fatores de risco para DCNTs
+3 fatores 6 (15,0) 26 (19,4) 16 (40,0) 18,5/0,000
1 e 2 fatores 19 (47,5) 73 (54,5) 23 (57,5)
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Nenhum fator 15 (37,5) 35 (26,1) 1(2,5)
*HDL-C = colesterol de lipoproteinas de alta densidade; LDL-C= Colesterol de lipoproteinas de baixa
densidade;

TG = triglicérides; IMC = Indice de massa corporal;SAF = &cido graxo saturado; PUFA = &acido graxo
pollinsaturado; MUFA = 4cido graxo monoinsaturado; TAF=acido graxo trans; Circ = circunferéncia; PA =
pressdo arterial; DCNT = doencas cronicas ndo transmissiveis

Em relagédo ao perfil lipidico, os adolescentes portadores do alelo ApoE4
apresentaram maior meédia de colesterol total e LDL-C (tabela 1), como
também maior prevaléncia de alteragbes lipidicas . Esses adolescentes
também apresentaram maior média no percentii de IMC, diferindo
estatisticamente daqueles portadores do genétipo ApoE3E3 (tabela 1). Ja em
relacio a CC de risco os adolescentes portadores do alelo ApoE2
apresentaram menores prevaléncia e os portadores do alelo ApoE4 maiores
prevaléncia. As Alteracdes de pressao arterial, também se apresentaram mais
elevadas nos adolescentes com alelo ApoE4.

Como conseqiiéncia os portadores do alelo ApoE4 apresentaram também
maiores riscos para o desenvolvimento de doencas cronicas (tabelal).

Resultados referentes ao consumo alimentar

Acido graxo pollinsaturado = Menor consumo =de 6 a 8,5%; Maior consumo =de 8,5 a 12%; LDL-C= Colesterol
de Lipoproteinas de baixa densidade

Figura 1. Influéncia do consumo de &acido graxo poliinsaturada em percentual
energético na concentracdo de CT, LDL-C, em adolescentes de acordo com a
distribuicdo de gendtipos da mutagcdo missense do gene ApoE.

Analisando-se 0 consumo de macronutrientes e energia, pode-se verificar que
os adolescentes portadores do alelo ApoE4 que consumiam maiores quantidades

de &cidos graxos poliinsaturados apresentavam menores concentracdes séricas de
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CT e LDL-C em relacéo aos portadores do mesmo alelo que consumiam menores

guantidades de acidos graxos poli-insaturados (figura 1).

Alimentos gordurosos: Menor consumo =de 1 a 17%kcal; Maior consumo =de 17 a 40,5% kcal;
Acido graxo total: Menor consumo =de 21 a 29,8% kcal; Maior consumo =de 29,8a 44% kcal;
Acido graxo saturado: Menor consumo =de 5,3 a 8,6% kcal; Maior consumo =de 8,6 a 13% kcal;
Carboidrato: Menor consumo =de 45% a 55% kcal;; maior consumo =de 55% a 69%. kcal;

Figura 2. Influéncia do consumo de alimentos gordurosos (a), acido graxos
total (b) e saturado(c) e carboidrato (d) segundo proporcdo percentual
energética no percentil de presséo arterial, em adolescentes de acordo com a
distribuicdo de gendtipos da mutacdo missense do gene ApoE.

Em relac@o a pressao arterial, os adolescentes portadores do alelo ApoE4
que consumiam maiores quantidade alimentos gordurosos, total de gordura e
acido graxo saturado apresentaram menores percentis de presséo arterial
segundo a estatura em relagéo aos portadores do alelo ApoE4 que consumiam
menores quantidades desse mesmo tipo de alimentos e lipideos da dieta
(Figura 2).

Porém, em relacdo ao consumo de carboidrato foi verificado o contrario, o
maior consumo de carboidrato (% energia) da dieta foi associado com maiores
valores de pressao arterial. Em relacdo aos portadores do alelo ApoE2, embora
numa menor magnitude, foi verificado o contrario, o maior consumo de

alimentos gordurosos e de &cidos graxos foi associado a valores mais
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elevados de pressao arterial e de carboidrato a menores valores de pressdo
arterial. N&o foi encontrada associacdo do consumo de nutrientes, CC e IMC
em interacdo0 com 0s grupos portadores dos alelos da mutagcdo missense da
ApoE.

Alimentos de outros grupos alimentares, com excecdo de alimentos
gordurosos, nao apresentaram relacdo com fatores de risco para doencas
cronicas segundo presenca do polimorfismo da ApoE.

Discussao

O estudo comparou e estabeleceu diferencas entre os fatores de risco para
doencas cronicas em adolescentes de acordo com a distribuicdo os grupos
portadores dos alelos da mutacdo missense, verificando também a influéncia
da alimentacdo na resposta desta mutacdo. Foi constatado que o0s
polimorfismos estudados determinam diferencas significativas na prevaléncia
dos fatores de risco para doencas cronicas em adolescentes, 0s quais
responderam de forma diversa aos macronutrientes da dieta, dependendo da
isoforma de ApoE que apresentavam.

Entre os diferentes grupos de adolescentes analisados pode-se verificar
que os adolescentes portadores do alelo ApoE4 apresentaram maiores fatores
de risco para doencgas cronicas, como, maior prevaléncia de alteracbes na
composicado corporal (IMC e cintura), hipercolesterolemia, LDL-C elevado,
alteracOes na pressao arterial. Ja os adolescentes portadores do Alelo ApoE2
pareceram apresentar fatores de protecdo para doencas cronicas. Uma maior
prevaléncia de dislipidemias e ou de obesidade em portadores do alelo ApoE4
foi verificada também em outros estudos [6,9,10, 34,35]. Segundo Minihane et
al., as concentracdes de LDL-C nos homozigotos para alelo ApoE3 geralmente
sao 8,3% menores em relacdo aos portadores do ApoE4 e 14,2% maiores em
relacéo aos ApoE2 [36].

Esta suscetibilidade aos fatores de risco para doengas crbnicas em
adolescentes ApoE4, como a encontrada neste trabalho, pode estar
relacionado a maior afinidade da proteina aos receptores de LDL, tanto em
relacdo ao aumento da concentracdo de colesterol total e de LDL [7] e maior

aumento da deposigéo de lipidios no tecido adiposo [37].
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Neste estudo, a presenca de ApoE4 foi associada com maior pressao
arterial, o que, em parte, pode ser justificado pelas alteracdes na lipemia. Em
presenca de hipercolesterolemia ha reducéo da disponibilidade do éxido nitrico
por meio do aumento da producgéo de radicais livres derivados da peroxidacao
lipidica [38]. Um processo que parece estar ocorrendo precocemente entre 0s
adolescentes deste estudo. No entanto, ha estudos com populacao brasileira
[37,39] e portuguesa [40] nos quais a associacdo entre pressdo arterial e
ApoE4 néo foi verificada.

Iniciativas para o combate das doencas cronicas estdo sendo realizadas no
mundo inteiro, ficando cada vez mais evidente a variacdo na suscetibilidade
aos fatores do meio ambiente em decorréncia da genética [41,42,43]. Apesar
de o aumento da prevaléncia das doencas cronicas nao poder ser justificado
por mudancas no “pool” genético, jA& que o genoma humano tenha mudado
marginalmente desde a sua origem, parece que variantes genéticas que antes
estavam “adormecidas” estdo agora sendo acionadas pela mudanca do estilo
de vida de sociedades modernas [43].

No geral, verificou-se que os adolescentes portadores do alelo ApoE4 eram
mais responsivos ao consumo de acido graxo. Em relacédo a dislipidemia, os
individuos portadores do alelo ApoE4 que consumiam maior quantidade de
acido graxo poliinsaturado apresentavam menor concentracédo de CT e LDL-C
em relacdo aos adolescentes do mesmo grupo com menor consumo
proporcional. Porém, foi verificada também uma ma adaptagédo ao consumo de
carboidratos nos adolescentes portadores da ApoE4 frente a mudancas da
pressédo arterial. Os adolescentes portadores do alelo ApoE4 apresentaram
maior alteracdo na pressao arterial e geralmente na presenca de hipertensao
h& presenca de resisténcia a insulina (RI), ja que na Rl ha um aumento
exacerbado da atividade simpatica. Com o consumo de sacarose, também
pode ser verificado aumento na atividade do sistema nervoso simpético [44].
Deste modo, supde-se que os portadores do Alelo ApoE4 que apresentam
alteragbes na pressdo arterial, também apresentem aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico com maior consumo de carboidratos.

Em dois estudos de revisao foi verificado que os individuos portadores do

alelo ApoE4 apresentaram-se mais responsivos aos efeitos dos acidos graxos
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da dieta sobre as concentracdes de CT e LDL-C, porém os portadores do alelo
ApoE2 eram mais responsivos a mudanca de Carboidrato [45,46]. Masson et
al. verificaram que portadores do Alelo ApoE2 eram mais responsivos ao
consumo de trigo e farelo de aveia [46].

Em alguns estudos nao foi verificada a interacado da dieta com presencas
de polimorfismos da ApoE [10, 47,48], indicando a necessidade de que todos
os individuos, independentemente do alelo, reduzam gordura saturada e
aumentem fibras na dieta, a fim de reduzir lipidios no sangue e o risco de DCV.

Apesar de neste estudo os portadores da isoforma ApoE4 serem mais
propensos ao desenvolvimento de doencas crbnicas, esses apresentam-se
mais responsivos a mudancga da dieta.

Aparentemente os individuos portadores do alelo ApoE2 responderam de
forma contraria em relacdo aos portadores do alelo ApoE4 quando consumiam
carboidrato e &cido graxo, evidenciando a influéncia do polimorfismo na
resposta da manifestacéo da hipertensédo de acordo com o consumo alimentar.

Neste estudo, pode ser constatado que os adolescentes portadores do
alelo ApoE4 sdo aqueles individuos que necessitam de maior atencdo na
prevencao do desenvolvimento de fatores de risco para o desenvolvimento de
DCV na vida adulta. Sendo esses adolescentes que no futuro estaréo utilizando
em maior proporcdo os servicos de saude publica e consequentemente
aumentando gastos financeiros com internacdo e numero de anos perdidos
devido a problemas de saude, invalidez ou morte prematura [42].

Estimativas realizadas pela OMS para o Brasil sugerem que perdas na
forca de trabalho e diminuicdo da reserva monetéaria resultante da carga de
apenas trés DCNT (diabetes, doenca coronariana e derrame) levardo a uma
perda de produgdo econdmica de 4,18 bilhdes de dolares entre 2006 e 2015
[42]. Esta realidade ndo é exclusiva do Brasil e sim reflete uma situacao visivel
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Nos EUA as DCV
representam uma estimativa de custos anuais diretos e gerais de 273 e 444
bilhbes de ddélares, respectivamente [49].

Uma potencial forma antecipar a solucdo para esses problemas poderia

centrar-se no cuidado preventivo diferenciado aos individuos geneticamente
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mais suscetiveis aos efeitos do meio ambiente, como mostraram ser 0s
adolescentes portadores do Alelo ApoE4.

Por meio de nossos resultados e estudos que reforcam que a presenca do
alelo ApoE4 pode ser um risco para fatores de doencas crbnicas e
consequentemente DCV, a inclusdo de exames genéticos no sistema de saude
Publica que identificassem a presenca do alelo ApoE4 poderia beneficiar
populacdes de risco.

Apesar de ainda ndo ser considerado na pratica clinica, o uso da
genotipagem para a identificacdo da mutacdo missense em individuos como
indicador de risco ao longo prazo poderia, ao individualizar o cuidado, diminuir
0s custos com internacdo e perda na forca de trabalho por invalidez. J& que a
heterogeneidade na capacidade de resposta ao tratamento pode ser explicada
por variacbes nos genes, os produtos dos quais afetam o metabolismo de
lipoproteinas, por exemplo, apolipoproteinas, enzimas e receptores [46], um
tratamento individualizado pode melhorar a resposta do individuo a
manipulacdo da dieta.

Por meio desses resultados reafirmamos que a generalizacdo de diretrizes
e tratamentos para a prevencao de DCV néo é adequada a todos os individuos,
sendo importante a utilizacdo de investigacbes genéticas para identificar o
melhor tratamento individualizado disponivel.

Neste estudo, o questionario de frequéncia alimentar foi o método de
escolha para avaliagdo de o consumo alimentar, que costuma ser amplamente
utilizado em estudos populacionais, devido a facilidade operacional e a relativa
reprodutibilidade dos resultados [24]. Porém, esse instrumento permite apenas
a avaliacéo relativa do consumo alimentar, dada a variacao intra e interpessoal
do consumo de alimentos [50].

Neste artigo avaliamos apenas a interacdo de uma mutacdo no
desenvolvimento de riscos para doencas crénicas e consequentemente DCV,
porém deve se lembrar de que existem outros polimorfismos que influenciam o
desenvolvimento de DCV e até mesmo podem influenciar a expressdo da
mutacdo missense. Porém, esse polimorfismo é de grande importancia para o
estudo devido a sua relacdo muito forte com fatores de risco para doencas

cronicas e consequentemente DCV.
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Conclusoes

Adolescentes portadores do Alelo ApoE4 apresentaram maior prevaléncia
de fatores de risco para doengas crbnicas porém, menores concentracdes de
colesterol sérico quando consomem maior propor¢cdo de acidos graxos
poliinsaturados e melhor pressao arterial quando consomem menor proporgao
de carboidrato na dieta. Esses resultados sugerem que genotipagem para a

mutacao missense do gene da ApoE apresenta utilidade clinica.
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CONCLUSOES

Este estudo trouxe explicagcbes que ajudaram a responder por que
alguns individuos ndo respondem da mesma maneira a mudancas de
comportamentos prescritos para o controle de doencas crénicas metabdlicas,
tais como o0 aumento da pratica de atividade fisica e substituicdo de acidos
graxos da dieta por carboidratos®.

Na complexa rede de genes desses adolescentes, a presenca dos SNP
selecionados para este estudo, foi capaz de atuar como marcador da
suscetibilidade ao desenvolvimento de fatores de risco para doencas cronicas e
possivelmente DCV e, mais importante, foi visto que o efeito desses
polimorfismos pode ser modulado pelo consumo de alimentos e pela pratica de

atividade fisica. Isso considerando que:

T84C ApoAl gene:

v' Os adolescentes que carregavam o genoétipo homozigoto para o alelo T
(alelo raro) apresentaram maiores concentracdes de TG em relacao aos
adolescentes portadores do alelo C;

v' Nao foi verificado relacdo do polimorfismo T84C ApoAl com outras
variaveis bioquimicas, presséao arterial e variaveis antropoméetricas;

v' Os adolescentes portadores do gendétipo homozigoto para o alelo T nédo
responderem bem ao consumo de carboidrato em percentual energético
do total da dieta. As concentracoes de TG e HDL-C foram,
respectivamente, maiores e menores nos adolescentes que consumiram
maiores quantidades de carboidrato;

v' Porém, os adolescentes portadores do gendtipo homozigoto para o alelo
T responderam melhor ao consumo de &cido graxo em percentual
energético do total da dieta. A concentracdo de TG foi menor nos
adolescentes que consumiram maiores quantidades de acidos graxos

poliinsaturados e saturados;

* Todas as variaveis propostas nos objetivos do trabalho foram testadas para todos os genes, no
entanto, algumas das quais ndo resultaram em associa¢do ndo resultaram em associa¢cdo ndo foram
consideradas na redacéo do trabalho.
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J& os adolescentes portadores do alelo C responderam melhor ao
consumo de alimentos do grupo de frutas, verduras e legumes. A
concentracdo de HDL-C foi melhor em adolescentes que consumiam
maiores quantidades desse alimento;

Os adolescentes portadores do alelo C também se apresentaram melhor
responsivos a pratica de atividade fisica. Neste grupo quem praticava
atividade fisica apresentava menor concentracéo de TG.

Os adolescentes portadores do genotipo homozigoto para o alelo T ndo
responderam bem a pratica de atividade fisica. Neste grupo quem
praticava atividade fisica apresentava maior concentracéo de glicemia;
Portanto conclui-se que os adolescentes portadores do genétipo
homozigoto para o alelo T mostraram maior susceptibilidade a
alteracbes no metabolismo da glicose relacionadas a ingestdo de

carboidratos e atividade fisica.

-514CT LIPC:

v

Os adolescentes que apresentaram o alelo T (alelo raro) do polimorfismo
-514CT gendtipo do gene LIPC apresentaram maior prevaléncia de
hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina e SM;

Néao foi verificado relacdo deste polimorfismo com as outras variaveis
bioquimicas do estudo e com a presséo arterial;

Nos adolescentes portadores do alelo T a presencga de cintura de risco
de risco e sobrepeso era relacionada com maior hipertrigliceridemia;
Nesses mesmos adolescentes a presenca de TG elevado foi
acompanhada de valor do indice HOMA-IR também aumentado;

Deste modo, pode-se concluir que os adolescentes portadores do alelo
T apresentaram maiores fatores de risco para o desenvolvimento de SM
e a adiposidade corporal aumentada influenciou negativamente o

desenvolvimento desses fatores de risco.

Mutacao missense do gene da ApoE:

v

Os adolescentes portadores do alelo apoE4 apresentaram maiores

fatores de risco para o desenvolvimento de doencas cronicas
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metabolicas, como, colesterol total e de LDL elevados, presséo arterial
elevada, maior prevaléncia de C.C de risco;

v" Nao foi verificada relacdo deste polimorfismo com as outras variaveis
bioquimicas controladas neste estudo;

v Os adolescentes portadores do alelo ApoE4 apresentaram-se mais
responsivos ao consumo de acidos graxos na dieta, sendo verificado:

1. Concentracdo de colesterol total e de LDL mais baixo em
individuos que consumiam maiores quantidades de acido
graxo poliinsaturado e saturado em percentual energético do
total da dieta;

2. Percentil de pressédo arterial mais baixo em individuos que
consumiam maiores quantidades de: acido graxo total e
saturado em percentual energético do total da dieta e
alimentos do grupo de alimentos gordurosos;

v Os adolescentes portadores do alelo ApoE4 apresentaram-se mal
adaptados ao consumo de carboidrato, em relagcdo a modificacdo da
pressao arterial;

v' Os adolescentes portadores do alelo ApoE2 apresentaram-se melhor
adaptados ao consumo de carboidrato, em relagdo a modificagdo da
pressao arterial;

v' Portanto, pode-se concluir que o tratamento dietético para melhora da
dislipidemia e hipertensdo ndo deve ser realizado de forma generalizada
nos adolescentes. Uma vez que a presenca da mutacdo missense
modifica a forma com que 0 organismo ira reagir ao consumo de

alimentos.

Como consideracao final, defendemos que um tratamento direcionado
segundo o perfil genético do adolescente pode ser mais eficiente na
prevencao de doencas metabdlicas na vida adulta.
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APENDICE 1

N° DO QUEST

STIONARIO E — QUESTINARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR SIMPLIFICADO PARA ADOLESCENTES (QFASA)

INICIO DO QUESTIONARIO

1. DATA DE REALIZACAO DA
ENTREVISTA: / /

L1 1 11 2. NOME DO PESQUISADOR:

‘ [ [ | | ] ‘ ‘ 3. NOME DA ESCOLA: ‘

‘ I I I B ‘ ‘4. NOME DO ALUNO: ‘

‘ | ‘ ‘5. QUAL SERIE VOCE ESTA? ‘

Lo 6. QUAL PERIODO VOCE ESTUDA? [1] MANHA
[2] TARDE
Lo 7. QUAL A DATA DO TEU NASCIMENTO? /
/
Coo 8. QUAL O TEU SEXO? [1] MASCULINO [2]
FEMININO




9. QUANTAS VEZES VOCE COMEU ESTES ALIMENTOS NOS ULTIMOS 3 MESES? (ASSINALE COM X A
QUANTIDADE DE ALIMENTO QUE O ALUNO CONSUMIU HABITUALMENTE NOS ULTIMOS 3 MESES) .

123

FREQUENCIA DE CONSUMO

1 unidade

simples -

’ ’ Menos 2o0u
Alimento Quantidade Nunca | de1x 1a§ 1X por | 2a4 X 1_X mais X
X Xmés | semana | semana dia )
meés dia
9.1.
Batatinha 1 % pacote médio
tipo chips ou chips/ 1% pacote
salgadinho
9.2.
Guloseimas
(balas, 9 balas/ 1%2
chicletes, tablete pequeno/ 3
pagoca, brigadeiros/ %2
chocolate, fatia pequena
brigadeiro,
pudim...)
9.3. sorvete 1 i
de frutas 1%z picolé
9.4. acicar 2 colheres de
sopa rasas
9.5. bolo
simples/ bolo . -
industrializa 2 fatias médias
do
9.6
Achocolatad 2 assocg”:aesrzz de
o0 em P6 P
9.7. geléia/
glucose de
milho/ doces
em calda/ 2 colheres de
doces sobremesa cheias/
caseiros/ 1 fatia média
doces em
pasta ou em
barra
9.8. Sorvete -
de massa 3 bolas média
9.9. Hot dog
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péo,
salsicha,
molho de
tomate e
batata palha
(ou
vinagrete e
ketchup ou
mostarda
ou
maionese
em
substituicédo
a 10g de
batata
palha)

9.10.
Salgados
fritos
(incluindo
massa de
pastel e torta
de maca
frita)

1 pastel/ 2
coxinhas/ 2
quibes/ 4 bolinhas
de queijo/ 1¥2
unidade de torta
de maga

9.11.
Salgados
assados
(enrolado de
presunto e
queijo, péo
de queijo,
pao de
batata)

1 unidade grande/
2 pées de queijo
médios

9.12. Pizza

2 fatias médias

9.13. Tortas
salgadas
com recheio
(frango/
carne seca,
presunto e
queijo)

2Y5 pedacos

9.14. Salada
de legumes
com
maionese

2 colheres de
sopa cheias

9.15. Esfiha
de frango /
frango com
catupiry/
carne/
mussarela

1 unidade
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9.16.
Sanduiches
tipo fast food
(Cheeseburg
uer salad
bacon/ X - 1 unidade
Salada/
Cheeseburgu
er/
cheesefrang
o/ X-Egg/)
1% pote
9.17. iogurte
de frutas
2 fatias
9.18. queijos
gordurosos
1% copo de
9.19. Leite requeijao/ 1%
Integral caneca/ 2 xicaras
de cha
1 colher de sopa
9.20. cheia
Requeijao
tradicional
4 pontas de faca/
1 colher de sopa
091, rasa
Margarina
9.22. 1 colher de
maionese/ sobremesa cheia
paté de
frango/ paté
de atum
1 colher de
sobremesa
9.23. azeite/
6leo
1 prato fundo
9.24. Arroz cheio/4a5
colheres de servir
cheias
1 prato fundo raso/
2% pegadores/ 1
9.25. unidade
Macarréo ao
sugo/ alho e
6leo/ miojo
1 unidade
pequena/ 2 a 3
colheres de sopa
cheia

9.26. Batata
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cozida
9.27. Milho 3 colheres de
sopa cheias
9.28. Batata 5 colhere_s de
: sopa cheias/ 2
frita/ escumadeiras
mandioca P .
médias cheias

frita/ polenta
frita

9.29. 2 escumadeiras
Lasanha de médias cheias/ 4
presunto e )

- escumadeiras
queijo/ - -
ey médias cheias de
ravioli/ ravioli/ 1 prato
capeleti/ raso de ca peleti/ 5
canelone de unidadeps de
presunto de canelone
queijo)
9.30. Risoto
de frango
(arroz,

2% escumadeiras

frango,
molho de médias cheias
tomate e
ervilha) ou
peixe
9.31. 1 prato fundo/ 2¥2
Macarréo a pegadores
bolonhesa/
macarrao
com frango e
molho
9 unidades
9.32.
biscoitos
sem recheio
1% unidade/ 3
fatias
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9.33. Paes
9.34.
biscoitos )
com recheio 8 unidades/ 16
tipo wafer
4 a 5 fatias médias
9.35. Tomate
9.36.
Abobora
condal | 3 e
Cenoura p
colheres de sopa
crua/ cheias (crua)
Cenoura
cozida
3 folhas grandes
9.37. Alface
.38, copa cheias!
Beterraba P

crua e cozida

colheres de sopa
(crua)

4 colheres de

sopa cheias
9.39. Chuchu
9.40. sobrlefnr:g;(iﬁeiol
Brocolis
4 ramos grandes
1 unidade média
9.41 macéa
2 unidades
pequenas/ 1 fatia
9.42 manga, pequena
maméao
1 unidade grande
9.43 laranja,
tangerina
10 unidades
médias/ 1 fatia
9.44. grande
morango,
abacaxi
9.45 Banana | 2 unidades médias
3 conchas médias
rasas
9.46. Feijdo

1 bife pequeno/ 2
fatias (assado)




128

9.47 Carne
de porco/

bovina frita

9.48.
Embutidos
(presunto,
mortadela,

salame)

3 fatias/ 8 fatias
salame

peixe frito

9.49 Frango/

9.50. Frango/

1 filé médio

1 filé pequeno/ 2

grelphealléi ou pedagos médios/ 2
coxas/ 1
assado ou sobrecoxa grande
cozido
9.51 Carne
de porco/ 1% bife pequeno/
bovina 5 colheres de
grelhadaou sopa/ 4 cubos/ 1
assada ou fatia grande
cozida
9.52. ovo 1% unidade/ 1
frito/ omelete pequeno/
omelete/ 5 colheres de
mexido sopa rasas
9.53 Linguica .
frita/ salsicha 2 unidades
9.54.
Refrigerante 2 copoide
tradicional requeyao
9.55
Refrescos
naturais com
acucar Y% copo de
(limonada, requeijao
laranjada,
suco de
maracuja)
9.56. sucos
artificiais
com agucar 2 copoide
(pré- requeijao
adocado)
9.57 Suco
industrializa
do com 1 copo americano
acucar
(caixinha)
9.58. sucos
naturais
puros sem
adicao 2 copos de
acucar requeijao
(incluindo
com
adocante)

10. Vocé costuma adicionar sal & comida j& preparada para comer

[1] Nao

11. Vocé costuma comer a gordura visivel da carne e/ou a pele do frango?

[1] Nao

12. Quem prepara a sua comida?

Digitar:
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APENDICE 2

I
1. DATA DE REALIZAGAO DA ENTREVISTA:____/
[ ] /

[ 1 | 2. NOME DO PESQUISADOR:

3. VOCE PRATICA OU PRATICOU ESPORTE OU EXERCICIO
FiSICO EM CLUBES, ACADEMIAS, ESCOLAS DE
ESPORTES, PARQUES, RUAS OU EM CASA NOS

[ ] ULTIMOS 12 MESES?

[1] Néo= passe para questdo 7 [2] Sim [9]

NS/NR = passe para questédo 7

4. QUAL(IS) ESPORTE(S) OU EXERCICIO(S) FISICO(S)
VOCE PRATICA OU PRATICOU NOS ULTIMOS 12
MESES?

4.1 MODALIDADE 4.2 TEMPO POR 4.3 VEZES POR 4.4
DIA SEMANA QUANTOS
MESES

4.1.1 FUTEBOL DE CAMPO

4.1.2 FUTEBOL DE SALAO

4.1.3 NATACAO

4.1.4 VOLEIBOL

4.1.5 HANDEBOL

4.1.6 BASQUETEBOL

4.1.7 ARTES MARCIAIS (judd, .
karate, outros) [ N [ 1 [
4.1.8 DANCA (ballet, jazz, outras)

419 TENIS

4.1.10 TENIS DE MESA (ou ping-

pong) [ I : | ] [ ] [ |
4.1.11 CAMINHADA POR LAZER

4.1.12 TREINO COM PESOS

4.1.13 GINASTICA (GERAL)

4.1.14 QUEIMADA

4.1.15 CANOAGEM

4.1.16 SKATE

4.1.17 OUTRA ATIVIDADE:
Digitar | N [ 1 [

4.1.18 OUTRA ATIVIDADE:
Digitar
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questdo 14
[ ] QUANTO TEMPO POR DIA VOCE GASTA NESSAS ATIVIDADES?
QIgTO TEMPO POR DIA VOCE COSTUMA JOGAR VIDEO-GAME?
[ | 1] Digitar

QUANTAS VEZES POR SEMANA VOCE COSTUMA JOGAR VIDEO-GAME?
[ ] Digitar

[ VOCE COSTUMA USAR O COMPUTADOR?
[1] Ndo [2] Sim [9] NS/NR

QUANTO TEMPO POR DIA VOCE COSTUMA USAR O COMPUTADOR?
[ 1 1 Digitar __ :

[ ] QUANTAS VEZES POR SEMANA VOCE COSTUMA USAR O COMPUTADOR?
Digitar

AGRADECA E ENCERRE A ENTREVISTA
AVALIACAO DO ENTREVISTADOR — A ser preenchido pela setor de codificacao, critica e consisténcia

Freq. Tipo de erro Freq. Tipo de erro Freq. Tipo de erro
[ ] [ ] Néo fez
[ 1 | Né&o codificou Ultrapassar o nimero maximo de opgdes questdo
dependente
[ 1 [ ] Fez questao
[ ] | Codificou errado Respostas vagas dependente
indevidamente
[ ] Suestoes em [ ] Letra/namero ilegivel [ ] Erro .deA .
ranco consisténcia
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ANEXO
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