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A obesidade é uma desordem multifatorial que envolve fatores hereditarios,
ambiente e estilo de vida, e suas consequéncias ndo sao apenas sociais ou
psicolégicas, mas estdo também relacionadas a presencga de co-morbidades como a
hipertensdo arterial, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e varios tipos de
cancer. Sabe-se, hoje, que ha genes relacionados ao peso corporal, embora as
relacbes entre genética e obesidade sejam ainda questdes de muito debate.
Portanto, o presente estudo teve como objetivos avaliar os niveis de danos no DNA
(teste cometa) em linfocitos de pacientes obesas (n=300) e mulheres eutrdéficas
(n=300); a frequéncia de polimorfismos dos genes FTO (rs9939609) e APM1: 45T/G
(rs2241766) e a existéncia de associagdo entre essas variantes génicas e a
incidéncia de lesdes genotoxicas nessas populagdes. Os dados obtidos
evidenciaram que as mulheres obesas possuem maiores niveis de lesdes primarias
no DNA de linfécitos, incluindo purinas e pirimidinas oxidadas, independentemente
de seus gendtipos para os genes FTO e APM1. A avaliagdo das variantes do gene
FTO mostrou que os gendtipos AA e TT foram, respectivamente, mais e menos
frequentes nas pacientes obesas do que nas mulheres do grupo controle e que
aquelas com a variante AA em ambos os grupos apresentaram maiores niveis de
lesdes nos DNA. Para o gene APM1, o gendtipo TT foi o mais frequente em ambos
0s grupos, mas as mulheres com as variantes TG+GG foram as que apresentaram
niveis mais elevados de lesdes genotoxicas. Esses resultados indicaram, portanto,
que a obesidade esta relacionada a niveis mais altos de lesbes genotoxicas em
linfécitos de sangue periférico e que o gendtipo AA do gene FTO, além de ser mais
frequente em mulheres com obesidade morbida esta associado a maiores niveis de
danos no DNA, assim como o alelo G do gene APM1. Assim sendo, pode-se concluir
que pacientes obesos apresentam maiores riscos para o desenvolvimento de

doencas relacionadas a danos genéticos.

Palavras-chave: adiponectina, APM1, FTO, epidemiologia  molecular;

genotoxicidade, obesidade.



Alstract



Obesity is a multifactorial disorder which involves heredity, environment and
lifestyle. Its consequences are not just social or psychological, but also related to the
presence of comorbidities such as hypertension, type 2 diabetes, cardiovascular
disease and various types of cancer. Although some genes have been associated to
body weight, the relationship between genetics and obesity are still object of debate.
Therefore, this study aimed to assess the level of DNA damage (comet assay) in
lymphocytes from morbid obese patients (h=300) and normal weight women (n=300);
the frequencies of FTO (rs9939609) and APM1: 45T/G (rs2241766) gene
polymorphisms and the relationship between these gene variants and the amount of
genotoxic damage were also investigated. Data showed higher level of DNA primary
lesions, including oxidized purines and pyrimidines, in lymphocytes of obese than in
eutrophic women, regardless their FTO and APM1 genotypes. The AA and TT FTO
genotypes were respectively more and less frequents in obese patients than in the
control population. Those women with the AA variant, in both groups, presented the
highest levels of DNA damage. For APM1 gene, TT genotype was the most frequent
in both groups, however women with the allele G (TG+GG variants) presented the
highest levels of genotoxic damage. These results indicated that obesity is
associated to high levels of genotoxic damage in peripheral blood lymphocytes, and
that the AA genotype of the FTO gene is related to morbid obesity and to the highest
levels of DNA damage, as well as the G allele of the APM1 gene. In conclusion,
obese patients with FTO AA genotypes are at higher risk for developing diseases

related to genetic damage.

Keywords: adiponectin, APM1, FTO, molecular epidemiology, genotoxicity, obesity.
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Revisée Ao Literatura



Consideragodes iniciais

A obesidade é uma doenga crénica multifatorial, caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura corporal, decorrente da hiperplasia e/ou hipertrofia dos
adipdcitos derivada do desequilibrio entre o consumo e o gasto energético (Repetto
et al., 2003; Marti et al., 2004). Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude a
obesidade atingiu propor¢des epidémicas em todo o mundo, com pelo menos 2,6
milhées de mortes a cada ano como resultado do excesso de peso. Antes associada
a paises desenvolvidos, a obesidade é agora também prevalente em paises em
desenvolvimento, se tornando um problema de satde publica (WHO, 2010). O indice
de Massa Corporal (IMC) &€ comumente utilizado para classificar o nivel de
obesidade individual. O célculo leva em conta o peso e a altura (kg/m?), assim,
individuos com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m? sdo considerados eutréficos; entre 25 e
29,9 kg/m2 séo classificados com sobrepeso e aqueles com IMC maior ou igual a 30
kg/m? sdo considerados obesos. O aumento na prevaléncia de individuos obesos
nas ultimas trés décadas parece ter sido impulsionado por mudangas ambientais, as
quais sao principalmente caracterizadas pela ingestdo de calorias em excesso e
diminuicao dos niveis de atividade fisica (Abelson & Kennedy, 2004; Keith et al.,
2006). Além disso, habitos alimentares, fatores socioldgicos, alteracées metabdlicas
e neuroenddcrinas, bem como componentes hereditarios estdo também
relacionados ao sobrepeso (Martinez, 2000). A obesidade surge quando a ingestao
excede os gastos energéticos. O mundo atual dispde de fonte essencialmente
ilimitada, relativamente barata e altamente atrativa de alimentos com alta densidade
energética, além de um estilo de vida exigindo apenas baixos niveis de atividade
fisica. Nestas circunstancias, a obesidade ocorre mais frequentemente porque,

enquanto o organismo tem excelentes mecanismos de defesa fisioldgica contra a



deplegédo dos estoques de energia, ndo dispde dos mesmos contra o acumulo de
reservas em excesso quando o alimento & abundante (Hill & Peters, 1998).

Muitos fatores bioldgicos, psicossociais e comportamentais afetam o equilibrio
energético, levando ao ganho de peso ja na infancia. O consumo dos chamados
“junk food”, associados a falta de oportunidades para recreagdes fisicamente ativas
e outros aspectos da sociedade moderna, promovem estilos de vida considerados
insalubres do ponto de vista nutricional. Além disso, o estresse emocional, a
depressao ou outros problemas psicolégicos decorrentes de abuso e negligéncia,
podem agravar esta situagdo, levando a transtornos alimentares, falta de praticas
esportivas e outras atividades sociais (Murtagh et al., 2011).Considerando que uma
crianga eutrofica consome cerca de 100 kcal (quilocalorias) a mais do que o
necessario, o desequilibrio energético para criangas gravemente obesas pode
exceder 1000 kcal por dia, sugerindo haver uma profunda disfungéo alimentar e nos
habitos de vida (Wang et al., 2006). Obesidade nesse nivel pode provocar
consequéncias imediatas e potencialmente irreversiveis. Tais complicagoes,
refletidas em anos de progressiva deterioragdo metabdlica, vislumbram um
progndstico preocupante (Pinhas-Hamiel & Zeitler, 2007).

Considerada séria ameaca a saude, a obesidade esta associada a um risco
aumentado para o desenvolvimento de diversas comorbidades, como o diabetes tipo
2, doengas cardiacas, sindrome metabdlica, hipertensao, infarto e até mesmo varios
tipos de cancer (Frayling et al., 2007). A obesidade tem sido caracterizada como um
estado inflamatorio de baixa intensidade, responsavel pela produgdo de diversas
citocinas, ou como sdo chamadas, adipocitocinas, pelo tecido adiposo (Lopes,
2007). Além das adipocinas, o estado inflamatoério existente na obesidade induz
uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio, as quais danificam

estruturas celulares e podem culminar no desenvolvimento de comorbidades



(Fernandez-Sanchez et al.,, 2011). J&4 € de amplo conhecimento que os radicais
livres s&o moléculas muito reativas, com capacidade, por exemplo, de interagir com
o DNA e induzir lesbes genotoxicas ou mutagdes capazes de provocar importantes
alteracdes fenotipicas em nivel celular, tecidual ou do organismo (Sahaf et al,
2005).

O tecido adiposo, que pode ser definido como um 6rgdo endocrino, € o
primeiro local de armazenamento do excesso energético em forma de triglicérideos,
além disso, também é considerado um sistema de auto defesa essencial para a
sobrevivéncia durante periodos de inanicdo (Matsuzawaa et al., 2003). E a
hipertrofia e a hiperplasia do tecido adiposo que se caracterizam como lesdes
patolégicas na obesidade (Bray, 2004). Segundo Trayhurn & Wood (2004), niveis
circulantes elevados de citocinas inflamatorias e proteinas de fase aguda sé&o
resultado do excesso de adipocinas no tecido adiposo, caracterizando, assim, o
estado inflamatério observado na obesidade. Com a progressao da obesidade e o
aumento dos adipdcitos, o fornecimento de sangue para o tecido adiposo pode ser
reduzido. Resultados de estudo in vitro mostram que a indugdo de hipdxia nos
adipécitos, também é um fator que leva a expressdo aumentada de citocinas
inflamatdrias (Rausch et al., 2008).

Os hormoénios secretados pelo tecido adiposo interferem na homeostase
energética, no metabolismo lipidico e da glicose, na homeostase vascular, na
resposta imune e em fungdes reprodutivas. Recentemente, foi descoberto que no
tecido adiposo ha produgédo das citocinas IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e leptina, as quais desempenham papel decisivo no desenvolvimento da obesidade
e resisténcia a insulina. Assim, o aumento do tecido adiposo tem efeitos
pleiotropicos nos eventos endocrinos e metabdlicos, que podem contribuir para a

patogénese das comorbidades associadas a obesidade (Singla et al., 2010).



Atualmente, a obesidade vem sendo considerada um grande desafio para a
manutencido da saude humana, tendo atraido o interesse de diversos pesquisadores
que buscam o entendimento dos mecanismos de génese e desenvolvimento da
doencga e métodos terapéuticos e de prevengao que sejam eficazes e com menores
efeitos colaterais (Channa et al.,, 2008). Embora os medicamentos antiobesidade
sejam efetivos, seu uso pode induzir importantes efeitos adversos. Assim, a cirurgia
bariatrica, na qual o paciente perde de 30% a 40% do peso corporal, tem sido
considerada uma alternativa relevante para o tratamento da obesidade morbida
(Adams et al., 2007). Além da efetiva perda de peso, a maioria dos pacientes com
diabetes, hiperlipidemia, hipertensdo, apresenta melhora substancial dessas co-
morbidades apds a cirurgia, embora o método cirurgico per se possa desencadear
problemas nutricionais e metabdlicos. As técnicas utilizadas nas cirurgicas
bariatricas tém efeitos diferentes sobre a perda de peso e as possiveis complicacdes
associadas. As mesmas alteragbes de anatomia e fisiologia gastrointestinal que
revertem a obesidade, ocasionalmente podem provocar desequilibrios devido a
ingestdo diminuida ou perdas excessivas secundarias a reconfiguracdo da
motilidade gastrointestinal, espago de armazenamento, pH e perfil enzimatico
(Dalcanale et al., 2009; Buchwald et al., 2011). No entanto, a cirurgia bariatrica leva,
a longo prazo, a melhoria da qualidade de vida e estado funcional dos pacientes

com obesidade (Batsis et al., 2009).

Genética da obesidade

A obesidade é uma desordem multifatorial, que inclui componentes genéticos
e ambientais. Considerando que sua prevengao e tratamento s&o geralmente caros

e dificeis, esforcos poderiam ser direcionados para a identificagdo e aconselhamento



dos individuos mais suscetiveis. Esta situacao reforca a necessidade de uma maior
compreensao das interagdes genes/dieta e estilo de vida (Qi & Cho, 2008).

O envolvimento de genes e estilo de vida na manutengdo do peso corporal
esta bem estabelecido, mas a participacdo de cada um desses fatores para a
crescente epidemia de obesidade ainda € uma questdo de muito debate (Marti et al.,
2004). Ha pesquisas mostrando que componentes genéticos desempenham agéo
direta e importante sobre o desenvolvimento da obesidade (Bray, 2006). Em 2003,
Loos e Bouchard descreveram que o risco de obesidade é duas a trés vezes maior
em individuos com histérico de obesidade na familia. Além disso, o indice de Massa
Corporal é descrito como uma caracteristica altamente hereditaria (O’Rahilly &
Farooqi, 2006). Diferengas individuais quanto a susceptibilidade a obesidade,
refletem em grande parte, as constituicbes genéticas individuais (Speakman, 2008).
Wardle et al. (2001) mostraram que em familias nas quais os pais eram obesos, 0s
filhos, mesmo nao sendo obesos, tinham uma tendéncia a alimentacido nao
saudavel, e na grande maioria, eram sedentarios. Alguns estudos tém indicado que
populagdes geneticamente mais susceptiveis ao ganho de peso podem tornar-se
excessivamente obesas devido ao estilo de vida e ambiente em que vivem
(Friedman, 2003). Em 1962, Neel apresentou a idéia de que genes relacionados a
predisposicdo a obesidade teriam “vantagem seletiva” em populagées nas quais
seus ancestrais experimentaram periodos de fome. Portanto, os individuos que
herdaram tais genes apresentariam expressdo aumentada de elementos
relacionados a fome, ndo apenas ganhando peso, mas se tornando extremamente
obesos. Essa teoria foi comprovada por estudo realizado nos Estados Unidos, em
que se observou a despropor¢cdo entre afro-americanos e hispano-americanos

obesos em relagdo a caucasianos (Cossrow & Falkner, 2004).



A variagao genética individual que influencia o comportamento alimentar e a
saciedade podem influenciar também processos de intervengdes. Portanto, uma
abordagem unica para todos os individuos poderia ser ineficaz na prevengao ou
tratamento da obesidade (Newell et al., 2007). Sdo inumeros os estudos que
buscam identificar genes associados a doengas, dentre as quais a obesidade
morbida. Uma das grandes vantagens advindas do uso de técnicas de biologia
molecular foi a possibilidade de se caracterizar as variagdes genéticas individuais
envolvidas na predisposicao a determinada enfermidade. Os estudos moleculares
que muitas vezes utilizam biomarcadores permitem avaliacdo mais detalhada do
evento biologico, e até mesmo do efeito fisiolégico, na etiologia de inumeras

doencas (Cortelli et al., 2007).

O gene FTO e sua relagao com a obesidade

O gene FTO (fat-mass and obesity associated gene), localizado no
cromossomo 16q12.2 (Figura 1) e fortemente conservado em varias espécies de
vertebrados, possui nove exons que se estendem por mais de 400 kb. Tendo
surgido ha cerca 450 milhdes de anos, este gene possui variantes que parecem
estar fortemente associadas a obesidade (Fredriksson et al., 2008). O FTO codifica
uma proteina de fita dupla, homdloga a Fe (Il) e a 2-oxoglutarato oxigenase, que
esta envolvida em processos como reparo do DNA, metabolismo de acidos graxos e
modificagdes proteicas pdos-transducionais, incluindo hidroxilagdo e demetilacdo de
aminoacidos (Valegard et al., 1998; Aravind & Koonin 2001; Hausinger, 2004; Clifton
et al., 2006;). Além disso, o gene FTO pode desempenhar fun¢des importantes que
sdo conhecidas ha muito tempo, como a manuten¢cdo da homeostase energética e
regulagdo da lipdlise da gordura corporal (Herbert et al., 2006; Qi & Cho, 2008).

Recentemente Boissel et al. (2009), demonstraram que o gene FTO é essencial para



o desenvolvimento normal do sistema nervoso central e sistema cardiovascular, e

que mutagdes nesse gene podem resultar em sindromes de malformacgao.

Figura 1. Cromossomo 16q12.2 e localizagao do gene FTO. Adaptado de: http://www.genecards.org

Embora varios investigadores continuem buscando relagdes entre o gene
FTO e parametros relacionados a obesidade, a fungdo dos produtos desse gene e
as vias biologicas envolvidas ainda ndo estdo completamente elucidadas (Terra et
al.,, 2010). Em 2007, Frayling et al., em uma pesquisa que buscava uma possivel
relacéo entre o gene FTO e o diabetes tipo 2, encontraram que individuos com duas
copias do alelo A, tinham maior chance de manifestar a doenga, no entanto, apds
efetuar ajuste estatistico do indice de Massa Corporal (IMC) a associagdo entre
diabetes tipo 2 e o FTO foi eliminada, sugerindo que esta relagdo ocorrera devido a
presenca de sobrepeso ou obesidade. Assim, novas pesquisas foram desenvolvidas
buscando avaliar a relagdo entre o0 gene FTO, o acumulo excessivo de gordura
corporal e fatores ambientais. Hunt et al. (2008), observaram forte associacao entre
a frequéncia do alelo A do FTO e o aumento do IMC em populacdes dos Estados
Unidos, fornecendo evidéncias consistentes do envolvimento desse gene com a
obesidade. Na mesma época, Grant et al. (2008) descreveram que variagdes no
gene FTO conferiam risco similar ao desenvolvimento de obesidade tanto para
criangas como para seus pais. Em estudo realizado na Espanha, com 732
individuos, Gonzales-Sanches et al. (2009), examinaram a associagao entre o SNP
rs9939609 do gene FTO e parametros relacionados a obesidade. Os autores
observaram que o genotipo AA foi significativamente mais frequente em individuos

obesos (IMC > 30 kg/m?), do que em individuos ndo obesos. Além disso, os
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individuos homozigotos AA apresentaram maior circunferéncia de cintura que os
portadores dos gendtipos AT e TT. Estudo, como o de Andreasen et al. (2008), além
de também demonstrar correlacdo positiva entre variagdes do gene FTO e o
aumento de gordura corporal, peso e circunferéncia de cintura, mostrou que em
individuos de meia idade o SNP rs9939609 pode estar associado a um declinio na
taxa de sensibilidade a insulina.

Recentemente, Zabena et al. (2009), observaram que, além da forte
associagao entre a frequéncia do alelo A do gene FTO e a obesidade, altos niveis de
RNAmM do gene estavam presentes no tecido adiposo subcutaneo de individuos com
obesidade morbida, sugerindo seu envolvimento na regulagdo da lipdlise e na
distribuicdo da gordura corporal. Anteriormente, Wardle et al. (2008) mostraram que
individuos com dois alelos A do gene FTO tem menor capacidade de resposta aos
sinais de saciedade, apoiando a hipétese de que a associacido entre obesidade e o

gene FTO envolve efeitos sobre o apetite.

Adiponectina e obesidade

Sabe-se que varios hormonios e citocinas sédo secretados pelo tecido adiposo,
dentre eles, a adiponectina (Gable et al., 2005). Esta € uma importante adipocina
secretada pelos adipdcitos e desempenha papel relevante na regulagdo da
homeostase da glicose (Scherer et al., 1995). A adiponectina é uma proteina que
exerce efeitos importantes em diversos processos metabdlicos e vasculares, pois
apresenta propriedades antiinflamatérias e antiaterogénicas. Sua concentragéo
plasmatica é inversamente proporcional a massa de tecido adiposo e esta
intimamente relacionada ao desenvolvimento de Sindrome Metabdlica (SM) e

Resisténcia a Insulina (Arita et al., 1999; Okamoto et al., 2006).



Como descrito anteriormente, o tecido adiposo €& considerado um o6rgao
endodcrino, que produz diversas citocinas inflamatodrias, horménios e acidos graxos
livres. Em processos como a obesidade, ocorre sua expansdo e consequente
aumento na producdo dessas substancias, embora as concentragcdes seéricas de
adiponectina diminuam consideravelmente (Spiegelman, 1993). Além de melhorar a
sensibilidade a insulina e elevar o colesterol HDL (high density lipoprotein) em
individuos obesos, a adiponectina possui agcado antiinflamatéria na parede vascular,
inibe a proliferagédo celular no musculo liso vascular e protege o endotélio da adesao
de macrofagos e das possiveis lesdes induzidas por essas células (Fruebis, 2001;
Stefan, 2002). Segundo Chen et al. (2006), o efeito anti inflamatdério da adiponectina
se deve a sua capacidade de inibir a proliferacdo de células do musculo liso, a
formacéo de células espumosas, a adesao de mondocitos e a absorgao de colesterol
LDL (low density lipoprotein) pelos macréfagos. Também foram descritos os efeitos
protetores da adiponectina no figado, os quais incluem a diminui¢gdo da producédo de
glicose, do acumulo de gordura e inflamagéo, e aumento na captagao da glicose e
do gasto energético, e da oxidagao lipidica no pancreas (Namvaran et al., 2011). No
entanto, recentemente, foi demonstrado que pacientes com varios tipos de céancer,
incluindo gastrico, de prostata, endométrio e cancer de mama, tém baixos niveis de
circulagao de adiponectina (Goktas et al., 2005; Ishikawa et al., 2005).

O gene da adiponectina (ADIPOQ) contém 3 exons e abrange 16 kb do
cromossomo 3q27 (Figura 2). Este gene tem mais de dez polimorfismos de base
unica (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism), com SNPs nas regides exdnica,
intrdnica e promotora do gene (Hara et al., 2002; Vasseur et al., 2002; Vasseur et al.,

2006).



Figura 2. Cromossomo 3q27e localizagdo do gene adiponectina. Adaptado de: http://www.genecards.org

Uma das variantes do gene da adiponectina, também chamadas de APM1
(adipose most abundant gene transcript 1), mais comumente estudadas € a T45G no
exon 2 (Figura 3). Esse polimorfismo ja foi associado a obesidade em populagdes da
Alemanha (Stumvoll et al., 2002) e de Taiwan (Yang et al.,, 2003); a sindrome de
resisténcia a insulina em brancos italianos (Menzaghi et al., 2002) e japoneses
(Populaire et al., 2003); e a diabete tipo 2 em brancos franceses (Vasseur et a.l,

2002).

Figura 4. Organizagao do gene APM1. Adaptado de Vasseur et al., 2006.

Embora alguns dos polimorfismos do gene da adiponectina tenham sido
associados a diferentes niveis de expressdo de proteinas plasmaticas ou RNAm,
nenhum deles foi amplamente estudado a nivel molecular na tentativa de elucidar os
mecanismos indutores das desordens associadas. Alguns dos polimorfismos do
gene APM1 podem ter efeito direto sobre a expressdo do gene; outros podem

simplesmente estar em desequilibrio de ligagédo. Isso poderia explicar porque em
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certas populagdes ou grupos étnicos os fendtipos da doenga tenham sido
associados a determinado alelo, enquanto que em outras, a outro alelo do mesmo

polimorfismo (Vasseur et al., 2006).
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Objetives



Embora ja tenham sido realizadas centenas de estudos relacionando estresse
oxidativo, danos no DNA e diversas enfermidades, sdo raras, ou praticamente
inexistentes, as avaliagbes sobre a frequéncia ou niveis de lesbes genotdxicas em
individuos com obesidade morbida. Nesse sentido, a identificagdo de variantes
genéticas em individuos obesos pode fornecer informagdes relevantes sobre a
complexa rede de eventos moleculares associados a essa disfungdo. Portanto, o
presente estudo tem como principal objetivo a avaliagcdo genética de pacientes

obesos, com énfase nos polimorfismos génicos e a analise de lesdes genotoxicas.

O presente estudo teve como objetivos especificos avaliar:

4 a relagao entre os polimorfismos do gene FTO (rs9939609) e do gene APM1
(rs2241766) e a obesidade morbida;

v a presenga de lesdes genotoxicas em linfécitos de mulheres com obesidade
morbida;

v a relagao entre os niveis de danos genotoxicos e os polimorfismos do gene

FTO e APM1 .
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Introducgao

A obesidade é uma doenga crénica multifatorial, caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura corporal derivada do desequilibrio entre o consumo e o gasto
energético (Repetto et al., 2003; Marti et al., 2004). Segundo dados da Organizagao
Mundial da Saude a obesidade atingiu proporg¢des epidémicas em todo o mundo,
com pelo menos 2,6 milhdes de mortes por ano, se tornando assim, um grave
problema de saude publica (WHO, 2010). A obesidade esta associada a risco
aumentado para o desenvolvimento de diversas comorbidades, como o diabetes tipo
2, doengas cardiacas, sindrome metabdlica, hipertensao, infarto e varios tipos de
cancer (Frayling et al., 2007).

A obesidade tem sido caracterizada como um estado inflamatério de baixa
intensidade, sendo o tecido adiposo responsavel pela producdo de diversos
mediadores pro-infimatérios, conhecidos como adipocinas (Lopes, 2007). Esse
estado inflamatdrio leva a superprodugdo de espécies reativas de oxigénio, que
danificam estruturas celulares (Fernandez-Sanchez et al., 2011) e sao capazes de
interagir com o DNA induzindo lesbes genotoxicas ou mutagdes que podem
provocar importantes alteracbes fenotipicas em nivel celular, tecidual ou no
organismo (Sahaf et al., 2005).

A relagdo entre genoma, estilo de vida e peso corporal € ainda questao de
muito debate (Marti et al., 2004). Ha pesquisas mostrando que componentes
genéticos desempenham acdo direta e importante sobre o desenvolvimento da
obesidade (Speakman, 2008; Bray, 2006). O gene FTO (fat-mass and obesity
associated gene), localizado no cromossomo 16q12.2, por exemplo, possui variantes
que estdo fortemente associadas a obesidade e que desempenham fungdes
importantes na manutengdo da homeostase energética e na regulagao da lipolise da

gordura corporal (Herbert et al., 2006; Fredriksson et al., 2008; Qi & Cho, 2008). No
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entanto, a fungédo dos produtos desse gene e suas vias biolégicas ainda ndo estéo
completamente elucidadas (Terra et al., 2010). O APM1 (adipose most abundant
gene transcript 1) é outro gene que esta envolvido com eventos observados na
obesidade. Sabe-se que varios horménios e citocinas sdo secretados pelo tecido
adiposo, dentre os quais a adiponectina que exerce efeitos importantes em diversos
processos metabdlicos e vasculares e cuja concentragao plasmatica é inversamente
proporcional a massa de tecido adiposo (Arita et al., 1999; Gable et al., 2006;
Okamoto et al., 2006). Um dos polimorfismos mais comumente estudados no gene
da adiponectina (APM1) é localizado no éxon 2. As variantes do gene APM1 ja
foram associadas a obesidade em populagbes da Alemanha (Stumvoll et al., 2002) e
de Taiwan (Yang et al., 2003).

Embora inumeros estudos tenham relacionado estresse oxidativo e danos no
DNA a diversas enfermidades, sao raras as avaliacbes sobre os niveis de lesdes
genotoxicas em individuos com obesidade morbida e sobre a relacdo desses
eventos no DNA a polimorfismos de genes associados a obesidade. Assim sendo, o
presente estudo teve como objetivos avaliar a relagdo entre os polimorfismos do
gene FTO (rs9939609) e do gene APM1 (45T/G rs 2241766) e a obesidade morbida;
a presenca de lesdes genotdxicas em linfécitos e a relagdo entre os niveis dessas
lesdes e os polimorfismos dos genes FTO e APM em mulheres com obesidade

morbida.

Material e métodos

Casuistica

O estudo foi realizado em um grupo de 300 mulheres (Anexo IV) com idade

entre 20 e 45 anos, que foram submetidas a cirurgia bariatrica sempre pela técnica
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de DGYR por laparotomia ou laparoscopia com anel de contencao, e pela mesma
equipe médica. Todas as participantes responderam a um questionario de triagem
que tinha por objetivo obter informagdes referentes aos habitos de vida, uso de
medicamentos e suplementos alimentares, e historico clinico (Anexo I). Foram
utilizados como critério de exclusao: etilismo > 40 g/dia de alcool, presenga de
sindromes genéticas associadas com a obesidade; Sindrome de Cushing (quando
do ponto de vista clinico houver sinais da doenca, teste de depressdo com
dexametasona 1mg overnight sera realizado, sendo afastada a sindrome de Cushing
endogena quando niveis de cortisol forem menores que 1 micrograma/dL);
hipotireoidismo; insuficiéncia renal ou hepatica; neoplasias; infecgdo por HIV; uso de
corticosteréides e mulheres no climatério em uso de reposi¢céo estrogénica. Foram
incluidas no estudo as mulheres que satisfizerem os critérios de inclusdo e
concordarem em participar do estudo apds assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido. As mulheres estudadas foram selecionadas entre os individuos
na fila de espera do Sistema Unico de Saude (SUS), da Clinica Bariatrica - ICE
(International Center of Excellence for Bariatric Surgery), vinculada ao Hospital dos
Fornecedores de Cana de Piracicaba, na cidade Piracicaba — SP. Como grupo
controle, foram recrutadas 300 mulheres saudaveis (Anexo V) da populagdo das
cidades de Botucatu e Piracicaba — SP, com IMC entre 18,5 e 24,4 kg/m2
(eutroficas). Como critérios de inclusdo no grupo, foram consideradas mulheres sem
historico familiar de obesidade morbida; sem pratica de exercicios fisicos
extenuantes, além dos critérios utilizados para exclusdo no grupo de pacientes

obesas.
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Coleta de material biolégico

Todas as mulheres que participaram do estudo foram esclarecidas quanto aos
objetivos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo Il -
Grupo Controle; Anexo Il - Pacientes). As mulheres obesas autorizaram a utilizagao
de parte do material biolégico (sangue periférico) obtido por ocasido da entrevista
para participacdo no Projeto de Pesquisa intitulado “Alteracbes Genéticas
Relacionadas a Obesidade: danos no DNA e Perfil de Expressdo e Polimorfismos
Génicos” (Protocolo CEP 3361-2009).

Das pacientes obesas, a amostra de 5 mL de sangue periférico foi coletada
pelo menos um més antes da cirurgia bariatrica para evitar a interferéncia do
estresse preé-cirurgico sobre os niveis de danos no DNA. A coleta de sangue, tanto
das pacientes como das voluntarias do grupo controle, foi realizada por profissional

habilitado, utilizando material descartavel.

Extracao de linfécitos

Para avaliagdo dos niveis de danos no DNA, foi realizado o isolamento de
linfécitos do sangue periférico utilizando Ficoll-Paque® (Amersham Biosciences) e
centrifugagdo. As amostras de sangue (3 ml) foram colocadas em tubos contendo 3
ml de meio RPMI 1640 e posteriormente colocadas, cuidadosamente, sobre 3 ml de
Ficoll ®. Apds centrifugagdo a 2500 rpm por 30 minutos, a 10°C, a camada de
linfocitos foi removida e misturada a 3 ml de RPMI 1640 e novamente centrifugada a
1500 rpm durante 15 minutos. Apds esse procedimento o sobrenadante foi
descartado e os linfécitos ressuspendidos para serem utilizados para a avaliagao de

danos no DNA pelo teste do cometa.

24



Teste do cometa

Para a realizagdo do teste do cometa (SCGE - Single Cell Gel
Eletrophoresis), laminas limpas foram brevemente mergulhadas em um recipiente
contendo agarose de ponto de fusao normal (Invitrogen) diluida em tampao de PBS
(livre de Ca™ e Mg*™) a 1,5% (300 mg/20ml). Apos esse procedimento as laminas
ficaram a temperatura ambiente para a secagem. No dia seguinte, aliquota de 10 pl
de linfécitos foi adicionada a 120 ul de agarose de baixo ponto de fusdo, diluida em
tamp&o de PBS (livre de Ca™ e Mg™*) a 0,5% (100 mg/20 ml). Essa suspensao foi
colocada sobre duas laminas previamente preparadas e identificadas e, em seguida,
foram cobertas com laminula (24 x 60 mm) e colocadas a 4°C, durante 10 minutos,
para solidificacdo da agarose. ApoOs esse periodo as laminulas foram removidas e
as laminas colocadas em recipientes contendo solugdo de lise gelada e recém
preparada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, Triton X-100 a 1% e DMSO a
10% com pH 10), onde permaneceram por um periodo de 24 horas, a 4°C,
protegidas da luz.

A fim de aumentar a especificidade do teste para a deteccdo de danos
oxidativos no DNA duas laminas por individuo foram tratadas com as enzimas
endonuclease Il (ENDO Ill) e formamidopirimidina-DNA glicosilase (FPG) que
permitem a detecgao, respectivamente, de pirimidinas e purinas oxidadas (Dusinska
& Collins 2008). Para isso, apos a lise das células, as laminas foram colocadas em
recipiente contendo PBS (livre de Ca*" e Mg™") durante 5 minutos e posteriormente
transferidas para recipiente contendo tampao Flare 1x (Hepes 40mM, KCI 0,1M,
BSA - bovine serum albumine - 0,2mg/ml e EDTA 0,5mM, com pH 8), por 5 minutos.
Esse procedimento foi repetido 3 vezes para assegurar a preparagao das laminas
para o tratamento enzimatico. Apos terem sido colocadas em camara umida, as

laminas foram tratadas com 50 pl do tampéao de reagéo das enzimas (950 yl de H20
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milique, 40 pl de Flare 10x e 10 yl de BSA; controle), ou com 50 pl de endo Il
(diluicdo 1:1000), ou 50 pl de FPG (diluicdo 1:1000), cobertas com laminula e
incubadas por 45 minutos a 37°C. Em seguida, as laminas foram colocadas em
geladeira por 10 minutos para solidificagdo da agarose. ApoOs esse periodo, as
laminulas foram cuidadosamente removidas e as laminas transferidas para cuba de
eletroforese preenchida com tampao alcalino gelado e recém preparado (1mM
EDTA e 300 mM NaOH, com pH>13. Apds periodo de 40 minutos para a
desespiralizacdo do DNA, a eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA por 30
minutos. Finalizada a eletroforese, as Idminas foram colocadas durante 15 minutos
em solugéo de neutralizagéo (0,4 M de Tris, com pH 7,5), fixadas com etanol 100%
e deixadas a temperatura ambiente para secagem.

No momento da analise, as laminas foram coradas com 70 ul de solucéo de
Syber Gold — Invitrogen/USA (2:10000), cobertas com laminula e os nucledides
visualizados em microscépio de fluorescéncia (aumento de 400X) acoplado a
sistema de analise de imagem (Comet Assay Il - Perceptive Instruments, UK).
Foram analisados 50 nucledides por lamina (Figura 1) e como parametro para
avaliagao dos niveis de danos no DNA foi considerado o tail intensity (intensidade
de DNA na cauda). O teste foi realizado em duplicata, com laminas codificadas e

analisadas em teste cego.

Figura 1. Nucledides de linfocitos do sangue periférido apés lise e coloragdo com Syber

Gold. Imagens obtidas pelo software Comet Assay IV (Perceptive Instruments), Aumento de 400x.
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Genotipagem

Para a extracdo de DNA foi utilizado o kit llustra Genomic Prep Blood DNA
Isolation (Amersham Pharmacia Biotech Inc, USA), de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante. Os DNAs extraidos foram mantidos a -80° C até o
momento da genotipagem. As analises para a identificagdo dos polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP) do gene FTO (rs9939609) e do gene APM1: 45T/G
(rs2241766) (Figura 2), foram realizadas utilizando o ensaio de genotipagem
TagMan (Applied Biosystems) segundo instru¢cdes do fabricante. Para a reagao da
PCR (Polymerase Chain Reaction) foram utilizadas aliquotas de 10 ul sendo 3 ul de
DNA, 1,75 ul de H,O ultrapura autoclavada, 5 pl de master mix (TagMan® SNP
Genotyping Master Mix — Applied Biosystems/USA) e 0,25 pl de primers (TagMan®
SNP Genotyping Assays — Applied Biosystems/USA). As amostras de DNA foram
amplificadas por meio da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (AB/ 7500
fast Applied Biosystems). A reagcédo da PCR foi conduzida em 40 ciclos, sendo: 60°C
durante 1 minuto, 95°C durante 10 minutos, 95°C durante 5 segundos, 60°C durante
1 minuto e mais 60°C durante 1 minuto. Para avaliar a reprodutibilidade da
genotipagem, uma selecdo aleatéria de 10% das amostras foram novamente

genotipada com concordancia de 100%.

Figura 2. Polimorfismos de base unica (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism), dos genes FTO
(rs9939609) e APM1: 45T/G (rs2241766).
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Analise estatistica

Inicialmente, foi verificado se a distribuicdo dos dados utilizados para o teste
do cometa seguia padrao de distribuicdo normal, a fim de verificar a necessidade de
transformacao dos dados. Assim, foi realizada uma analise seguindo o modelo linear
generalizado, utilizando a distribuicio gama para se obter a normalizagéo
necessaria. Para isso, o procedimento utilizado foi o GENMOD do programa SAS for
Windows v.9.2. Além disso, foi utilizado o Test t de Student, e Anova seguido de
Tukey para avaliagdo dos dados demograficos, e o teste do qui-quadrado para

comparagao das proporgdes génicas.

Resultados

1. Caracterizagao das pacientes obesas e do grupo controle

A Tabela 1 apresenta os dados referentes a caracterizagdo das amostras
populacionais (grupo controle e grupo de mulheres com obesidade mérbida, em lista
de espera para a realizagdo de cirurgia bariatrica), com as médias de idade, peso,
altura e Indice de Massa Corporal (IMC). Os resultados mostraram diferenca
estatisticamente significativa (p<0,01) entre os grupos, para todos os parametros

avaliados.

28



Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos grupos populacionais amostradas

Grupo Idade Peso (Kg) Altura (m) Imc (Kg/m?)

ooy 27.93%589 5920671 164%0,06" 21,6185

02500 3341:651" 11905+1584" 161£006 4569 + 580"

IMC: Indice de Massa Corporal. Os valores sdo expressos em média e desvio padréo; # p<0,01.

2. Lesoes no DNA detectadas pelo teste do cometa

Os dados apresentados na Tabela 2 mostram que as pacientes obesas
apresentaram maior quantidade de quebras de fitas simples, duplas e sitios alcali-
labeis no DNA do que as mulheres do grupo controle (p<0,01). Resultados similares
foram encontrados quanto aos danos oxidativos em base puricas e pirimidicas do

DNA (p<0,01).

Tabela 2. Niveis de danos no DNA (tail intensity) detectados pelo teste do cometa no grupo
de mulheres obesas e controle

DANOS NO DANOS OXIDATIVOS DANOS OXIDATIVOS

GRUPO DNA' EM PURINAS EM PIRIMIDINAS

Controle

(n = 70) 16,94 + 23,51 33.20 + 33,46 29.79 + 29,81
Obeso . . .
(n = 70) 28,96 + 33,12 46,45 + 37,06 44,74 + 35,45

' Quebras de fitas simples, duplas e sitios alcali-labeis no DNA. Os valores sédo expressos em média e

desvio padrao. #: p<0,01 - diferenga significativa entre os grupos (colunas).
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3. Frequéncias genotipicas e alélicas dos genes FTO e APM1

As frequéncias genotipicas e alélicas do gene FTO sido apresentadas na
Tabela 3. Ambas as populagdes estudadas encontravam-se em Equilibrio de Hardy—
Weinberg. A avaliagao da frequéncia genotipica mostrou que o gendtipo AA foi mais
frequente nas pacientes obesas do que no grupo controle. De maneira oposta, o
gendtipo TT foi menos frequente no grupo de pacientes obesas que no controle.
Quanto a frequéncia alélica, no grupo de mulheres obesas observou-se maior

frequéncia do alelo A; inversamente, no grupo controle o alelo T foi o mais frequente.

Tabela 3. Distribuicdo genotipica e alélica (polimorfismo de base Unica rs 9939609) para o
gene FTO em mulheres obesas e eutréficas (controle)

CONTROLE OBESO
Frequéncia Genotipica
TT 0,40° 0,30
AT 0,50° 0,478
AA 0,10° 0,23"
Frequéncia Alélica
T 0,64% 0,53"
A 0,36° 0,465

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,01) dentro do mesmo grupo (coluna); # p<0,01 -

diferenca significativa entre os grupos (controle x obeso).

A Tabela 4 apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas do gene APM1. As
populagdes estudadas estavam em Equilibrio de Hardy—Weinberg também para este
gene. A avaliagdo da frequéncia genotipica mostra que o gendétipo TT foi o mais
frequente em ambos os grupos. As frequéncias dos alelos T e G foram
estatisticamente diferentes (p<0,01) dentro de cada grupo (o alelo T foi o mais

frequente), mas nao entre os grupos controle e de obesas
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Tabela 4. Distribuicdo genotipica e alélica (polimorfismo de base unica rs 9939609) para o
gene APM1 em mulheres obesas e eutroficas (controle)

Controle Obeso
Frequéncia Genotipica
TT 0,69 0,75"
TG + GG 0,31° 0,25°
Frequéncia Alélica
T 0,83 0,87%
G 0,17° 0,13®

I ———
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,01) dentro do mesmo grupo; #: p<0,01 - diferenca

significativa entre os grupos.

4. indice de Massa Corporal (IMC) de acordo com as variantes dos genes FTO e
APM1

A Tabela 5 mostra os dados referentes ao IMC das amostras populacionais
distribuidas de acordo com as variantes do gene FTO (AA, AT ou TT). Os resultados
mostraram diferenga significativa entre os grupos controle e de pacientes obesas
para todos os gendétipos. Além disso, no grupo de mulheres obesas o IMC foi
significativamente maior naquelas com a variante AA do gene FTO.

Tabela 5. indice de Massa Corporal de pacientes obesas e do grupo controle de acordo

com as variantes do gene FTO

AA AT T
Controle 21,73 £2,11° 21,94 + 1,81 21,75 + 1,85°
(n= 25) (n=114) (n=91)
Obeso 48,11+ 7,82% 45,03 + 5,36 4541 + 5,67%
(n= 68) (n=142) (n=90)

I ———
Os valores séo expressos em média e desvio padrao. Letras diferentes indicam diferenga significativa

(p<0,01) dentro do mesmo grupo (linhas); #: p<0,01 - diferenca significativa entre os grupos (colunas).
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A Tabela 6 apresenta os dados referentes ao IMC das amostras
populacionais distribuidas de acordo com as variantes do gene APM1. Devido a
baixa frequéncia do alelo G, os gendtipos TG e GG foram agrupados. Os resultados
mostraram diferenga significativa (p<0,01) entre as mulheres obesas e as controle
para os dois grupos genotipicos. N&o foi observada nenhuma diferenga
estatisticamente significativa entre os genoétipos dentro de um mesmo grupo

populacional.

Tabela 6. indice de Massa Corporal de pacientes obesas e do grupo controle de acordo
com as variantes do gene APM1

T TG + GG
Controle 21,95+ 1,77 21,87 +2,0
(n=208) (n= 95)
Obeso 45,63 + 543" 4591 + 6,85
(n=226) (n=74)

Os valores sdo expressos em média e desvio padrdo; #: p<0,01 - diferenca significativa entre os

grupos (colunas).

5. Lesdes no DNA detectadas pelo teste do cometa nos grupos populacionais
distribuidos de acordo com as variantes do gene FTO e APM1

Para a avaliagdo do nivel de lesdes genotdxicas, foram selecionados
aleatoriamente de cada grupo, no maximo 30 individuos com cada uma das
variantes do gene FTO. A média de idade nao diferia entre os grupos. Os dados da
Tabela 7 mostram que as pacientes obesas apresentaram maior quantidade de
danos no DNA que as mulheres do grupo controle, para todos os gendtipos e todos
os tipos de danos avaliados (quebras de fita simples e dupla, sitios alcali-labeis e

danos oxidativos em purinas e pirimidinas). Ainda no grupo de obesas, todos os
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tipos de danos foram significativamente mais frequentes naquelas com o gendtipo
AA, seguido pelas de gendtipo AT. No grupo controle, com excegao dos danos
oxidativos nas bases puricas do DNA, os demais tipos de lesbes genotoxicas foram

também mais frequentes nas mulheres com o gendtipo AA.

Tabela 7. Niveis de danos no DNA (tail intensity) detectados pelo teste do cometa e

apresentados de acordo com as variantes do gene FTO

Genétipo Grupo Danos no DNA' Danos oxidativos Danos oxidativos

em purinas em pirimidinas
C?nn:;g)le 14,5 + 22,84° 27,8 + 33,25 22,32 + 27,54°
TT
ciﬁfiéf 27,83 + 29,45""* 44,88 + 33,16 43,08 + 33,01
C&Zt;:)le 14,76 £ 22,21%° 26,98 + 30,85 23,63 £ 27,487
AT
C:::;:)s 38,20+ 34,36°% 49,37 +33,:88°" 50,07 + 32,53
ConeC 1649 18,16” 28,59 + 25,87 29,45 + 2599
AA
3::’;3')5 46,41 + 32,99 60,52 + 31,52 °™* 61,53 + 31,18 °™*

I ———
" Quebras de fitas simples, duplas e sitios alcali-labeis no DNA; letras diferentes (minusculas para o
grupo controle e mailscula para o grupo de obesas) indicam diferenga significativa (*p <0,05; ** p
<0,01) em relagédo aos demais gendtipos no mesmo grupo (colunas); # p<0,01 - diferencga significativa

entre o grupo de obesas e o grupo controle.

A Tabela 8 apresenta os niveis de danos no DNA de acordo com as variantes
do gene APM1. As pacientes obesas apresentaram niveis significativamente
maiores de danos no DNA, incluindo as lesbes oxidativas em purinas e pirimidinas,
que as mulheres do grupo controle. No grupo de obesas, aquelas com o gendtipo

TG+GG apresentaram niveis mais elevados de danos no DNA, purinas e pirimidinas
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oxidadas quando comparados ao TT. Os individuos do grupo controle com genotipo
TG+GG apresentaram niveis elevados de danos no DNA e pirimidinas oxidadas,

quando comparados aos individuos com a variante TT.

Tabela 8. Niveis de danos no DNA (tail intensity) detectados pelo teste do cometa e

apresentados de acordo com as variantes do gene APM1

Genétipo Grupo Danos no DNA' Danos oxrc_latlvos Danos_o_x:gla_tlvos
em purinas em pirimidinas
Controle R R a
15,48 + 22,07 31,49 + 32,70 24,63 + 26,74
(n=30)
T
Obeso "
29.97 + 32.8 ™ 4171+ 3541~ 42.29 + 34.95™
(n=30)
Controle - a -
17,76 + 22,15 31,49 + 31,17 31,24 + 29,85
(n=30)
TG+GG
Obeso " -
(n=30) 37,44 + 32,12 B* 55,15 + 33,59%* 54,07 + 32,01%7*
n=

" Quebras de fitas simples, duplas e sitios alcali-labeis no DNA; letras diferentes (minusculas para o
grupo controle e maiuscula para o grupo de obesas) indicam diferenga significativa (**p <0,01) entre
0s gendtipos no mesmo grupo (colunas); #: diferenca significativa (**p <0,01) entre o grupo de

obesas e o controle.

Discussao

A etiologia da obesidade esta associada a uma interagdo complexa entre
genética, dieta, metabolismo e niveis de atividade fisica (Das, 2001; Friedman, 2004;
Lyon & Hirschhorn, 2005). No entanto, a participagdo de cada um desses fatores no
desenvolvimento da obesidade ainda n&o foi totalmente esclarecida. Portanto, neste
estudo propusemos investigar se lesbes no DNA sao mais frequentes em mulheres
obesas e se variantes dos genes FTO e APM1 estao relacionadas a enfermidade e

também aos niveis de danos genotdxicos em linfocitos do sangue periférico.
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A avaliagdo dos niveis de lesbes genotdxicas revelou que mulheres obesas
possuem niveis mais elevados de danos no DNA, incluindo purinas e pirimidinas
oxidadas, que a populacado de mulheres eutrdficas. Tal achado poderia ser explicado
com base no fato da obesidade ser um estado inflamatdrio de baixa intensidade
(Lopes, 2007) e, portanto, com producao de espécies reativas de oxigénio, as quais
sabidamente podem danificar estruturas celulares, proteinas, lipidios e
macromoléculas como o DNA (Fernandez-Sanchez et al., 2011; Seifried et al.,
2007). Recentemente, Oliver et al. (2010) observaram que criangas obesas
apresentam além do quadro clinico de dislipidemia e metabolismo de glicose
alterado, taxas elevadas de biomarcadores relacionados a inflamacao e estresse
oxidativo. Estudo recente realizado por Scarpato et al. (2011) demonstrou niveis
elevados de danos cromossOmicos (micronucleos) em linfocitos de criangas obesas
ou com sobrepeso. Segundo esses autores, o metabolismo basal aumentado e o
processo inflamatorio de baixo grau, podem ter amplificado o estresse oxidativo e
estimulado a produgcédo de moléculas que comprometeram a integridade do DNA. A
associacido entre a obesidade e o aumento do estresse oxidativo ocorre devido a
presenca excessiva de tecido adiposo, uma vez que adipdcitos e pré-adipdocitos séo
fontes de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-q, IL-1 e IL-6.

O outro marcador avaliado no presente estudo mostrou que a variante AA do
gene FTO foi mais frequente em pacientes obesas, e que por outro lado a variante
TT foi menos frequente, do que na populacdo de mulheres eutréficas. Na populacao
de pacientes obesas, a frequéncia do alelo A foi de 0,46, concordando com relatos
anteriores para populagdes de outros paises (Dina et al., 2007; Scott et al., 2007;
Wahlen et al., 2007). Estudo realizado na Franga demonstrou que o alelo A esta
associado a um risco 30% maior para o desenvolvimento de obesidade (Legry et al.,

2009). De fato, Gonzales-Sanches et al. (2009) observaram que o gendtipo AA é

35



significativamente mais frequente em individuos obesos do que em individuos n&o-
obesos. Em 2007, Andreasen et al. avaliando parametros metabdlicos relacionados
a obesidade em uma populacdo da Dinamarca encontraram que a frequéncia do
alelo A era de 41,6%, e que o peso corporal, a circunferéncia abdominal e a massa
de gordura também eram significativamente mais altos em individuos com o
genotipo AA.

O IMC, utilizado para classificar o nivel de obesidade individual, parece estar
efetivamente relacionado ao gene FTO (Scuteri et al.,, 2007; Hunt et ., 2008; Tan et
al., 2008; Cornes et al., 2009; Legry et al., 2009). Realmente, no presente estudo as
pacientes obesas com genotipo AA apresentavam IMC mais elevado. Dados da
literatura tém indicado forte ligagcao entre o gene FTO e o comportamento alimentar.
Segundo alguns pesquisadores, criangas e adultos com pelo menos um alelo A do
gene FTO consomem maior quantidade de alimentos com maior nivel energético do
que jovens com dois alelos TT e, consequentemente, apresentam maiores valores
de IMC (Speakman et al., 2008; Timpson et al., 2008; Tanofsky-Kraff et al., 2009).
Resultado semelhante foi descrito por Mangge et al. (2011), quando avaliaram em
populacdo de jovens obesos a relagao entre FTO, parametros metabdlicos e risco
para doengas cardiovasculares. De acordo com esses autores, o genotipo AA, além
de mais frequente em individuos obesos, esta associado a IMCs mais elevados.
Maior susceptibilidade ao acumulo excessivo de gordura corporal e diminui¢do na
percepcdo da saciedade, também foram detectados em individuos caucasianos
homozigotos para o alelo A (Lima et al.,, 2010). Ha relatos que mostram que o
polimorfismo do gene FTO (rs9939609) esta também associado a alteracdes
significativas nos niveis plasmaticos de insulina e de resisténcia a insulina, bem
como a maior pressao arterial, uma vez que essas alteragdes sao reflexos de IMCs

elevados (Andreasen et al., 2008; Do et al., 2008; Jacobsson et al., 2008).
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Levando-se em conta, ainda, as variantes do gene FTO, a analise dos danos
genotdxicos mostrou que nas pacientes com obesidade morbida todos os tipos de
lesdes no DNA foram mais abundantes naquelas com o gendtipo AA, seguidas pelas
de gendtipo AT. De fato, o alelo A teve também relagdo com os niveis da lesdes
genotdxicas no grupo controle, pois, com excegdo dos danos oxidativos em bases
puricas, os demais tipos foram mais frequentes nas mulheres com o gendtipo AA.
Recentemente, Fisher et al., (2009) mostraram que o alelo A do gene FTO
(rs9939609) esta associado a maiores niveis plasmaticos da proteina C-reativa
(relacionada a processos inflamatorios e infecciosos). Portanto, segundo os autores,
haveria um aumento no estado inflamatério observado no tecido adiposo com o
consequente aumento da inflamacido sistémica. Essa condigdo de disfungcdo do
tecido adiposo resultaria no aumento da produgéao de espécies reativas de oxigénio;
em disfungdo mitocondrial; e elevada taxa de mutagénese. Sabe-se que danos no
DNA mitocondrial podem também induzir aumento na producao de espécies reativas
de oxigénio, pois interrompem a fosforilagdo oxidativa, que por sua vez pode levar a
cetose, hiperlipidemia e aumento no armazenamento de gordura, afetando,
negativamente, processos como aterosclerose e sindrome metabdlica (Croteau et
al., 1990; Mercer et al., 2011).

Dentre esses horménios secretados pelos adipocitos, a adiponectina é uma
das mais estudadas, pois desempenha papel importante principalmente na
regulacdo da homeostase do organismo. O gene da adiponectina (APM1 ou
ADIPOQ) contém 3 exons e esta localizado no cromossomo 3g27. O polimorfismo
de uma das regides desse gene (rs2241766) foi analisado em nosso estudo e os
dados mostraram que o alelo T e o gendtipo TT foram os mais frequentes em ambos
0s grupos, e que as frequéncias alélicas de T e G n&o diferiram entre as populagdes

de mulheres com obesidade morbida e eutroficas. Da mesma forma, ndo houve
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associagao entre essas variantes génicas e o IMC. De maneira semelhante,
Vendramini et al. (2010) observaram em populagdo brasileira de diabéticos de
origem japonesa, que a distribuicdo genotipica do APM1 T45G foi de 46,5% para o
genodtipo TT, 47,5% para o TG, e 6% para o GG; e que também n&o ha relagéo entre
esses genotipos e o IMC. Resultados similares foram previamente apresentados por
Schaffler et al. (2000), quando descreveram a auséncia de associacao entre o IMC e
os polimorfismos desse gene da adiponectina em populagdo da Alemanha, e por
Takahashi et al. (2000) que demonstraram que a frequéncia alélica para o gene
APM1 entre pacientes obesos e nao-obesos nao era diferente. Inversamente, Hu et
al. (2004) reportaram que a prevaléncia de obesidade foi menor entre os individuos
com o alelo G em uma populagdo de mulheres americanas, e Ukkola et al. (2003)
demonstraram que o alelo G esteve associado a menor circunferéncia da cintura em
mulheres suecas obesas e nédo obesas. No entanto, estudo realizado em populacdes
da Alemanha mostrou que o alelo G do gene APM1 esteve relacionado a um maior
IMC, mas sem relagdo com histérico familiar de diabetes (Stumvoll et al., 2002).
Além disso, Sabouri et al. (2011) encontraram associagao positiva entre doenca
arterial coronariana e o polimorfismo APM1 T45G, embora o IMC desses pacientes
nao diferisse entre os genotipos.

Embora nao tivéssemos encontrado nenhuma relagao entre as variantes do
gene APM1 e a presencga de obesidade, observamos associagao entre os gendtipos
TG e GG e os niveis de lesbes genotoxicas. Ou seja, tanto as mulheres obesas
como as eutréficas com pelo menos uma copia do alelo G apresentaram maiores
quantidades de danos no DNA. Estudos anteriores mostraram que o alelo G do gene
APM1 esta também associado a maiores niveis de adiponectina circulante
(Menzaghi et al,. 2002; Vasseur et al, 2002; Berthier et al., 2005; Heid et al., 2006),

muito embora, Al-Daghri et al. (2012) ndo tivessem observado diferengas nos niveis
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desse horménio entre os individuos com os gendtipos TT, TG e GG , em populagéo
da Arabia Saudita, resultados similares foram observados por Leu et al. (2011). De
qualquer forma, relatos recentes demonstram que a diminuicdo da sintese de
adiponectina, como observada em pessoas obesas, pode causar a desregulagédo de
processos que inibem a produgdo de citocinas proé-inflamatoérias, levando,
inversamente, a producdo de quantidades exacerbadas desses mediadores proé-
inflamatorios (Tilg & Moschen, 2006). Sabe-se que o estado inflamatorio induz a
producado de espécies reativas de oxigénio, que sdo moléculas altamente reativas
com o DNA. Dessa forma, o aumento de lesbes genotoxicas visualizado nos
individuos com o alelo G do gene APM1 poderia ser explicado pelo aumento dos
mediadores proé-inflamatorios.

Concluindo, nossos resultados indicam que a obesidade esta relacionada a
niveis mais altos de lesdes genotdxicas em linfocitos de sangue periférico e que o
gendtipo AA do gene FTO, além de ser mais frequente em mulheres com obesidade
morbida esta associado a maiores niveis de danos no DNA, assim como o alelo G
do gene APM1. Assim sendo, pode-se sugerir que pacientes com obesidade
morbida apresentam maiores riscos para o desenvolvimento de doencas
relacionadas a danos genéticos, e que mulheres com a variante AA do gene FTO

sao mais susceptiveis a obesidade.
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Os resultados deste estudo, permitem as seguintes conclusdes:

mulheres com obesidade moérbida apresentam niveis mais elevados de
lesbes genotdxicas que as mulheres eutrodficas;

as variantes AA e TT do gene FTO (rs9939609) sao, respectivamente,
mais e menos frequentes em mulheres pacientes obesas que em
eutrdéficas;

a variante AA do gene FTO esta relacionada a maior indice de Massa
Corporal;

a presencga de pelo menos um alelo A do gene FTO esta relacionada a
niveis mais elevados de lesdes genotoxicas tanto em mulheres obesas
como eutrdficas;

nao ha associagao entre as variantes do gene APM1 (rs2241766) e a
obesidade moérbida, sendo o gendtipo TT o mais frequente em ambos os
grupos;

ndo ha associacio entre as variantes genotipicas de APM1 e o indice de
Massa Corporal;

o alelo G (gendtipos TG+GG) do gene APM1 esta relacionado a niveis
elevados de lesdes genotdxicas em mulheres com obesidade moérbida e

eutroficas.
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ANEXO |

Ficha de triagem

Nome: SexooM( )F() Data:__/ |
Data de nascimento: / /
Etnia Cor da pele

Local do nascimento:

Fones para contato

2) Problemas de saude

Colesterol elevado Problema cardiaco
Triglicérides elevado Problemas com a tiredide
Acido Urico alto Depressao
Presséo alta Outros:
Diabetes

Observacoes:

3) Medicamentos que esta usando:

4) Assinale quais destas doencgas seus pais, tios ou irmaos tém:

Diabetes Pressao Alta Obesidade Problema no
coragao
P M P M P M P M
Pai/mae
Avo(a)
Tio(a)
Irma(o)

P = paterno M = materno
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Peso - Kg Altura - m IMC — Kg/m2

5) Histdria do peso

5.1. Ha quanto tempo esta com esse peso?

5.2. Qual foi o seu maior peso? Ha quanto tempo?
5.3. Qual foi o0 seu menor peso? Ha quanto tempo?
5.4. Faz algum controle alimentar para a manutengéo do peso atual ?
( )sim ( )Nao

5.5. Faz exercicios fisicos para controlar o peso ?

( )sim ( )Nao

5.6. Ja fez uso de medicamento para controlar o peso?

( )sim ( )Nao

6.6. Ja fez dieta para controlar peso?

( )sim ( )Nao

Linha do tempo:

Como vocé caracteriza o seu peso corporal nas seguintes fases?

Baixo peso | Peso Excesso de | Obeso Muito
normal peso obeso
Bebe
Crianga
Adolescente
Jovem
Adulto
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

EXPLICAGAO PARA O PACIENTE

A incidéncia de individuos obesos vem aumentando muito. Hoje, a obesidade é
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma epidemia mundial. A
obesidade é uma desordem que envolve fatores hereditarios, ambientais e de estilo
de vida, e suas consequéncias ndo sao apenas sociais ou psicolégicas, mas estao
também associadas a presenca de outros problemas de saude como a hipertensao
arterial, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer. Com
isso, a obesidade tornou-se um desafio para a medicina na busca da manutencgao da
saude humana, atraindo o interesse de varios pesquisadores que buscam novos
métodos terapéuticos e de prevengao. Portanto, este estudo tem por objetivo a
avaliacao genética de individuos obesos, com especial énfase na identificacdo de
genes ou alteragbes no material genético que possam favorecer o surgimento da
obesidade. Espera-se, com isso, que os resultados tragam informacgdes que venham
contribuir para a identificacdo precoce de individuos com maior chance de
obesidade e para o estabelecimento de estratégias de prevencdo de outros

problemas associados a essa disfungao do organismo.

|. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do Projeto de Pesquisa: “* POLIMORFISMOS GENICOS E DANOS NO

DNA EM INDIVIDUOS COM OBESIDADE MORBIDA”

2. Pesquisadores Responsaveis: Bruno Cesar Ottoboni Luperini e Dra. Daisy

Maria Favero Salvadori, Departamento de Patologia — Faculdade de Medicina

de Botucatu, UNESP, Botucatu — SP.

3. Avaliagao do Risco da Pesquisa: Sem risco
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4 .Duracao Prevista da Participacao do Paciente Durante a Coleta e

Entrevista: dez minutos.

Il. EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO SUJEITO SOBRE A PESQUISA

1. Justificativa e Objetivos da pesquisa: Avaliar se existe componente genético

associado a obesidade.

2. Procedimentos utilizados: Serao utilizados material biolégico (sangue) e os
dados obtidos de questionario aplicado antertiomente, por ocasiao da entrevista para
participagdo no Projeto de Pesquisa intitulado “Alteragbes Genéticas Relacionadas a
Obesidade: danos no DNA e Perfil de Expressdo e Polimorfismos Génicos”, sob a
responsabilidade de Danielle Cristina de Almeida (Protocolo CEP 3361-2009). Tanto o
sangue como os dados pessoais estdo armazenados no Laboratério de
Toxicogenémica e Nutrigendmica do Depto. de Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, conforme autorizado pelo participante da pesquisa.

3. Beneficios que poderao ser obtidos: Ndo havera beneficio imediato ao
participante do estudo. Contudo, os resultados contribuirdo para se conhecer os
fatores que predispdem a obesidade.

4. Procedimentos vantajosos para o individuo: O participante do estudo
nao tera vantagens imediatas. Sua participagao contribuira para o entendimento das
causas da obesidade e, consequentemente, para futura prevencao dessa disfungao

em outros individuos.

lll. Identificagao do paciente

Eu
, RG , Estado Civil ,
Idade anos, Residente na
: n° :
Complemento , Bairro , Cidade

, Telefone (_ ) ,
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Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1.

o presente estudo tem por finalidade avaliar a heranga genética de pessoas com
obesidade morbida candidatas a cirurgia bariatrica em comparagédo a de
pessoas que apresentam peso corporal dentro de valores considerados normais;
ao participar deste estudo como individuo do grupo controle (dentro dos
parametros considerados normais) estarei contribuindo para esclarecer os
resultados da cirurgia sobre o estado nutricional, doengas associadas e
qualidade de vida de individuos ap0s a cirurgia bariatrica;

para a realizacdo desta pesquisa, autorizo os pesquisadores a utilizarem as
informagdes que foram anteriormente coletadas por meio de um questionario e
com o meu consentimento para o estudo intitulado “Alteragdes genéticas
relacionadas a obesidade: danos no DNA e perfil de expressédo e polimorfismo
génicos”. E do meu conhecimento que esses dados estdo arquivados no
Laboratério de Toxicogendmica e Nutrigendmica do Depto de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP;

que autorizo, também, a utilizagdo de parte da amostra do material biolégico que
foi também previamente coletada para o estudo citado acima, e que se encontra
armazenada no mesmo Laboratdrio;

a minha participagcdo como voluntario devera ter a duragdo maxima de 10
minutos, apenas para os esclarecimentos necessarios;

terei a liberdade de responder ou ndo a qualquer pergunta;

nao havera a necessidade de ser indenizado por parte da equipe responsavel por
este estudo ou da Instituicao (UNESP);

meu nome sera mantido em sigilo, assegurando, assim, a minha privacidade e se

desejar, deverei ser informado sobre os resultados dessa pesquisa;
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9. poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer
momento da realizagdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizagao.
10. qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos, poderei entrar em contato
com a equipe cientifica da Dra. Daisy Maria Favero Salvadori, pelo telefone (14)
3811-7210 Ramal 220;

11. para notificacdo de qualquer situacao, relacionada com a ética, que nao puder
ser resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, pelo telefone (0XX14)

3811-6143.
Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como
voluntaria(o), do estudo “ Polimorfismos Génicos e Danos no DNA em individuos

com Obesidade Moérbida”.

Botucatu, / /

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador

Nome do Pesquisador: Bruno Cesar Ottoboni Luperini

Enderec¢o: Rua Humberto Milanesi N° 159 Pq. Res. Primavera Botucatu - SP
Telefone: (18)81163739 (14) 3811-7210

E-mail: bruno_luperini@yahoo.com.br

Nome da Orientadora: Prof? Dra. Daisy Maria Favero Salvadori

Endere¢o: R. Antonio Sabino Santa Rosa, 70, ap 34C — Vila Santana — Botucatu -
SP

Telefone: (14) 3811-7263

E-mail: dfavero@fmb.unesp.br
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

EXPLICAGAO PARA O PACIENTE

A incidéncia de individuos obesos vem aumentando muito. Hoje, a obesidade é
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma epidemia mundial. A
obesidade é uma desordem que envolve fatores hereditarios, ambientais e de estilo
de vida, e suas consequéncias ndo sao apenas sociais ou psicolégicas, mas estao
também associadas a presenga de outros problemas de saude como a hipertenséo
arterial, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer. Com
isso, a obesidade tornou-se um desafio para a medicina na busca da manutencgao da
saude humana, atraindo o interesse de varios pesquisadores que buscam novos
métodos terapéuticos e de prevengao. Portanto, este estudo tem por objetivo a
avaliacao genética de individuos obesos, com especial énfase na identificacdo de
genes ou alteragbes no material genético que possam favorecer o surgimento da
obesidade. Espera-se, com isso, que os resultados tragam informacgdes que venham
contribuir para a identificagdo precoce de individuos com maior chance de
obesidade e para o estabelecimento de estratégias de prevencdo de outros

problemas associados a essa disfungao do organismo.

I. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do Projeto de Pesquisa: “POLIMORFISMOS GENICOS E DANOS NO

DNA EM INDIVIDUOS COM OBESIDADE MORBIDA”

2. Pesquisadores Responsaveis: Bruno Cesar Ottoboni Luperini e Dra. Daisy

Maria Favero Salvadori, Departamento de Patologia — Faculdade de Medicina

de Botucatu, UNESP, Botucatu — SP.
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3. Avaliagao do Risco da Pesquisa: Sem risco

4.Duracao Prevista da Participagcao do Paciente Durante a Coleta e Entrevista:

dez minutos.

Il. EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE SOBRE A PESQUISA

1. Justificativa e Objetivos da pesquisa: Avaliar se existe componente genético

associado a obesidade.

2. Procedimentos utilizados: Serao utilizados material biolégico (sangue) e os
dados obtidos de questionario aplicado antertiomente, por ocasiao da entrevista para
participacdo no Projeto de Pesquisa intitulado “Alteragbes Genéticas Relacionadas a
Obesidade: danos no DNA e Perfil de Expressdo e Polimorfismos Génicos”, sob a
responsabilidade de Danielle Cristina de Almeida (Protocolo CEP 3361-2009). Tanto o
sangue como os dados pessoais estdo armazenados no Laboratério de
Toxicogenémica e Nutrigendmica do Depto. de Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, conforme autorizado pelo participante da pesquisa.

3. Beneficios que poderao ser obtidos: Ndo havera beneficio imediato ao
participante do estudo. Contudo, os resultados contribuirdo para se conhecer os
fatores que predispdem a obesidade.

4. Procedimentos vantajosos para o individuo: O participante do estudo n&o
tera vantagens imediatas. Sua participagdo contribuira para o entendimento das
causas da obesidade e, consequentemente, para futura prevencao dessa disfungao
em outros individuos.

lll. Identificagao do paciente

Eu ,
RG , Estado Civil , [dade__ anos, Residente
na , n° ,
Complemento , Bairro ,
Cidade , Telefone (_) ,
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Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1.

7

este estudo é continuagdo de outro para o qual cedi amostra de sangue e
respondi a um questionario sobre meus habitos de vida;

no momento terei, apenas, que assinar uma autorizacdo para o uso da amostra
do meu sangue que restou do estudo anterior e das minhas informagbes
pessoais que foram arquivadas;

a minha participacdo como voluntario devera ter a duracdo de, no maximo, 10
minutos para os esclarecimentos;

terei a liberdade de responder ou ndo qualquer pergunta.

nao havera necessidade de ser indenizado pela equipe responsavel ou pela
Instituicdo (Faculdade de Medicina de Botucatu - FMB) por minha participagéo
nesta pesquisa.

fui esclarecido que nao receberei qualquer remuneracéao financeira por participar
desta pesquisa.

meu nome sera mantido em sigilo, assegurando, assim, a minha privacidade. Se
desejar, deverei ser informado sobre os resultados da pesquisa e ter acesso, a
qualquer momento, as informagdes sobre procedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos relacionados com a pesquisa, a fim de esclarecer eventuais
duvidas.

fui esclarecido sobre a disponibilidade de assisténcia no HCFMUNESP, por
eventuais danos a saude, decorrentes da pesquisa.

Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer

momento da realizagdo da pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizagao.

10.Fui informado que os pesquisadores que participam desta pesquisa estardo a

minha disposicdo para esclarecimento de qualquer questdo relacionada ao

estudo.
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11.Qualquer duvida ou solicitagdo de esclarecimentos poderei entrar em contato
com a equipe cientifica da Prof® Dra. Daisy Maria Favero Salvadori pelo telefone
(14) 3811-7210 Ramal 220.

12.Qualquer davida adicional, poderei entrar em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143."

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como
voluntaria(o), do estudo “Polimorfismos génicos e danos no DNA em individuos

com obesidade morbida”.

Botucatu, / /

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador

Nome do Pesquisador: Bruno Cesar Ottoboni Luperini

Endereg¢o: Rua Humberto Milanesi N° 159 Pq. Res. Primavera Botucatu - SP
Telefone: (18)81163739 (18) 37051775

E-mail: bruno_luperini@yahoo.com.br

Nome da Orientadora: Prof? Dra. Daisy Maria Favero Salvadori

Endereco: R. Antonio Sabino Santa Rosa, 70, ap 34C - Vila Santana — Botucatu - SP
Telefone: (14) 3811-7263

E-mail: dfavero@fmb.unesp.br
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Anexo IV

Caédigo Idade Peso (kg) | Altura (m) | IMC (kg/m2)
944 22 125,4 1,66 45,5
4120 34 116,2 1,78 36,7
5897 31 91,1 1,59 36,0
6490 30 130,2 1,59 51,5
7038 33 113,6 1,68 40,2
7153 35 141,2 1,57 57,3
7238 28 125 1,74 41,3
7328 28 108 1,56 44 4
7453 30 139,6 1,68 49,5
7575 45 121,6 1,58 48,7
7592 38 102,2 1,59 40,4
7608 33 130,6 1,61 50,4
7615 27 99,2 1,57 40,2
7632 38 111 1,59 43,9
7642 24 133,6 1,62 50,9
7645 31 96,8 1,56 39,8
7647 23 104,5 1,62 39,8
7649 31 125,6 1,59 49,7
7699 43 93,6 1,56 38,5
7757 25 137,2 1,62 52,3
7767 39 137,8 1,66 50,0
7775 28 118,4 1,57 48,0
7777 34 97 1,58 38,9
7792 26 120,4 1,55 50,1
7889 28 130,6 1,67 46,8
7912 25 135 1,66 49,0
7914 27 112 1,63 42,2
7938 34 104 1,55 43,3
7943 20 149,9 1,81 45,8
7975 23 122,2 1,54 51,5
7997 28 123,6 1,63 46,5
7999 32 111,7 1,58 44,7
8000 34 108,3 1,64 40,3
8001 26 107,2 1,51 47,0
8002 34 113,6 1,57 46,1
8004 34 113,1 1,64 42,1
8006 35 100,2 1,42 49,7
8033 40 110,2 1,63 41,5
8036 28 115,1 1,65 42,3
8042 43 105,9 1,61 40,9
8043 37 102 1,62 38,9
8064 36 115,6 1,64 43,0
8072 36 145,3 1,63 54,7
8104 39 107,2 1,59 42,4
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8109 53 79,6 1,42 39,5
8114 32 120,7 1,68 42,8
8118 35 114,2 1,57 46,3
8130 30 120,9 1,58 48,4
8131 45 114,8 1,55 47,8
8133 37 125,2 1,62 47,7
8152 45 160,4 1,63 60,4
8169 40 108,8 1,57 441
8170 28 120,9 1,63 45,5
8190 45 132,8 1,64 49,4
8211 42 104,4 1,65 38,3
8217 30 131,6 1,54 55,5
8225 34 103,1 1,64 38,3
8233 34 122,3 1,58 49,0
8264 26 126,6 1,67 454
8266 37 106,8 1,61 41,2
8269 40 96 1,6 37,5
8272 36 130,4 1,66 47,3
8276 33 116,6 1,67 41,8
8286 33 136,7 1,58 54,8
8302 36 119,3 1,56 49,0
8312 40 134,6 1,66 48,8
8316 32 129,9 1,6 50,7
8318 41 114,5 1,55 47,7
8322 44 158 1,69 55,3
8333 27 117 .1 1,64 43,5
8337 25 120,8 1,68 42,8
8347 30 108,8 1,66 39,5
8370 41 99,6 1,55 41,5
8375 37 171 1,6 66,8
8380 30 109,7 1,57 44,5
8381 41 132,6 1,67 47,5
8394 36 135,7 1,64 50,5
8398 38 134 1,59 53,0
8402 40 128 1,58 51,3
8404 36 114,6 1,62 43,7
8408 38 100,1 1,61 38,6
8419 34 126,1 1,71 43,1
8423 20 120,6 1,63 454
8424 38 104,3 1,58 41,8
8427 45 93 1,58 37,3
8436 44 100,6 1,58 40,3
8442 31 131,9 1,67 47,3
8458 33 100 1,54 42,2
8489 31 1211 1,61 46,7
8493 30 126,6 1,54 53,4
8513 39 116,7 1,66 42,4
8518 27 131,9 1,71 451
8521 38 157,8 1,65 58,0
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8533 36 107,4 1,55 44,7
8536 42 108,7 1,53 46,4
8541 41 139,9 1,6 54,6
8558 38 108,6 1,54 45,8
8567 45 142,2 1,59 56,2
8569 30 106,2 1,61 41,0
8572 26 1154 1,64 42,9
8575 36 102 1,62 38,9
8576 35 128 1,68 45,4
8577 42 156 1,47 72,2
8579 42 134,2 1,63 50,5
8594 35 104,4 1,57 42,4
8603 21 141,2 1,62 53,8
8604 27 108 1,62 41,2
8609 42 113,6 1,591 49,8
8610 40 100,3 1,55 41,7
8614 35 115,3 1,54 48,6
8621 32 105,4 1,57 42,8
8622 32 1374 1,56 56,5
8639 42 128,8 1,53 55,0
8640 30 108 1,63 40,6
8642 40 108,5 1,7 37,5
8644 34 120 1,65 441
8645 44 132,3 1,68 46,9
8651 29 129,7 1,69 45,4
8659 43 103,6 1,63 39,0
8663 43 111,6 1,55 46,5
8664 25 123 1,63 46,3
8665 30 107,8 1,57 43,7
8674 38 112,5 1,64 41,8
8675 23 119,6 1,66 43,4
8683 31 125,7 1,69 44,0
8684 28 105,2 1,66 38,2
8690 33 146,5 1,74 48,4
8703 26 113,7 1,65 41,8
8704 29 112,5 1,59 44,5
8706 40 132,5 1,63 49,9
8734 22 149,9 1,59 59,3
8757 38 127,8 1,64 47,5
8758 38 100 1,62 38,1
8762 24 103,8 1,49 46,8
8763 27 104,8 1,58 42,0
8771 31 139,7 1,66 50,7
8773 44 110,4 1,49 49,7
8776 36 1251 1,63 471
8779 26 108 1,6 42,2
8802 45 130,1 1,63 49,0
8804 25 129,6 1,62 49,4
8827 28 131 1,67 47,0
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8831 37 94,4 1,53 40,3
8832 33 143,8 1,58 57,6
8840 32 133,8 1,6 52,3
8863 33 137,5 1,65 50,5
8889 29 145,8 1,61 56,2
8890 33 132,6 1,65 48,7
8894 38 95,1 1,62 36,2
8896 28 158,2 1,66 57,4
8899 32 157,5 1,58 63,1
8916 39 134 1,54 56,5
8917 22 91,3 1,58 36,6
8918 31 108,1 1,62 41,2
8958 29 131 1,6 51,2
8969 38 106,5 1,61 411
8979 18 114,4 1,62 43,6
8984 28 101,4 1,64 37,7
8985 28 100,4 1,62 38,3
8993 32 121,6 1,57 49,3
8994 32 144 1,62 54,9
9009 24 128,8 1,7 44,6
9010 28 101,6 1,59 40,2
9011 26 135,6 1,64 50,4
9014 42 134,4 1,66 48,8
9017 43 118,2 1,66 42,9
9018 31 103,2 1,58 41,3
9037 42 127,6 1,64 47,4
9048 44 119,6 1,57 48,5
9055 31 146,8 1,66 53,3
9069 34 147,6 1,65 54,2
9152 35 123,5 1,71 42,2
9162 36 126 1,64 46,8
9164 31 1121 1,59 44,3
9167 20 148,9 1,72 50,3
9171 25 129,9 1,61 50,1
9176 29 103,9 1,6 40,6
9177 39 100 1,66 36,3
9179 36 100,2 1,63 37,7
9190 44 112,3 1,56 46,1
9193 39 115,5 1,75 37,7
9195 44 74 1,45 35,2
9200 28 1421 1,58 56,9
9201 30 112,8 1,64 41,9
9218 28 116,9 1,63 44,0
9220 40 98,9 1,56 40,6
9226 35 108,1 1,6 42,2
9244 45 103,1 1,54 43,5
9249 33 150,2 1,68 53,2
9252 40 91,6 1,51 40,2
9256 37 1394 1,56 57,3
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9261 35 119,2 1,6 46,6
9262 28 136,4 1,7 47,2
9264 38 108 1,59 42,7
9269 26 108,8 1,62 41,5
9275 30 106,1 1,54 44,7
9283 23 124,2 1,61 47,9
9323 43 126,2 1,58 50,6
9330 35 107 1,62 40,8
9391 40 109,6 1,57 44,5
9416 28 126,2 1,58 50,6
9425 28 116,1 1,65 42,6
9427 43 94,1 1,49 42,4
9435 27 108,1 1,61 41,7
9520 38 125,1 1,63 471
9563 39 120,1 1,67 43,1
9588 35 112 1,52 48,5
9590 27 148 1,7 51,2
9598 29 121,1 1,67 43,4
9599 39 116,4 1,61 44,9
9614 30 133,5 1,68 47,3
9615 32 106 1,64 39,4
9616 45 111,9 1,59 44,3
9620 26 110,1 1,64 40,9
9626 34 108,7 1,63 40,9
9628 34 137,2 1,63 51,6
9631 22 128,8 1,63 48,5
9643 35 98,6 1,57 40,0
9645 40 116,6 1,63 43,9
9648 32 133,1 1,58 53,3
9650 33 111,8 1,591 49,0
9652 28 106,8 1,65 39,2
9669 38 122,7 1,71 42,0
9731 43 123,6 1,65 45,4
9734 39 110,8 1,58 44,4
9778 28 128 1,62 48,8
9780 40 134,4 1,62 51,2
9782 35 1244 1,69 43,6
10030 24 115,2 1,66 41,8
10036 45 104 1,56 42,7
10037 38 119,2 1,62 45,4
10038 29 103 1,59 40,7
10042 23 125,5 1,64 46,7
10046 43 102,8 1,56 42,2
10047 41 99,6 1,69 34,9
10048 38 115,2 1,64 42,8
10094 33 124 1,73 41,4
10100 34 112,7 1,61 43,5
10106 40 100 1,61 38,6
10108 40 123,1 1,63 46,3
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10110 41 94,2 1,59 37,3
10112 40 129,5 1,51 56,8
10135 39 116,3 1,59 46,0
10149 27 109,3 1,57 44,3
10170 44 101,5 1,6 39,6
10171 21 135,8 1,72 45,9
10174 26 121,9 1,62 46,4
10176 34 115,6 1,76 37,3
10178 28 136,6 1,61 52,7
10182 31 107,6 1,53 46,0
10198 33 109,9 1,56 45,2
10212 44 116,4 1,57 47,2
10415 38 103 1,57 41,8
10460 28 123,4 1,65 45,3
10570 42 107,2 1,61 41,4
10582 43 105,2 1,63 39,6
10585 45 108,4 1,7 37,5
10586 33 102,4 1,56 421
10587 29 124,8 1,73 41,7
10592 20 119,2 1,64 44,3
10594 45 91,6 1,59 36,2
10642 33 107,2 1,64 39,9
10644 40 152,2 1,67 54,6
10645 25 99,6 1,62 38,0
10651 25 116 1,54 48,9
10652 28 102 1,68 36,1
10654 39 96,8 1,6 37,8
10655 34 114 1,59 45,1
10656 41 114,2 1,71 39,1
10657 21 107,4 1,56 441
10659 30 115,8 1,66 42,0
10663 36 98,8 1,45 47,0
10664 31 112,6 1,56 46,3
10667 42 116,6 1,64 43,4
10669 42 115 1,63 43,3
10677 36 118,8 1,61 45,8
10680 19 109,8 1,65 40,3
10681 22 112,4 1,67 40,3
10687 41 97 1,51 42,5
10689 45 11,4 1,59 441
10690 46 133,2 1,63 50,1
10692 33 138,6 1,61 53,5
10693 33 126,6 1,71 43,3
10694 40 146,8 1,64 54,6
10695 29 149,2 1,59 59,0
10697 26 119,6 1,7 41,4
10702 40 96 1,46 45,0
10703 30 100,6 1,63 37,9
10705 20 123 1,71 421
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10706 40 96 1,62 36,6
10707 32 131,4 1,6 51,3
10708 24 105 1,63 39,5
10709 37 109,8 1,59 43,4
10715 30 115,2 1,68 40,8
10726 39 120,4 1,69 42,2
10730 28 121,4 1,57 49,3
10732 38 118 1,68 41,8
10738 24 116 1,61 44,8
10739 31 97,8 1,56 40,2
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Anexo V

Caédigo Idade Peso (kg) | Altura (m) | IMC (kg/m2)
1 28 69 1,72 23,3
2 29 44 1,53 18,8
3 30 61,3 1,67 21,9
4 31 64 1,7 221
5 22 48 1,68 17,5
6 38 56 1,58 22,4
7 25 66 1,72 22,4
8 35 58 1,6 22,6
9 45 54 1,65 19,8
10 29 51 1,64 19,0
11 29 56 1,65 20,6
12 22 53 1,67 19,0
13 29 55 1,6 214
15 26 67 1,67 240
16 29 56,7 1,54 23,9
17 23 59 1,7 20,4
18 25 59 1,63 22,2
19 25 57 1,7 19,7
20 28 55 1,65 20,2
21 29 68 1,66 247
22 39 42 1,46 19,7
23 24 59 1,58 23,6
24 38 66,5 1,65 24 4
25 23 63 1,76 20,3
26 22 65,3 1,65 23,9
27 26 65 1,75 21,2
28 31 59 1,68 20,9
29 29 53 1,66 19,4
30 29 69 1,76 22,3
31 25 65 1,7 22,5
32 31 60 1,68 21,3
33 28 62 1,6 24,2
34 23 61 1,67 21,9
35 23 64 1,73 214
36 32 62 1,64 23,1
37 29 57 1,61 22,0
38 25 52 1,64 22,6
39 23 57 1,75 18,6
40 20 55 1,6 21,5
41 34 48 1,54 20,9
42 33 62 1,73 23,0
43 33 64 1,68 22,6
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44 28 55,5 1,58 22,2
45 32 60 1,58 23,7
47 32 51 1,61 19,7
48 21 52 1,6 20,3
49 33 66 1,67 24,4
50 29 51 1,62 19,5
51 23 55 1,7 19,0
52 30 69 1,71 23,6
53 30 95 1,63 20,8
54 28 58 1,63 21,8
55 24 54 1,68 19,1
56 30 53 1,68 18,7
57 34 57 1,7 19,7
58 26 60 1,62 22,9
59 20 58 1,61 22,3
61 29 69 1,71 23,6
62 29 61 1,66 221
63 28 53 1,63 20,0
64 27 62 1,66 22,5
65 25 56 1,64 21,7
67 30 51 1,61 19,6
68 25 60 1,68 21,2
69 28 63 1,67 23,3
70 30 64 1,7 221
[4 24 63 1,73 21,7
72 41 60 1,65 18,0
73 21 61 1,73 21,0
74 23 63 1,7 21,7
75 24 63 1,73 21,7
76 33 68 1,62 259
77 45 56 1,53 23,9
78 45 56 1,54 23,6
79 45 52 1,52 22,5
82 26 69 1,7 23,8
83 26 59 1,66 21,5
84 25 46 1,56 18,6
85 45 46 1,46 21,6
85 45 46 1,46 21,6
88 26 66 1,8 20,4
89 27 53 1,64 19,7
91 24 55 1,62 20,9
92 25 49 1,65 18,0
93 21 68 1,71 23,3
94 28 66 1,65 24,2
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95 39 64 1,61 249
96 45 73 1,7 249
97 45 58 1,61 22,3
98 45 60 1,55 249
99 38 61 1,58 24,4
100 41 71 1,68 249
102 40 61 1,57 24,7
106 34 56,7 1,67 20,3
107 24 57 1,67 20,5
108 28 53 1,58 21,2
150 29 52 1,58 20,8
151 24 o7 1,67 20,5
153 24 51 1,66 18,5
154 30 62 1,59 24,6
155 24 58 1,63 21,8
157 30 58 1,6 22,7
158 22 65 1,68 23,0
159 23 55 1,54 23,2
160 26 70 1,71 23,9
161 45 64 1,59 249
162 22 78 1,8 241
163 24 62 1,65 22,8
163 24 62 1,65 22,8
164 21 65,8 1,7 22,8
165 23 58 1,65 21,3
167 45 65 1,7 23,3
168 30 60 1,7 20,8
168 30 60 1,7 20,8
169 33 61 1,62 23,2
170 22 51 1,6 19,9
171 22 53 1,69 18,6
171 22 53 1,69 18,6
172 26 53 1,67 19,0
173 24 63 1,73 21,0
173 24 63 1,73 21,0
174 28 70 1,73 23,4
175 42 74 1,78 23,4
176 22 73 1,71 25,0
177 22 54,5 1,64 20,3
178 22 60 1,6 23,4
179 29 55 1,62 21,0
180 20 70 1,74 23,1
181 30 62 1,58 248
182 26 62 1,64 23,1
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183 29 69 1,67 24,7
187 24 49 1,57 19,9
188 27 57 1,53 243
189 34 60 1,77 19,2
190 22 49 1,57 19,9
191 26 63 1,72 21,3
192 32 60,5 1,62 23,1
193 26 54 1,59 21,4
193 26 54 1,59 21,4
194 28 54 1,58 21,6
195 26 59 1,69 20,7
196 27 68 1,7 23,5
197 23 64 1,71 21,9
198 26 63 1,65 23,1
199 25 69 1,75 22,5
200 29 63 1,63 23,7
201 27 47 1,56 19,3
202 27 66 1,66 24,0
203 43 56 1,6 21,9
204 31 65 1,72 22,0
205 31 65,5 1,74 21,6
205 31 65,5 1,74 21,6
206 23 56 1,6 21,9
207 20 60 1,61 23,1
208 21 58 1,71 19,8
209 35 65 1,63 24,5
210 25 65 1,64 24,2
21 26 66 1,68 23,4
212 33 61 1,67 21,9
213 28 61 1,7 211
214 24 67 1,67 24,0
215 25 o7 1,65 20,9
216 28 53 1,62 20,2
216 28 53 1,62 20,2
217 24 47 1,56 19,3
218 25 o7 1,67 20,4
219 21 53 1,65 19,5
220 26 62 1,67 22,2
221 26 52 1,6 20,3
222 33 60 1,67 21,5
223 30 58 1,59 22,9
223 29 52 1,57 21,1
224 33 69 1,7 23,9
225 27 57 1,64 21,2
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226 25 58 1,58 23,2
227 23 67 1,67 24,0
228 24 45 1,53 19,2
229 30 60 1,6 23,4
230 25 50 1,58 20,0
231 26 60 1,59 23,7
232 37 55 1,63 20,7
233 29 52 1,57 211
234 23 54 1,57 21,9
235 24 48 1,55 20,0
236 21 62 1,58 24,8
237 26 58 1,65 21,3
238 24 53 1,6 20,7
239 29 60 1,59 23,7
240 27 47 1,51 20,6
241 30 53 1,53 22,6
242 31 53 1,64 19,7
243 23 55 1,68 19,5
244 25 56 1,55 23,3
245 26 46 1,5 20,4
246 27 55 1,66 20,0
247 22 55 1,7 19,0
249 28 60 1,59 23,7
250 25 64 1,67 22,9
251 22 64 1,73 21,4
252 34 60 1,55 25,0
253 30 95 1,67 19,7
254 26 o7 1,56 23,4
255 35 72 1,75 23,5
256 27 58 1,6 22,7
257 28 66 1,73 221
258 31 68 1,68 241
259 25 52 1,6 20,3
259 25 52 1,6 20,3
260 25 60 1,63 22,6
262 25 66 1,68 23,4
263 24 58 1,67 20,8
264 32 70 1,65 25,7
265 23 53 1,65 19,5
266 33 66 1,71 22,6
267 29 55 1,62 21,0
269 44 59 1,67 21,2
270 26 60 1,64 22,3
271 31 51 1,64 19,0

68



272 21 61 1,66 221
273 26 60 1,62 22,9
274 30 51 1,47 23,6
275 26 63 1,63 23,7
277 29 o7 1,63 21,5
279 29 49 1,53 20,9
280 21 45 1,5 20,0
281 21 62 1,65 22,8
282 21 59 1,61 22,8
284 21 67 1,68 23,7
289 23 49 1,58 19,6
290 29 62 1,63 23,3
291 24 59 1,63 22,2
292 25 53 1,63 19,9
294 24 60 1,64 22,3
295 26 49 1,59 19,4
296 28 63 1,61 243
297 24 67 1,68 23,7
298 24 60 1,68 21,3
299 39 64 1,61 24,7
300 24 62 1,7 21,5
301 28 50 1,6 19,5
302 27 56 1,57 22,7
303 42 50 1,52 21,6
304 38 56 1,62 21,3
305 27 57 1,73 19,0
307 23 50 1,6 19,5
308 26 66 1,76 21,3
309 24 63 1,7 21,8
310 25 62 1,7 21,5
312 32 65 1,64 24,2
314 31 76 1,76 24,5
315 24 75 1,75 24,5
316 24 54 1,56 22,2
317 22 59 1,61 22,8
337 24 65 1,6 254
338 26 54 1,63 20,3
339 31 o7 1,63 21,5
340 21 64 1,65 23,5
342 33 79 1,68 28,0
343 21 58 1,54 24,5
344 29 65 1,62 24,8
346 23 58 1,65 21,3
347 45 59 1,58 23,6
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