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RESUMO

Ao longo dos anos, a prevaléncia mundial da obesidade em crianca e adolescentes
tem aumentado consideravelmente encarada como um importante problema de saude
publica e de natureza multifatorial. Seu constante aumento esta associado com a
interacao de diversos fatores etiologicos. Diferentes polimorfismos genéticos tém sido
associados com risco para a obesidade. A proteina SIRT1 faz parte de um conjunto
de proteinas de importante acdo enddcrina no metabolismo da glicose e lipidios. A
expressao alterada da proteina leva ao comprometimento nas vias metabdlicas o que
resulta na ineficacia do controle do metabolismo lipidico, gerando predisposi¢do ao
ganho de peso. O objetivo do estudo foi avaliar a associacdo entre obesidade
pediatrica e os polimorfismos rs33957861 e rs1467568 do gene SIRT1. Foi realizado
um estudo caso-controle com 225 criangas e adolescentes, 123 obesos (caso) e 102
eutréficos (controle), na faixa etaria entre 5 e 16 anos. Amostras de sangue periférico
foram coletadas para a genotipagem usando sondas TagMan e a técnica de PCR em
tempo real. A andlise de regressédo multipla revelou que pais e mdes com maiores IMC
tém filhos com Z-IMC maiores e que 45% da variabilidade do Z-IMC foi explicada pelas
variaveis IMC mée e IMC pai. A presenca do alelo G do SNP rs1467568 foi associado
com risco de susceptibilidade a obesidade. Por outro lado, o alelo de risco para o
polimorfismo rs33957861 ndo foi associado a obesidade pediatrica. O polimorfismo
rs1467568 do gene SIRT1 pode ser considerado um bom marcador para a obesidade
pediatrica. Outros estudos com maiores populacdes pediatricas e esta variante
polimérfica sdo necessarios, a fim de confirmar o impacto deste polimorfismo para a
suscetibilidade a obesidade.

Palavras-chave: genotipagem; gPCR,; sirtuina.



ABSTRACT

The worldwide prevalence of obesity in children and adolescents has increased
considerably and is considered an important public health problem. A multifactorial
disease whose constant increase is associated with the interaction of several
etiological factors. Different genetic polymorphisms have been associated with obesity
risk. The SIRT1 protein is part of a group of proteins with an important endocrine action
in the metabolism of glucose and lipids. The altered expression of the protein leads to
impairment in the metabolic pathways, which results in the ineffectiveness of the
control of lipid metabolism, generating a predisposition to weight gain. The aim of the
study was to evaluate the association between pediatric obesity and the rs33957861
and rs1467568 polymorphisms of the SIRT1 gene. A case-control study was
accomplished with 225 children and adolescents, 123 obese (case) and 102 eutrophic
(control), aged between 5 and 16 years. Peripheral blood samples were collected for
genotyping using TagMan probes and real-time PCR technology. Multiple regression
analysis revealed that fathers and mothers with higher BMI have children with higher
Z-BMI and 45% of the variability of Z-BMI was explained by the variables BMI mother
and BMI father. The presence of the G risk allele of the rs1467568 polymorphism was
associated with risk of obesity susceptibility. On the other hand, the risk allele for the
rs33957861 polymorphism was not associated with pediatric obesity. The rs1467568
polymorphism of the SIRT1 gene can be considered a good marker for pediatric
obesity. Further studies with larger pediatric populations and this polymorphic variant
are needed to confirm the impact of this polymorphism on obesity susceptibility.
Keywords: genotyping; qPCR; sirtuin.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Obesidade pediatrica: descricdo geral e epidemioldgica

A obesidade é uma doenca caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido
adiposo afetando a regulacdo da homeostase energética do organismo. E uma
condicao de etiologia multifatorial, envolvendo diversos elementos desencadeantes,
como fatores genéticos, ambientais, sociais, econdmicos, nutricionais, psicologicos e
metabdlicos. Esses fatores predispdem a complicacdes na saude desde a infancia,
promovendo riscos para surgimento de novas doengas e podendo evoluir para vida
adulta (COSTA et al., 2021).

De acordo com a localizacao da gordura corporal, pode ser feita a classificacao
da obesidade, como a obesidade andrdide conhecida também como o tipo maca,
caracterizada pelo acumulo de gordura na regido abdominal e do tronco. Ja a
obesidade gindide, conhecida como o tipo pera, € caracterizada pelo acumulo de
gordura na regido do quadril ou gluteo femoral. Esta doenca pode ser classificada
também em enddgena e exdgena, a enddgena consiste na interacdo secundaria a
sindromes genéticas e endocrinopatias que representa cerca de 5% dos casos, e
exodgena quando estid associada a ingestdo excessiva de alimentos, geralmente
representando cerca de 95% dos casos (MOREIRA et al., 2014).

O indice de Massa Corporal (IMC) é usado para avaliar o estado nutricional em
adultos, definido pelo peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado (Tabela 1). No
entanto, para criancas e adolescentes 0 seu uso nao € adequado. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) recomenda avaliar o estado nutricional de criangas e
adolescentes usando a curva de crescimento pelo parametro escore Z. Nas curvas
em escore Z é avaliado o IMC de acordo com a idade e sexo (Figura 1 e 2). Valores
do Z-score > +2 a crianga ou adolescente € classificado com obesidade (Tabela 2).
O resultado do Z-IMC € obtido de acordo com o sexo e idade e pode estar relacionado
com os varios fatores, sendo necessario fazer um diagnostico mais aprofundado com
um profissional (PINTO, 2014).



Tabela 1. Valores de referéncia do IMC para avaliar o estado nutricional em adultos.

Classificacdo IMC (kg/m?)
Abaixo do peso 16,5-18,5
Peso normal 218,5-249
Sobrepeso =25-29,9
Obesidade =230
Obesidade grau | 30-34,9
Obesidade grau Il 35-39,9
Obesidade grau lll 240

Fonte: PINTO, 2014.
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Figura 1. Gréfico de IMC para menino, na faixa etaria de 5 a 19 anos, em Z-score. Fonte: WHO, 2021.



o

=
2
=
o

369 3689 369 369 3 69 36
10 11 12 13 14 15

Age (completed months and years)

Figura 2. Grafico de IMC para menina, na faixa etaria de 5 a 19 anos, em Z-score. Fonte: WHO, 2021.

Tabela 2. Valores de referéncia para o diagnéstico do estado nutricional de criancas e adolescentes
segundo a OMS.

Classificacdo Z-score
Desnutricdo acentuada <-3
Abaixo do peso >2-3e<-2
Peso normal 2-2e<+1
Sobrepeso >2+1e<+2
Obesidade 2 +2 e <+3
<+3

Obesidade grave

Fonte: MELO, 2021.
Ao longo dos anos houve 0 aumento da prevaléncia do excesso de peso em

criangas no mundo. De acordo com a OMS, mais de 340 milhdes de criangas e
adolescentes entre 5 e 19 anos estavam na faixa sobrepeso ou obeso, em 2016, e
38,9 milhdes de criangas menores de 5 anos estavam com sobrepeso ou obesidade
no ano de 2020. A prevaléncia de meninas e meninos com obesidade, em 2020, foi
9,4% e 12,4%, respectivamente (BRASIL, 2021a). A obesidade pediatrica ja é
considerada um problema de saude publica mundial, neste sentido a OMS esta
atualmente desenvolvendo novas diretrizes com base na ciéncia para poder auxiliar

ainda mais no diagnéstico das criangas susceptiveis a obesidade (WHO, 2021).



No Brasil, de acordo com o Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional
(SISVAN), a prevaléncia de adolescentes com sobrepeso foi de 19,97%, 9,55% com
obesidade e 2,41% de adolescentes com obesidade grave (Tabela 3) (BRASIL,
2021b). No Brasil, entre 2010 e 2020, a prevaléncia de obesidade em criangas, na
faixa etaria de 2 a 5 anos, aumentou 0,74%, em adolescentes houve um aumento de
5,86%, e de 1,55% de aumento na prevaléncia de obesidade grave (BRASIL, 2020c).

Tabela 3. Percentual nutricional de criancas entre 5 a 10 anos no Brasil em 2020.

Abaixo do Peso normal Sobrepeso Obesidade Obesidade Total
peso grave
2,87% 64,17% 19,97% 9,55% 2,41%
n 89.078 1.988.603 618.967 295.829 74.534 3.067.011

Fonte: BRASIL, 2021b.

Desse modo, em 2020, cerca de 6,4 milhdes de criancas na faixa etaria de 5 a
10 anos apresentaram excesso de peso e 3,1 milhfes delas jA& em condicdo de
obesidade, segundo o Ministério da Saude (MS), em publicacdo de alerta para habitos
saudaveis desde a infancia como prevencdo de futuras comorbidades. Neste
contexto, dados registrados pelo SISVAN revelam que uma em cada trés criangas,
com até 10 anos, esta acima do peso no Brasil. Criancas com sobrepeso possuem a
chance de 55% de se tornarem adolescentes obesos, elevando o risco para 80% de
chance de serem adultos obesos (BRASIL, 2021d).

Neste sentido, a vigilancia neste grupo etario é de extrema importancia pois a
obesidade pediatrica est4 associada a uma maior chance de morte prematura e
incapacidade na vida adulta. Criancas com sobrepeso e obesas apresentam uma
maior probabilidade de permanecer obesas até a idade adulta e desenvolver doencas
nao transmissiveis (DNTs) como diabetes e doencas cardiovasculares em uma idade
mais jovem, sofrendo consequéncias para a saude tanto de curto como de longo prazo
(WHO, 2021).



1.2 Comorbidades relacionadas a obesidade pediatrica

O excesso de peso e a obesidade na infancia pode evoluir negativamente
elevando o risco de resisténcia insulinica, precursora da causa de diabetes mellitus
tipo 2, e estar associada ao desenvolvimento de sindrome metabdlica, hipertenséo
arterial, dislipidemia e doencas cardiovasculares. Sao aspectos que diminuem a

qualidade de vida e exigem maior cuidado com a saude (MOREIRA et al., 2014).

A distribuicdo da gordura na regido do abdémen é tida como prejudicial para a
saude, devido estar diretamente associada as doencgas cardiovasculares e ao
diabetes mellitus do tipo 2. No caso da diabetes mellitus tipo 2, o0 aumento da
obesidade pediatrica explica o grande desenvolvimento da doenca em populacdes

jovens, causando um impacto continuo (BESERRA et al., 2020).

A sindrome metabdlica é constituida por um conjunto de fatores de risco que
aumentam o risco para doenca cardiovascular, sendo diagnosticada quando ha
presenca de trés ou mais agentes desencadeantes em uma mesma pessoa. Os cinco
principais fatores de risco sdo: circunferéncia abdominal aumentada ou obesidade
abdominal, hipertensdo arterial, glicemia alterada ou diabetes, triglicerideos
aumentados e niveis diminuidos da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) (OLIVEIRA
et al., 2020; NETO et al., 2012).

A dislipidemia € definida pelo distarbio no metabolismo lipidico, causador das
alteracdes das concentracfes de lipoproteinas na corrente sanguinea, associando-se
a reducdo na HDL e elevacao na LDL, podendo ser classificada como primaria, de
origem genética, provocada por mutacdes e desordem metabdlica dos lipidios, e
secundaria, quando a causa € em decorréncia de outras doencas ou devido ao uso
de medicamentos (PEREIRA, 2017).

Aléem do mais, a obesidade pode influenciar a salde mental das criancas e
adolescentes, progredindo para distarbios psicossociais, depressao e ansiedade. A
baixa autoestima causada pela doenga compromete diretamente o desempenho e/ou
comprometimento funcional das criangas, tornando menos ativas e limitando a
capacidade de envolver em atividades recreativas, provocando isolamento social.
Também, sdo frequentemente expostas ao bullying, motivando estresse psicoldgico,

gerando graves consequéncias emocionais e fisicas (HUSSEIN et al., 2020).



1.3 Fatores causais associados a obesidade pediatrica
1.3.1 Aspectos ambientais e estilo de vida

O ambiente familiar e social s&o fatores de grande influéncia na condicao de
obesidade nas criangas, refletindo na saude a partir dos habitos e nos padrées de
estilo de vida. Mudancas alimentares inadequadas acontecem de acordo com a
disponibilidade de preparo das refeicbes, condicdo socioecondmica e costumes
culturais (LINHARES et al., 2016).

Diante dessa situacdo, a ingestdo de alimentos processados e
ultraprocessados provoca efeitos nocivos na saude, destacando pela palatabilidade,
praticidade e rapidez, possuindo altas por¢des de gordura, sodio e acucar, causando
o aumento de disturbios no perfil lipidico. Deste modo, o habito de consumir esses
alimentos deve ser administrado com muita cautela para prevenir impactos negativos
na qualidade de vida desde a infancia (BESERRA et al., 2020).

A prevaléncia do sedentarismo em criancas e adolescentes também condiz ao
meio que esta inserida. Sendo influenciadas pelo avanco tecnolégico dos aparelhos
eletrénicos, promovendo a inatividade fisica e reduzindo horas de sono. E evidente
gue a pratica de atividade fisica proporciona efeito reverso aos fatores de risco da
obesidade, dessa forma, diminuindo as chances de desenvolverem doencas ligadas
ao estilo de vida (FERRARI et al., 2018).

Mudancas de habitos e da rotina devido a pandemia da COVID-19 aumentaram
o comportamento sedentério, reflexo do longo periodo de confinamento pandémico.
Devido as limitacdes provocadas, muitas criangas ficaram impossibilitadas de fazer
recreacdes no ambiente externo, o que significa que elas tém se exercitado menos
por conta do fechamento das escolas. Além disso, houve a alta do comércio de fast
food, elevando o ganho de peso durante a pandemia em decorréncia do consumo de
comidas processadas e ultraprocessadas, sdo alguns dos fatores que estdo em
evidéncia em consequéncia do impacto na saude publica mundial (COSTA et al.,
2020).



1.3.2 Aspectos genéticos

A hereditariedade apresenta risco elevado para a obesidade, de modo que o
IMC dos pais influencia na variacdo do peso dos filhos. Estudos de segregacao
familiar apontaram heranga de 40%, enquanto em gémeos estimam 70% da variagéo
do peso corporal (LOPES et al., 2004). A suscetibilidade a obesidade pode comecar
desde a vida intrauterina, por conta do habito nutricional inadequado da gestante,
responsavel por desencadear alteracbes na expressao génica, provocar
complicacBes perinatais e aumentar o risco de sindrome metabdlica e outras doengas
cronicas na vida adulta (SILVA et al., 2018; SCHMIDT et al., 2019).

A origem genética da obesidade € um importante fator para determinar sua
classificagdo em sindrémica, monogénica e poligénica. De acordo com as causas

multifatoriais e as altera¢cdes provocadas no genoma (PAZ et al., 2017).

A obesidade sindrémica ou também chamada de obesidade monogénica
sindrdmica, frequentemente esta relacionada a outras alteracfes, incluindo
malformacdes congénitas, dismorfias, distarbios comportamentais e deficiéncia
intelectual. Algumas das principais sindromes associadas a condi¢cdo de obeso é a
Sindrome de Prader-Willi (OMIM 176270), causada, principalmente, por uma delecéo
no braco longo do cromossomo 15 paterno, geralmente associada a obesidade

generalizada e grave (REIS, 2015).

A obesidade monogénica néo sindrbmica € causada pela mutacao de um unico
gene, afetando a regulacdo da homeostase energética mediada pela via leptina-
melanocortina. Mutacdes nos genes MC4R, LEP, LEPR, PCSK1, ADCY3 e POMC
estdo associadas a prevaléncia desse tipo de obesidade em condi¢cao acentuada que
se inicia na infancia, uma vez que, o impacto na regulacéo energética afeta a atividade
neuroenddcrina realizada pelo hipotdlamo (ROHDE et al., 2019). Deste modo, o
hipotdlamo administra diversos hormdnios, controlando ac¢des enddcrinas,
comportamentais e influenciando o balanco energético. Por sua vez, a leptina,
horménio que participa da regulacdo do metabolismo de gordura e no consumo de
energia, atua na resposta de saciedade, com isso, mutagcbes em um Unico gene
envolvido na via da leptina é capaz de provocar obesidade monogénica (REIS, 2015;
GINETE, 2020).



Ao contrario da obesidade monogénica, a obesidade poligénica ndo € causada
por um unico gene. Acredita-se que as formas poligénicas de obesidade sejam
determinadas pelo efeito agregado de mdultiplas variantes genéticas comuns, cada
uma com efeitos modestos (KAUR et al., 2017). No caso da obesidade poligénica esta
associada a fatores hereditarios e estilo de vida, quando relacionados aumentam a
suscetibilidade para doenca. No modo que, o estilo de vida atua na modulacdo dos
genes. Sendo assim, a ocorréncia da obesidade poligénica é correlacionada aos
Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), promovendo risco individual para o
desenvolvimento de doencas ao longo da vida (SCHMIDT et al., 2019; GINETE,
2020).

Os SNPs consistem em uma variacdo pontual em uma Unica posi¢do no
genoma, ocorrendo a troca de uma base por outra no DNA, que esta presente em
mais de 1% na populacdo. Os SNPs podem acarretar, alteracdes na sintese de
proteina ou interferindo na funcionalidade dessas, mas também podem estar
presentes em regides néo codificantes do DNA. As variagoes de SNPs séo divididas
em transicdo e transversdo. A transi¢cdo, quando hé trocas entre purinas (A < G) ou
entre pirimidinas (C « T), e transversao quando ha a substituicdo de uma purina por
uma pirimidina ou vice-versa, sendo (A < C,A <~ T, G < Cou G « T) (OLIVEIRA,
2011).

A identificacdo de genes ligados a obesidade tem sido estabelecida a partir de
estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS), realizando analises de variacdes
genéticas ao longo de todo o genoma humano. Os estudos de GWAS realizados em
grandes populacdes determinam se mutacfes localizadas em diferentes loci do
genoma, estdo agregadas com uma doenca ou um traco entre geracées (MOSCA et
al., 2012).

Através da técnica de GWAS foi descoberto a associacdo significativa de
variantes genéticas comuns no gene FTO relacionado com obesidade e o gene MC4R
é considerado uma das causas mais relevantes para a obesidade comum. Além, dos
genes TMEM18, GNPDA2, SH2B1, MTCH2, KCTD15, NEGR1 e PCSK1, sendo
algumas variantes associadas com o nivel de IMC e risco para obesidade (RAMOS,
2011; WANG et al., 2012).



Além da variac&do genética, acredita-se que as marcas epigenéticas modulem
o risco de obesidade por meio de seu impacto na regulacéo da expressdo de genes
relevantes. Os estudos de associacdo ampla do epigenoma sdo uma &rea crescente
de pesquisa e, no momento, as evidéncias sdo mais sugestivas (GHOSH,;
BOUCHARD, 2017).

A metilacdo do DNA é uma das modificacdes epigenéticas mais amplamente
estudada, e fatores ambientais na infancia podem levar a mudancas no padrdo de
metilacdo do DNA. Deste modo, o IMC tem sido associado a variagcdo no padrao de
metilacdo do DNA desde o nascimento até a idade adulta, e outros fatores de risco no
inicio da vida podem contribuir para obesidade pediatrica, como peso ao nascer e IMC

materno, que foram associados a metilagdo no DNA (ROBINSON et al., 2021).
1.3.2.1 O gene SIRT1

O gene SIRT1 estéa localizado na regido cromossémica 10921.3, apresenta 11
éxons e 10 introns, e codifica a familia das proteinas Sirtuinas (SIRTs). Consiste em
um conjunto de 7 proteinas distribuidas no meio celular, sendo: nucleo (SIRTL, 2,6 e
7); citoplasma (SIRT1 e 2); e mitocondrias (SIRT3,4 e 5) (KILIC et al., 2015).

A proteina SIRT1, localizada preferencialmente no nucleo, uma histona
desacetilase dependente de NAD*, é expressa em muitos tecidos e sistemas de
orgaos, como figado, baco, rim, cérebro, coracdo, pancreas, tecido endotelial,
musculo esquelético e tecido adiposo branco. Desacetila uma série de fatores de
transcricdo e histonas que estdo envolvidos na regulacdo de energia. O SIRTL,
conhecido como gene da longevidade, protege as células contra o estresse oxidativo,
promove a estabilidade do DNA ao se ligar a diversos substratos e desacetilar esses
substratos (KILIC et al., 2014).



O gene SIRTL1 é regulado positivamente durante situacdes de restricao caldrica
(RC) e codifica uma enzima desacetilase que medeia a resposta normal a dieta por
meio de efeitos pleiotropicos (PEETERS et al., 2008). Durante a RC ha o aumento da
atividade SIRT1 hepatica que aumenta a gliconeogénese e inibe a glicolise. No
pancreas, a SIRT1 estimula a secrecéo de insulina em resposta a glicose. No tecido
adiposo, a SIRT1 interage com o receptor ativado por proliferador de peroxissoma
durante o jejum e ativacdo da lipolise, isso resulta em perda de gordura
(MENEGUETTE et al., 2016).

O PPARY é regulador central da adipogénese e ainda regula muitos processos
biolégicos vérias das quais tem impacto no metabolismo da glicose e dos acidos
graxos e inflamacdo (QUEIROZ et al.,, 2009). Alguns estudos em humanos
demonstraram uma associacao positiva entre IMC diminuido e variantes do gene
SIRT1, mas os resultados diferem entre diferentes populacdes (ZILLIKENS et al.,
2009).

Atua na regulacédo do controle de gasto energético, sendo importante para o
monitoramento da saude e prevencdo de disfuncbes metabdlicas e outras doencas
(LENHARE, 2018). A SIRT1 também tem importante acado enddcrina no metabolismo
da glicose e lipidios. Com a desregulacao da proteina sua funcéo nas vias metabdlicas
fica comprometida, causando aumento da resisténcia insulinica nas células
pancreaticas ja afetadas e desempenhando ineficacia no controle do metabolismo
lipidico, deixando o individuo suscetivel ao ganho de peso, principalmente na regido
abdominal. Consequentemente, com risco de obesidade, aumento da pressao arterial

e niveis elevados do colesterol (LEE et al., 2016).

A disfuncdo da SIRT1, pode resultar em modificacbes no material genético, a
partir da desacetilagdo das histonas, removendo o radical acetil da molécula de lisina
e promovendo a compactagcdo da cromatina, impedindo a atuacdo da RNA-
polimerase, responsavel pela transcricdo, dessa forma néo ocorre a expressao
génica. Sendo assim, o DNA fica sujeito a alteragcdes, possibilitando o surgimento de
polimorfismos relacionados a doencgas (LENHARE, 2018; GINETE, 2020).
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Alguns polimorfismos ja foram relatados para o gene SIRT1, sendo observado
a participacdo dessas variacfes associadas a diferentes condi¢cdes de saude. Os
polimorfismos rs3740051, rs2236319 e rs2272773 foram associados a taxas de gasto
de energia em individuos finlandeses. O SNP, rs7069102, foi associado a obesidade
em um estudo belga, o polimorfismo rs2273773, foi associado ao IMC em um estudo
holandés e os SNPs rs7895833 e rs1467568, em uma populacdo holandesa, foram
associados ao IMC e obesidade (LAGOUGE et al., 2006; PEDERSEN et al., 2008;
PEETERS et al., 2008; VAN DEN BERG et al., 2009; ZILLIKENS et al., 2009). Assim
como, os polimorfismos rs33957861 e rs11599176 foram associados com obesidade
severa em adultos (CLARK et al., 2012).

Considerando o papel do SIRT1 na regulacdo da energia e as associagdes ja
relatadas e um gene candidato potencial para obesidade poligénica, o presente estudo
busca investigar a relacdo entre os polimorfismos rs33957861 e rs1467568 com a

obesidade na infancia.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a associacao entre obesidade pediatrica e os polimorfismos rs33957861 e
rs1467568 do gene SIRT1.

2.2 Objetivos especificos:

e Apresentar a distribuicdo dos dados sociodemograficos e antropométricos dos
pais e filhos;

e Reportar a influéncia do IMC dos pais com o Z-IMC dos filhos;

e Executar a técnica de PCR em tempo real;

e Estabelecer a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos;

e Determinar a relacéo dos polimorfismos rs33957861 e rs1467568 com risco de

obesidade em criancgas e adolescentes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Corresponde a um estudo tipo caso-controle, desenvolvido para avaliar a
possivel relacdo de obesidade na infancia e polimorfismos genéticos. Foi executado
em parceria do Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR) — PUC-GO, com o Laboratorio

de Mutagénese (LabMut) — UFG e o Hospital da Criancga.

4.2 Consideracdes éticas
A proposta de estudo foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da PUC Goiés através do CAAE: 16303313.4.0000.0037, parecer 364.512.

4.3 Grupo amostral

O estudo foi composto por 225 criancas e adolescentes com idades entre 5 e
16 anos que compareceram no consultério de endocrinologia infantil do Hospital da
Crianca para atendimento. O grupo amostral foi dividido em dois grupos através da
andlise dos parametros de Z-IMC, sendo o grupo de obesos, composto por 123
individuos e o de eutrdéficos, com 102 individuos.

Para participar do estudo, os pais ou responsaveis das criangas e adolescentes
concordaram em participar da pesquisa através da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). ApoOs a assinatura, pais e/ou responsaveis
responderam um questionario relacionado a crianca e a familia, em seguida, os
pacientes passaram por um exame clinico detalhado, realizado pela endocrinologista

Dra. Renata Machado Pinto.

O principal critério utilizado para inclusdo dos pacientes no grupo caso foi o Z-
IMC = 2 e < 3, e para inclusdo dos pacientes no grupo controle, com peso normal, foi
usado o Z-IMC = -2 e < 1. Foram estabelecidos critérios de exclusdo, como: presenca
de sindromes genéticas, sobrepeso, patologias cujo tratamento empregue

medicacdes que alterem o peso, desnutricdo e doencas cronicas graves.
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4.4 Amostras bioldgicas, extracdo e quantificacdo do DNA

As amostras de sangue periférico foram coletadas em parceria com o
Laboratorio Nucleo, por venopuncao de 5mL sangue periférico contendo EDTA como
anticoagulante. Apds a coleta, as amostras foram encaminhadas para o Nucleo de
Pesquisas Replicon. Neste laboratério, foram realizadas as técnicas de extracdo e
purificacdo do DNA gendmico, por meio da utilizacdo de 250 pyL de sangue, com o

auxilio do kit comercial AxyPrep™ Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen, EUA).

ApOGs a extracdo, a quantificacdo foi realizada a partir da observacdo em
espectrofotometria de luz através da avaliacdo da relacdo de absorbancia
(A260/A280; A260/A230) com o auxilio do quantificador NanoVue Plus®
Spectrophotometer (GE Healthcare, EUA). Depois de realizados os procedimentos de
extragcdo e quantificacdo, o protocolo foi otimizado para execucdo da reacdo em

cadeia de polimerase em tempo real para o gene SIRTL.
4.5 Genotipagem dos polimorfismos
4.5.1 Reacado em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

A técnica de amplificagao de segmentos de DNA por PCR convencional, surgiu
nos anos 80 através de experimentos de Kary Mullis, com o0 uso da enzima taq
polimerase, oriunda da bactéria Thermus aquaticus, encontrada em fontes termais,
possuindo enzimas termoestaveis e resistentes a altas temperaturas. Essa
caracteristica tornou a tag polimerase fundamental para utilizacdo em metodologias
como a PCR que envolve etapas de aquecimento a temperaturas em torno de 95°C
(MULLIS, 1990; KASVI, 2021).

Com o avanco das metodologias cientificas, houve o desenvolvimento da gPCR
na qual é possivel acompanhar a amplificacdo simultaneamente, através da luz
emitida pelo equipamento sobre as amostras e refletida na forma de luz e calor, em
comprimento de onda diferente do original. Esse método foi utilizado para fazer a
genotipagem dos SNPs rs33957861 e rs1467568 do gene SIRTL1 a fim de identificar
os sitios polimorficos. O equipamento utilizado capaz de detectar a fluorescéncia
eventualmente produzida pela amostra, permitindo monitorar a reacdo e a
apresentacdo dos resultados em tempo real foi o StepOne Plus™ (Thermo Fisher
Scientific, EUA).
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Para preparacdo do mix de reacdo foi usado o kit TagMan Real Time PCR®
(SNP Genotyping kit, Thermo Fisher Scientific, EUA) que continham as sequéncias
senso e antisenso dos oligonucleotideos iniciadores (primers), que auxiliaram na
amplificacdo da sequéncia polimoérfica especifica dos SNPs, e duas sondas TagMan®
MGB, uma sonda marcada com fluoroforo VIC usada para marcar o alelo C no
rs33957861 e o alelo A no rs1467568 e outra sonda com fluoréforo FAM usada para
marcar o alelo T no rs33957861 e o alelo G no rs1467568 (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncia das sondas usadas na marcacédo dos alelos.

SNP Sonda

rs33957861 GACTTAATTTATTTTTAGATTTTGG[C/TITGAAACTGAGTGAGCAGAATTCCTA

rs1467568 TCCTACTCTTTCACTTAAACCCCAA[A/G]TGGCCAAGCTAGGATTGATTTGGTG

Fonte: Thermo Fisher, 2021.

As reacoes de qPCR foram feitas de acordo com a recomendacéo do fabricante
dos reagentes, para um volume final de 10 pL contendo 1 uL de DNA gendmico a uma
concentracéo de 20 ng; 3,5 uL de TagMan® Universal Master Mix (concentracéo 2X);
0,5 yL de Custom TagMan®Assay SNP Genotyping (concentracdo 20X) incluindo os
primers e sondas e 5 pL de Agua Mili-Q.

O protocolo da termociclagem foi estabelecido em uma desnaturacéo inicial a
95°C por 10 min, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15s, ocorrendo o rompimento
das pontes de hidrogénio e separacao da dupla fita de DNA. Seguido por 60°C para
anelamento por 30s, hibridizacdo dos primers e extensao a 60°C por 1 min, periodo

de acdo da tag polimerase.

A medida que o material genético € amplificado, o nivel de fluorescéncia cresce
proporcionalmente ao longo dos ciclos, formando as curvas de amplificacdo (Figura
3).
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Figura 3. Representacao gréafica para um heterozigoto do polimorfismo rs1467568. A curva rosa
representa o alelo G e a curva verde o alelo A. Fonte: A autora.
4.6 Analise estatistica

Os dados dos pacientes foram organizados e tabulados em uma planilha no
Excel. Os testes estatisticos foram realizados no software SPSS 21.0. Para as
analises foi considerado um Intervalo de Confianca (IC) de 95% e nivel de significancia
de 5% (p<0,05). O teste do x?e o Exato de Fisher foram aplicados para comparar as
frequéncias alélica e genotipica entre os grupos obeso e eutrofico, e determinar se as
frequéncias estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). O teste t de Student foi
realizado para comparar as médias dos descritivos entre os grupos. O teste de
Regressao Logistica foi aplicado para determinar a associacado do alelo de risco com
desenvolvimento de obesidade dos individuos avaliados. E o teste de Regressao
Linear Multipla (RLM) foi executado para determinar se ha influéncia do IMC dos pais

em relacdo ao Z-IMC dos filhos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 225 criancas e adolescentes, sendo 123 (54,7%) obesas e
102 (45,3%) eutrdéficas. Nos pacientes obesos, 63 (51%) foram do sexo masculino e
60 (49%) do sexo feminino, enquanto para os eutroficos 50 (49%) foram do sexo
masculino e 52 (51%) do sexo feminino. A média de idade para o grupo de obesos foi
de 116,4 meses e para o0 grupo de eutréficos 121,7 meses. As informacdes
antropométricas como, altura, peso, Z-IMC,IMC da mae e IMC do pai estédo
apresentados na Tabela 5. Para todas as variaveis foi observado diferenca

estatisticamente significatica (p<0,05) entre os grupos de obeso e eutroficos.

Tabela 5. Dados sociodemogréficos e antropométricos do grupo de criangas e adolescentes obesas e
eutroficas.

Obesos Eutréficos

Variaveis Intervalo Média (DP) Intervalo Média (DP)  Valor de p*
Idade (meses) 60 a 203 116,4 (29,3) 65 a 196 121,7 (31,1) 0,0001
Altura (cm) 113,5a181,5 142,6 (13,9) 101,5a181,0 1352 (15,6) 0,0001
Peso (kg) 28,3 a140,0 55,6 (20,0) 15,9 a 75,0 30,4 (10,0) 0,0001
Z-IMC 2,0a7.2 3,1(1,0) -2,0a1,1 -0,4 (0,8) 0,0001
IMC mée (kg/m?) 18,1 a 49,9 29,6 (6,3) 18,7 a 33,8 24,3 (3,3) 0,0001
IMC pai (kg/m?) 21,0 a 56,8 32,5 (6,8) 19,2 a 50,0 26,8 (4,6) 0,0001

IMC: indice de Massa Corporal; Z-IMC: Score-Z do nivel de IMC; * Teste de t Student.

A diferenca observada nas médias de peso e Z-IMC ja era esperada pelo fato
de serem variaveis usadas na classificacdo dos grupos em obesos e eutréficos. A
média do IMC dos pais esta acima do valor normal, permeando em sobrepeso e
obesidade. Para o grupo de obesos, a média de IMC da mae e do pai mostraram-se
maiores quando comparado a média do IMC no grupo de eutroficos. Os niveis
elevados do IMC nos pais podem estar associados a maus habitos alimentares,
promovendo um ambiente familiar obesogénico e influenciando no desenvolvimento

nutricional da crianca (GALDINO et al., 2020).
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Para avaliar a contribuicdo do IMC dos pais (IMC méae + IMC pai) com o
aumento do Z-IMC dos filhos, foi realizada a analise de RLM que revelou um modelo
estatisticamente significativo (F=89,719; P<0,0001; R? = 0,45), ou seja, pais e maes
com maiores IMC tém filhos com Z-IMC maiores e que 45% da variabilidade do Z-IMC

foi explicada pelas variaveis IMC mée e IMC pai.

A presenca de niveis elevados do IMC de pais de criancas e adolescentes,
corrobora com estudos de relagdo da contribuicdo parental com o Z-IMC de filhos
(MASCARENHAS et al., 2013; DAL PAS et al.,, 2019). Além do fator genético, o
comportamento alimentar da crianca é determinado inicialmente pela familia, visto
que, o estilo de vida familiar modula os hébitos da crianca, sofrendo influéncia do
ambiente de convivio (DANTAS; SILVA, 2019).

No estudo de ABU-RMEILEH e colaboradores (2008) foi avaliada a relacédo do
IMC parental na composicao da massa corporal de filhos adultos, e verificou-se que
uma prevaléncia de sobrepeso e obesidade nos filhos e filhas de pais com IMC
aumentado. A maioria dos individuos obesos relataram que nao tinham o habito de
praticar algum tipo de atividade fisica, podendo promover comodidade ao

sedentarismo e servir como fator de risco para o surgimento de outras doencgas.

A frequéncia genotipica da populacdo avaliada, do presente estudo, nao
apresentou-se em conformidade com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05), para
0 SNP rs1467568. Para o0 SNP rs33957861 foi aplicado o teste Exato de Fisher, devido

ao numero reduzido de individuos por genatipo.

Ao analisar a distribuicdo genotipica para o SNP rs33957861, foi observado
que para ambos 0s grupos, o genétipo CC foi o de maior frequéncia, seguido do
gendtipo CT, enquanto o gendtipo TT, homozigoto para o alelo de risco, ndo esteve
presente. Em relacdo ao SNP rs1467568, o gendétipo mais frequente foi o heterozigoto
AG, tanto no grupo dos obesos quanto nos eutréficos, havendo destaque do
guantitativo no grupo de obesos com 10% a mais que os eutroéficos (Tabela 6), apesar

dessa diferenca nao ter sido estatisticamente significativa.
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Tabela 6. Frequéncia genotipica dos SNPs do gene SIRT1 dos grupos obesos e eutroficos.

SNP Genotipo Obesos n (%) Eutroéficos n (%) Valor de p
cc 105 (85,4%) 79 (77,5%)
rs33957861 cT 18 (14,6%) 23 (22,5%) 01
T 0 (0%) 0 (0%)
AA 20 (16,3%) 29 (28,4%)
rs1467568 AG 63 (51,2%) 42 (41,2%) 0,07"
GG 40 (32,5%) 31 (30,4%)

"Teste Exato de Fisher; “Teste x2.

O polimorfismo rs1467568 foi avaliado em pacientes com Doenca Arterial
Coronéaria (DAC) em uma populacdo africana com sobrepeso, a distribuicdo
genotipica foi mais frequente para o genétipo heterozigoto e o alelo A foi o de maior
frequéncia, mas néo houve diferenca significativa na distribuicdo das frequéncias e no
IMC dos pacientes com DAC (RAMKARAN et al., 2016).

O resultado da distribuicdo alélica (Tabela 7), observada no presente estudo,
estd em consonancia com os dados publicados pelo ALFA (do inglés, Allele Frequency
Aggregator), um projeto desenvolvido pelo NCBI, no qual possui informagdes de
frequéncia alélica de algumas popula¢cdes mundiais. O ALFA ainda ndo apresenta
dados especificos da populacdo brasileira, portanto, a populacdo que mais se
aproxima € a Latina Americana 2, com ancestrais principalmente nativos americanos

€ europeus.

Ao verificar a distribuicdo alélica, o alelo selvagem C, do SNP rs33957861,
apresentou frequéncia maior nos dois grupos e nos dados do ALFA e ALFA América
Latina 2. Em contrapartida, o alelo de risco G, do SNP rs1467568, esteve 12% mais
frequente no grupo de obesos em relacdo ao grupo de eutroficos e 29% mais

frequente nos obesos em relagéo a populacdo do ALFA América Latina.
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Tabela 7. Frequéncia alélica do gene SIRT1 nos grupos obesos e eutréficos e dados do ALFA.

e ) ALFA:
SNP Alelo Oge(i/g)s Eu:]r%%os Xglgi A'\I'IZ)T:I Ameérica
Latina 2
C 223 (92,7%) 181 (88,7%) 88,0% 83,0%
rs33957861 . 0,2
T 18 (7,3%) 23 (11,3%) 12,0% 17,0%
A 103 (41,9%) 100 (49,0%) 42.5% 58,7%
rs1467568 0,2
G" 143 (58,1) 104 (51,0%) 57,5% 41,3%

" Alelo de risco; “Teste x2.

O teste de regressao logistica foi aplicado a fim de buscar a associa¢ao entre
o alelo de risco dos SNPs e a obesidade. Foi observado que para o SNP rs33957861
nao foi verificado associacao do alelo de risco T com obesidade (OR 0,6, IC 95% 0,3
- 1,2, p=0,05). Por outro lado, um outro avaliou a associacdo entre polimorfismos no
gene SIRT1 e obesidade comum. Tratou-se de um estudo caso-controle, que avaliou
adultos e criangas francesas com obesidade morbida e obesidade, respectivamente.
O SNP rs33957861 foi associado a obesidade nos adultos (P = 0.006, OR = 0.75, IC
= 0.61-0.92) (CLARK et al., 2012).

Para o SNP rs1467568, foi observado associacdo entre o alelo de risco G e a
obesidade (OR 2,0, IC 95% 1,1 - 3,9, p<0,05), ou seja, a presenca do alelo de risco
G, aumenta a chance em duas vezes do individuo se tornar obeso em relacdo aos
eutroficos. De acordo com estudo de KURYLOWICZ e colaboradores (2016) nao
houve associacdo do polimorfismo rs1467568 com obesidade, porém esteve

relacionado ao aumento da mortalidade de pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

Ao investigar, em uma populacéo adulta holandesa, se variantes genéticas de
SIRT1 esta associada a obesidade, foi observado que a presenca do alelo A, para o
polimorfismo rs1467568, esteve associado com baixos niveis de IMC, com reducéao
de 13% a 18% no risco de obesidade (ZILLIKENS et al., 2009). Contrapondo a este
achado, um estudo com uma populagcéo japonesa, ndo encontrou associacao deste

polimorfismo com nefropatia diabética e com o IMC (MAEDA et al., 2011).
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A contribuicdo de fatores genéticos no aumento do ganho de peso ja foi
estabelecida em diferentes estudos, mas o quantitativo de risco atribuido ainda é
bastante complexo e com influéncia do ambiente (LINHARES et al., 2016; PAZ et al.,
2017). Com base nos achados do presente estudo, o polimorfismo rs1467568 do gene
SIRT1 pode ser considerado um bom marcador para a obesidade pediatrica. Neste
sentido, outros estudos com maiores populacbes pediatricas e esta variante
polimérfica sdo necessérios, a fim de confirmar o impacto deste polimorfismo para a

suscetibilidade a obesidade.

Por outro lado, o SNP rs33957861 néo foi associado a obesidade, diferencas
étnicas podem contribuir para a discrepancia do nosso estudo com estudos em outras
populacdes, e, portanto, estudos com maior nimero de criancas brasileiras obesas
devem ser conduzidos para elucidar o real papel deste polimorfismos e sua influéncia
no desenvolvimento da obesidade pediatrica. Considerando que a obesidade comum
€ uma condi¢do multifatorial e poligénica, a avaliacdo destes SNPs, juntamente com
outros SNPs no gene SIRT1 e em outros genes candidatos, pode demonstrar o papel
do SNP rs33957861 em associacdo com outros SNPs, podendo ser marcadores para
uma variante causadora, especialmente SNPs localizados em regifes intrbnicas

como.
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6. CONCLUSOES

O sexo masculino foi predominante (51%) no grupo de obesos e o IMC dos
pais, dos pacientes obesos, variou em sobrepeso e obesidade;

Ha contribuicdo parental no aumento do Z-IMC dos filhos;

A PCR em tempo real foi fundamental para a genotipagem em ambos 0s grupos
avaliados;

Para ambos os SNPs néo foi observado diferenga estatisticamente significativa
entre 0s grupos;

O alelo selvagem C (rs33957861) e o alelo de risco G (rs1467568) foram mais
frequentes nos dois grupos estudados;

Foi verificada associacdo do alelo de risco G (rs1467568) com obesidade na

populacao de criancas e adolescentes que participaram do estudo.
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