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RESUMO

Deram SMM. Influéncia dos polimorfismos do gene da Perilipinal (PLIN1) no risco de
Sindrome Metabdlica e na perda de peso em criancas e adolescentes obesos [tese].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 108p.

Introdugdo: Perilipina, a proteina mais abundante no adipdcito, tem um papel
importante na regulagdo da lipolise intracelular. Polimorfismos genéticos no locus
da perilipinal (PLIN1) foram estudados e associados a obesidade e aos riscos de
alteracdes dos fatores da sindrome metabdlica (SM) em populagdes diferentes.
Objetivo: Avaliamos criancas e adolescentes obesos (CAO) antes e ap6s tratamento
multidisciplinar com reeducacdo alimentar e estimulo a pratica de atividade fisica,
por um periodo de 20 semanas. Estudamos a associagdo entre SNPs (Polimorfismos
de um Unico Nucleotideo) e dados antropométricos e metabolicos, como também a
resposta a perda de peso apds a intervencdo. Metodologia: Foram avaliados 234
CAO (idade 10,6+1,3 anos) (IMC 30,4+4,5 kg/mz; ZIMC 2,314+0,28). As
genotipagens dos SNPs PLIN1* 6209T>C, PLIN4* 11482G>A e PLING* 14995A>T
foram realizadas através de PCR em Tempo Real. A ingestao alimentar foi calculada
pelo método de registro da ingestdo de trés dias. O SM foi avaliado pelos critérios do
IDF. Resultados: As freqiiéncias dos alelos PLIN1*, 0,48; PLIN4*, 0,30 ¢ PLING*,
0,26 foram semelhantes as outras populagdes; PLIN1* e PLIN4* mostraram um
desequilibrio de ligacao (DL) (D’=0,999, r=0,67). Antes da interven¢ao, nao houve
diferencas nas medidas antropométricas, porém a presenca do alelo A no PLIN4 foi
associada a triglicérides mais elevados (111+49 x 93,9+42,5 mg/dL P= 0,003), HDL-
C mais baixo (40+£9 x 43,6+10mg/dL P=0,003) ¢ HOMA-IR maior (4,0+ 2,3 x
3,5£2,1 P=0,015). A presenga do alelo A no PLIN4* associou-se a um risco relativo
maior de ter SM (ajustado por idade e sexo: 2,4 (95% Intervalo de confianga:
1,1-4,9) para heterozigoto e 3,5 (95% Intervalo de confianca: 1,2-9,9) para
homozigoto. Os resultados do PLIN1* foram semelhantes devido ao DL. Apos
intervengao, a presenca do alelo T no PLING* foi associada a uma resposta melhor na
perda de peso (3,3£3,7 x 1,9+£3,5 kg; P=0,002) e uma maior perda de ZIMC
(0,23+0,18 x 0,18+0,15; P=0,01). Discussao: Este estudo mostrou a influéncia da
presenca do alelo A no PLIN4* sobre o risco de ter SM em criangas e adolescentes
obesos similares em termos antropométricos e de ingestdo alimentar. Foi mostrado
também que a presenga do alelo T no PLING* influencia uma melhor resposta de
perda de peso durante intervencdo multidisciplinar. Conclusdes: Os resultados
sugerem que os polimorfismos da Perilipina tém influéncia nas co-morbidades
associadas a obesidade e podem ajudar nas estratégias aplicadas no tratamento
multidisciplinar em criancas e adolescentes obesos.

Descritores: 1.Polimorfismos (Genética) 2.Perilipina 3.Obesidade 4.Criangas
5.Perda de peso 6.Sindrome X Metabolica
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Deram SMM. Effects of Perilipinl (PLIN1) gene variation on Metabolic Syndrome risk
and weight lossin obese children and adolescents [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2010. 108p.

Introduction: Genetic polymorphisms at the perilipinl (PLIN1) locus have been
investigated for their potential utility as markers for obesity and metabolic syndrome
(MS). We examined in obese children and adolescents (OCA) aged 7-14 yr the
association of single-nucleotide polymorphisms (SNP) at the PLINI locus with
anthropometric, metabolic traits, and weight loss after 20-wk multidisciplinary
behavioral and nutritional treatment without medication. Design: A total of 234 OCA
(body mass index (BMI) = 30.4 + 4.5 kg/m2; BMI Z-score = 2.31 + 0.28) were
evaluated at baseline and after intervention. We genotyped four SNPs (PLIN1*
6209T>C, PLIN4* 11482G>A and PLING* 14995A>T). Results: Allele frequencies
were similar to other populations, PLIN1* and PLIN4* were in linkage
disequilibrium (D= 0.999; P=0.001). At baseline, no anthropometric differences
were observed, but minor allele A at PLIN4* was associated with higher triglycerides
(111 £+ 49 vs. 94 + 42 mg/dl; P = 0.003), lower high-density lipoprotein cholesterol
(40 £ 9 vs. 44 £ 10 mg/dl; P = 0.003) and higher homeostasis model assessment for
insulin resistance (4.0£2.3 vs. 3.5+2.1; P=0.015). Minor allele A at PLIN4*was
associated with MS risk (age and sex adjusted) hazard ratio 2.4 (95% confidence
interval = 1.1-4.9) for genotype GA and 3.5 (95% confidence interval = 1.2-9.9) for
AA. After intervention, subjects carrying minor allele T at PLING6* had increased
weight loss (3.3£3.7 vs. 1.9+£3.4 kg; P=0.002) and increased loss of the BMI Z-score
(0.23+0.18 vs. 0.1840.15; P=0.01). Due to group size, risk of by-chance findings
cannot be excluded. Conclusion: The minor A allele at PLIN4* was associated with
higher risk of MS at baseline, whereas the PLING* SNP was associated with better
weight loss, suggesting that these polymorphisms may predict outcome strategies
based on multidisciplinary treatment for OCA.

Descriptors: 1.Polymorphisms (Genetics) 2.Perilipin  3.0besity  4.Children
5.Weight loss 6.Metabolic x Syndrome
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1.1 Obesidade

Em 2002, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) adotou uma nova
defini¢do para Obesidade: “Um excesso de gordura corporal acumulada no tecido
adiposo com implicacdes para a saude”. A obesidade ¢ uma doenca cronica que se
caracteriza por excesso de armazenamento de triglicerideos no tecido adiposo
branco'. Sua prevaléncia estd aumentando em propor¢des epidémicas, tanto em
paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento’. Ela representa o
resultado de um balango energético positivo cuja patogénese nao estd completamente
elucidada. Fatores comportamentais, culturais e bioldgicos que contribuem para o
balanco energético e a regulagdo dos estoques de energia do corpo sdo influenciados

por uma susceptibilidade individual e por fatores hormonais, culturais e genéticos”.

1.1.1 Obesidade infantil

A prevaléncia da obesidade em criangas e adolescentes esta aumentando no
mundo inteiro, inclusive no Brasil. Dados brasileiros indicam que um processo de
transi¢do nutricional vem ocorrendo nas Gltimas trés décadas™. Ao comparar os
dados do Estudo Nacional da Despesa Familiar (ENDEF), realizado entre 1974 ¢
1975, com os dados da Pesquisa sobre Padroes de Vida (PPV), realizada entre 1996 e

1997, verificou-se que a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em criancas e
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adolescentes de 6 a 18 anos triplicou, passando de 4,1% para 13,9%°. Neste mesmo
estudo, concluiu-se que as taxas de sobrepeso no pais aumentam por volta de 0,5%
ao ano, enquanto as taxas de subnutri¢do diminuem aproximadamente 0,3% ao ano.
A avaliacdo de criangas brasileiras conduzida pelo IBGE (Instituto Brasileiro de
Pesquisa e Estatistica) na POF (Pesquisa Brasileira do Or¢amento Familiar)
2003-2002 (2006) indica que, na faixa etaria de 10 a 19 anos, a frequéncia de excesso
de peso ¢ de 16,7%’. Tal frequéncia ¢ ainda mais importante para os
pré-adolescentes, entre 10 e 11 anos, chegando a 22%. O mesmo estudo aponta que a
obesidade acomete 2,9% das meninas ¢ 1,8% dos meninos no Brasil. Em ambos os
sexos, a frequéncia da obesidade ¢ maior nas regides sul, sudeste e centro-oeste e,
dentro de cada regido, tende a ser maior nos centros urbanos do que no meio rural.

Uma avaliagdo recente de criangas e adolescentes de 10 a 15 anos residentes
na cidade de Sdo Paulo observou uma prevaléncia de sobrepeso de 23% nas escolas
publicas e 33% nas escolas privadas. A prevaléncia de obesidade foi de 8,2% e 7,8%
para meninas e de 9,9% e 17,8% para meninos nas escolas publicas e privadas,
respectivamente®.

Atualmente, a obesidade infantil representa um problema de satde publica
devido ao impacto ndo somente na satde, mas também na integragdo social do
futuro adulto’.

A obesidade aumenta o risco de doengas cronicas como diabetes mellitus do tipo
2 (DM2), doengas cardiovasculares, hipertensdo arterial, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, artrite, asma e algumas formas de cancer'’. Na infincia, o
sobrepeso ¢ a obesidade foram associados a dislipidemia, hipertensao arterial, resisténcia

N e . ’ r1: r ~ . o ~ 11
a insulina e sindrome metabdlica, além de alteragdes psicologicas como depressao .
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1.1.2 Estratégias de tratamento nutricional para a obesidade infantil

As estratégias de tratamento da obesidade e do sobrepeso infantil sdo alvos

de varias pesquisas e diretrizes'*".

Apesar de ndao haver um tratamento
considerado padrao, pela inconclusividade derivada de problemas metodologicos
frequentemente encontrados nos trabalhos disponiveis, as recomendagdes atuais
para o tratamento clinico do excesso de peso em criancas ¢ adolescentes
baseiam-se no controle de ganho ponderal e no tratamento das co-morbidades
eventualmente encontradas'®.

De maneira geral, o tratamento visa a adequacao do balango energético, a
melhora do habito alimentar, a modificagio comportamental ¢ o envolvimento
familiar no processo de mudanca'.

Estudos indicam que, para se obter resultados mais seguros e duradouros, o
tratamento da obesidade deve estar inserido em um contexto de modifica¢ao do estilo
de vida'’.

E essencial que o processo de reeducagdo alimentar no tratamento da
crianca obesa seja extensivo a toda a familia. Profissional, paciente e cuidador
devem, ainda, estar cientes de que este ¢ um processo de aprendizagem que se da
em longo prazo, com o objetivo de incorporar novos habitos alimentares'’.

Com relagdo a recomendagdo de energia, sabe-se que ¢ desejavel um balango
negativo para que se tenha consumo das reservas. O Gasto Energético Total (GET) pode
ser dividido em 3 componentes principais: gasto energético basal (ou taxa metabdlica de
repouso), efeito térmico dos alimentos e atividade fisica. Conhecendo-se o GET, torna-se

possivel quantificar as necessidades nutricionais do individuo para alcangar o
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crescimento esperado e adequar o peso e a composi¢ao corporal, sendo, portanto, um
parmetro preciso para aperfeicoar a terapia nutricional'®.

Para determinar o gasto energético basal, ¢ possivel utilizar algumas
estratégias: estimativa do gasto por meio de avaliagdo do consumo alimentar,
calorimetria direta ou indireta, equacdes preditivas e — o método mais acurado de
mensuracao do gasto energético total em individuos fora de confinamento — a
aferi¢do por meio de agua duplamente marcada'.

A adequacdo do consumo de nutrientes ¢ também um objetivo do
aconselhamento nutricional. Vale lembrar que, sendo a obesidade crescente, dietas da
moda emergem a cada dia, e seus seguidores nem sempre alcangcam resultados
satisfatorios®’. Enquanto algumas delas baseiam-se em diretrizes de o6rgios
competentes, seguindo recomenda¢des adequadas de diminui¢do de porgdes e
consumo de energia, outras restringem grupos alimentares e alteram o balanco de
macronutrientes, entre outras teorias. No meio académico, ha muita discussao acerca
dos diversos tipos de dieta e uma extensa producao cientifica que pretende avaliar
seus efeitos para a saude?!. Todavia, as evidéncias relativas a beneficios, eficacia e
sustentabilidade sio bastante limitadas e controversas®.

A recomendacao da OMS e do Ministério da Saude ¢ de que, do total de
calorias da dieta, 10 a 15% devem provir de proteinas, 55 a 75%, de carboidratos e
15 a 30% de gorduras™?*. A diversidade dietética fundamenta o conceito de
alimentagdo saudavel, ndo devendo ser banido nenhum grupo de alimento.

Outras intervengdes, como a utilizagdo de medicamentos ou a cirurgia

bariatrica em adolescentes, devem estar restritas a centros especializados.
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1.2 O tecido adiposo

Até recentemente, os adipocitos eram considerados como células cuja funcao
seria apenas a de servir de deposito passivo de gordura, levando ao desenvolvimento
da obesidade. Atualmente, os adipocitos sdo considerados como um componente
critico no controle do metabolismo e dos 6rgdos enddcrinos. E aceito que o tecido
adiposo serve de local para estoque de triglicerideos (TG) e liberagdo de 4cidos graxos
livres em resposta as necessidades energéticas corporais, além de secretar grande ntimero
de citocinas®. Dessa forma, o tecido adiposo controla o metabolismo energético por
meio da secrecdo de moléculas chamadas adipocitocinas que sinalizam e regulam as
fungdes do proprio tecido adiposo®’.

Os mecanismos de controle do armazenamento e da liberacdo dos TG no
compartimento de lipideos, embora complexos ¢ mal compreendidos, sdo cruciais

1% Além disso,

para entender o metabolismo energético € o peso corpora
anormalidades no armazenamento de TG ou na lipdlise estdo associadas a resisténcia
. . 30
a insulina e ao DM2™".

O tecido adiposo tem um papel central, tornando-se assim alvo de estudo para

identificacao de genes candidatos ao desenvolvimento de obesidade.

1.2.1 Os acidos graxos

Os acidos graxos nao esterificados (AG) sdo biomoléculas com multiplas

fungdes. Sao reguladores de expressao génica e a base de todos os tipos de lipideos,

atuando de maneira direta ou indireta como ligantes para receptores nucleares,
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podem afetar a fungdo protéica por meio de acilagdo pos-transcricional e, sobretudo,
servem de substrato energético para a producdo de ATP.

Entretanto, uma concentragdo excessiva de AG na célula pode ter agdo
toxica para células e tecidos, provocando um disturbio do equilibrio acido-basico,
atuando como detergentes e danificando as membranas das células®'~°. Para evitar
essa toxicidade, os AG sao esterificados com glicerol em TG e armazenados em
goticulas na maioria das células do corpo e, essencialmente, nos adipdcitos. Este
armazenamento do excesso de AG na célula sob forma de TG funciona como um
tampao para prevenir lipotoxicidade e concentracdo excessiva de acidos graxos
livres (AGL). O tecido adiposo € o 6rgao mais eficiente para controlar o excesso
pos-prandial de AG. Dependendo da necessidade, ocorre lipdlise e as TG

hidrolase (lipases) atuam nas goticulas lipidicas, liberando os AG.

1.2.2 As goticulas lipidicas no adipdcito

As goticulas lipidicas no tecido adiposo constituem-se de TG e éster de
colesterol recobertos por uma camada unica de fosfolipideos e proteinas que tém
funcdes reguladoras e enzimaticas®.

Essas proteinas tém como caracteristica a presenga de uma sequéncia de
aminoacidos similar e conservada denominada dominio PAT** (Figura 1). PAT é o
acronimo das proteinas Perilipinal, Adipofilina (ADPR “adipocyte differentiation-
related protein”) e TIP-47 “Tail-interacting protein of 47kDa”, que sdo as proteinas

mais abundantes encontradas na goticula lipidica™.
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Figura 1- Estruturas das proteinas da familia da perilipinal PAT do camundongo (Brasaemle et
al., 2008). As partes coloridas representam as sequéncias conservadas. Em verde, a parte
aminoterminal (100 aminoacidos) que ¢ a mais conservada. A perilipinal € a Gnica que tem os 6 sitios
serina. (aa: aminoacidos)

Devido ao interesse recente em compreender a dindmica da lipdlise nas
goticulas de gordura, foram descritas outras proteinas que contém o dominio PAT,
como S3-12, OXPAT “oxidative tissues-enriched PAT protein ou MLDP-myocardial

lipid droplet protein” e LSDP5 “lipid storage protein 5™°.

Mudanc¢a da nomenclatura das proteinas da familia PAT

Em marco de 2010, Kimmel et al. ¥’ publicaram uma nova nomenclatura

simplificada para as proteinas ligadas as goticulas de lipideos, sendo designado o nome

PERILIPIN para as proteinas da familia PAT. Cada tipo de proteina humana da familia
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PAT esta numerado de maneira sequencial com os simbolos do gene PLIN (Tabela 1).

As proteinas sdo representadas com letras maitsculas nao italicas (PLIN).

Tabela 1- Nova nomenclatura® (ser humano) para as proteinas da familia PAT das gotas de

lipideos dos adipécitos

Nova Nova Nomenclatura  Identificacao no banco  Localizacio
nomenclatura nomenclatura anterior de dados nos
dos genes da  das prote’i.nas das proteinas Entrez GenelD Cromossomos
familia PAT da familia da familia PAT http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
PAT sites/entrez
PLIN1  Perilipin1 Perilipin, PERI, 5346 1526
PLIN
PLINZ2 Perilipin2 ~ ADRP, ADFP, 123 9p22.1
adipophilin
PLIN3 Perilipin 3 TIP47, PP17, 10226 19p13.3
M6PRBPI
PLIN4 Perilipin 4 S3-12 729359 19p13.3
PLINS Perilipin 5 PATI, LSDP5, 440503 19p13.3
OXPAT, MLDP

1.2.3 Lipdlise

A lipolise ¢ importante na regulagdo da homeostase energética.
Os compartimentos de gordura, que compreendem 95% do volume total do adipdcito,
sdo compostos principalmente por TG. Estes sdo hidrolisados em diglicerideos (DG),
monoglicerideos (MG), glicerol e dacidos graxos principalmente pelas lipases
horménio-sensiveis (HSL) e “adipose trigliceride lipase” (ATGL) **. A ultima fase na
lipélise ¢ a hidrolise pela MGL (“monoglyceride lipase’) dos monoglicerideos (MG)
em glicerol e AG. As HSL e ATGL sao reguladas por hormdnios, nao tendo ainda sido
descrito nenhum estimulo hormonal para a ativagdo da MGL. “In vitro”, foi

demonstrado que a MGL ¢é necessaria para degradacio total do TG™.
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Regulacio da lipolise

Hé uma variabilidade diaria dos niveis de AG e glicerol circulante decorrente
da agdo hormonal e outros reguladores na lipolise na gota de gordura. A figura 2
representa as principais vias reguladoras da lip6lise®®.

Hormonios, catecolaminas, peptideos natriuréticos e insulina tém efeito
marcante na lipolise; o hormonio de crescimento tem um efeito leve e em longo
prazo. Sao fatores igualmente importantes a regulagdo autdcrina devido a substancias
produzidas nos adipdcitos e/ou células vasculares do estroma no tecido adiposo
(prostaglandinas, adenosina e citocinas, particularmente o fator de necrose tumoral
(TNFa) e também o sexo, a idade, a atividade fisica, a nutricdo, a localiza¢ao da

gordura e as variantes genéticas.

Principal via reguladora da lipolise:

As catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) influenciam a lipolise quando
se ligam aos diferentes tipos de receptores adrenérgicos na superficie da célula
adiposa®. Estes receptores estdo ligados as proteinas G que regulam a adenilciclase
na membrana da célula. Apos estimulo das catecolaminas, os receptores adrenérgicos
acoplam-se a proteina G e ativam o adenilciclase, levando a um aumento da

producdo de AMP ciclico, o qual estimula o complexo da proteina quinase A (PKA)

(Figura 2).
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Figura 2- Regulacio da lipolise nas células humanas de gordura (Arner, 2005)

b1,2,3, receptores adrenérgicos betal,2,3; receptores adrenérgicos a2A, a2A, proteinas G;
AC, adenilciclase; cAMP, AMP ciclica; cGMP, GMP ciclico, NPRA, receptor peptideo natriurético
A; GC, guanilil ciclase; PKG, proteina quinase cGMP-dependente; PKA, proteina quinase A; TNFa,
fator de necrose tumoral alfa; P44/42 e vias JNK, MAP quinase; TNFRI1, receptor 1 do TNFa;ATGL,
lipase triglicerideos especifica ao tecido adiposo; HSL, lipase hormoénio-sensivel;MGL, lipase de
monoglicerideos; TG, triglicerideos; DG, diglicerideos; MG, monoglicerideos; AG, acido graxo; IR,
receptor de insulina; IRS-1,2; P13K, fosfadilil inositol 3 quinase; PDE3, fosfodiesterase 3.

1.3  Perilipinal

A perilipinal ¢ uma fosfoproteina que reveste especificamente o0s
compartimentos de lipideos nos adipocitos* (Figura 3). Foi observada no tecido
adiposo visceral e subcutaneo, nas células esteroidogénicas (células da glandula
adrenal, testiculos e ovarios), no tecido muscular, na placa de ateroma e em células

coe L 42,43,44.4546
hepaticas™ """,
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Células 3T3-LL1

LIPIDEOS PERILIPINA1

Figura 3- Cultura de adipocitos 3T3-L1 de camundongos com a técnica de imunofluorescéncia
(Tansey et al., 2004) . A esquerda, em vermelho, observam-se os TG. A direita, em verde, observa-se
a perilipinal na superficie das goticulas.

1.3.1 Identificacao

A perilipinal foi identificada em 1991 pelo Dr. Greenberg, da equipe do Dr.
Londos*’, como sendo a proteina mais abundante no adipocito. A proteina foi
evidenciada em adipocitos 3T3-L1 de camundongos. Estas células 3T3-L1 sdo linhas de
células derivadas de células 3T3 (embrides de camundongos) usadas para a pesquisa
bioldgica do tecido adiposo. As células 3T3-L1 tém uma morfologia semelhante aos
fibroblastos que, em condi¢des adequadas, se diferenciam em adipdcitos.

No tecido adiposo, a perilipinal localiza-se predominantemente nas goticulas
grandes em adipdcitos maduros, enquanto as goticulas mais jovens e pequenas
contém menor expressao de perilipinal, predominando neste tipo celular as proteinas

perilipina 3 e perilipina 4%,
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1.3.2 Caracteristicas da perilipinal

Em humanos, a perilipinal possui 522 aminoacidos € a massa molecular ¢ de
55.947 Da. A perilipinal humana apresenta 79% de analogia com a proteina do
rato*’; A sequéncia da perilipinal do camundongo tem 6 sitios serina (81, 222, 276,
433, 492 e 517) que podem ser fosforilados pela PKA, mas at¢ 0 momento ndo foram
definidas as regides mais importantes para a maxima acao da proteina. A estrutura
espacial e a ligagdo 4 goticula lipidica ndo estdo bem definidas™.

Algumas hipoteses foram aventadas pelo grupo do Dr. Brasaemle (Figura 4)
da Universidade do New Jersey, EUA’":

A familia das PERILIPINAS apresenta uma regido aminoterminal similar
chamada de dominio PAT. Este dominio conservado ndo esta ligado a superficie da
goticula e, até o momento, ndo mostrou atividade funcional. Um segundo sitio serina
(PKA “site”’), denominado regido “B-strand”, tem uma acdo funcional basal atuando
como uma barreira para as lipases e, quando fosforilada, desloca-se da superficie da
goticula. As trés regides centrais hidrofobicas (H1, H2 e H3) servem de ancoragem
da perilipinal na goticula lipidica. A parte carboxiterminal também funciona como

barreira a agao das lipases.
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Figura 4- Hipétese da estrutura da perilipinal A e de sua associacio com a goticula lipidica do
adipoécito (Garcia et al., 2004). Perilipinal (em verde)

1.3.3 Estudos da a¢do da perilipinal

Em modelos de cultura de células animais, foi demonstrado que as perilipinas
sdo reguladoras essenciais do armazenamento e da hidrolise dos TG™.

Quando ¢ expressa nos pré-adipdcitos 3T3-L1, a perilipinal tem como alvo a
ancoragem das goticulas lipidicas intracelulares, onde protege os TG contra a

hidrolise e aumenta seu armazenamento’-.
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Durante a lipolise estimulada pela PKA, a perilipinal desloca-se da goticula
apos sua fosforilagdo nos dominios amino e carboxiterminais (nos sitios serina) e
otimiza a a¢do da HSL fosforilada®*>~.

Os estudos com modelo animal de camundongos “knockout” da perilipinal
(Plinl'/ ") observaram um aumento da lip6lise basal e atenuacao da lipolise estimulada
pelas catecolaminas®’. Estes camundongos apresentaram um fendtipo magro
(diminuicdo de 30% de massa gorda) e, quando foram submetidos a dieta
hipercalorica, demonstraram uma resisténcia a obesidade em comparagdo com o tipo
selvagem (Figura 5).

Neste mesmo experimento, os autores descrevem um “knockout” Plin1” em
camundongos geneticamente obesos (com deficiéncia da expressdao do receptor da

dB/dB

leptina Lepr ) e confirmam a resisténcia a obesidade genética do “knockout”

(Lepr 4B/4B/plin™) em comparacao ao camundongo selvagem (Lepr 4B/4B/p1in*/ ).
Nesses animais, com auséncia da barreira de perilipinal, foi observado um

“turn-over” mais rapido dos TG no estado basal e um metabolismo basal aumentado,

mas também um aumento da resisténcia & insulina®®. Os camundongos Plin1”

demonstram niveis plasmaticos elevados de leptina, insulina, glicose ¢ TG quando

comparados com os camundongos selvagens.
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Figura 5- Camundongos Plin” geneticamente obesos (dB/dB) ou submetidos a dieta
hipercalorica sio resistentes a obesidade (Martinez-Botas et al., 2000)

a.Massa gorda epididimal (direita) e massa gorda total (esquerda) dos grupos selvagens e Plin” com
dieta normal (chow) ou dieta hipercalérica (35% de gordura) durante 3,5 meses. b.Fotos dos
camundongos Lepr “*“®/Plin**, Lepr ®**5/Plin™", selvagem Plin"* ¢ Plin™".

Um estudo recente com camundongos transgénicos que superexpressam a

perilipinal demonstrou que, quando submetidos a dieta hiperlipidica,

o

superexpressdo de perilipinal age como uma prote¢do contra a obesidade, a
. .o, . . aA . . . 59 .

hipertrofia do adipdcito e a intolerancia a glicose™. O mecanismo pelo qual a
perilipina teria essa acdo ndo estd estabelecido. Foi observado um aumento da

expressdo de genes oxidativos (oxidative carnitine palmitoyltransferasel e
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3-ketoacyl-CoA thiolase B) no tecido adiposo marrom desses animais ¢ aventa-se a
hipotese de que este teria um papel de protegao contra a obesidade. Outras pesquisas
estao sendo conduzidas para esclarecer o mecanismo envolvido.

Hé4 um interesse cada vez maior na expressao da perilipinal, uma proteina
que regula tanto o armazenamento quanto a liberacdo de AG no tecido adiposo.

Essa proteina tem um papel de controle no armazenamento dos TG dentro das
gotas lipidicas contidas nos adipdcitos para evitar alteragdes metabolicas, como a
resisténcia a insulina, uma consequéncia do excesso de AG liberados pela lipolise

ndo controlada.

1.3.4 Mecanismos de Acao da perilipinal

A perilipinal é o principal regulador do armazenamento de gordura nos
adipocitos. Ela tem agdo diferente dependendo do estimulo da célula adiposa.

Em situacdo basal sem estimulo catecolaminérgico, denominada lipolise
basal, a insulina circulante promove o armazenamento dos TG nos adip6citos. Nessa
condicdo, a perilipinal constitui uma barreira para a agdo das lipases no adipdcito e
atua como protetor dos TG armazenados, limitando a lipdlise e regulando a
velocidade de hidrolise e a liberagdo de TG,

Sob estimulo catecolaminérgico (jejum ou pods-exercicio fisico intenso),
condicdo denominada lipolise estimulada, a fosforilacdo da perilipinal desencadeia a
lipdlise em sua maior amplitude.

Portanto, a perilipinal tem uma dupla acdo na goticula lipidica: 1) é um
protetor do armazenamento dos TG no estado basal e 2) apds estimulagdao

catecolaminérgica, ajuda a hidrélise maxima das lipases.
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Fosforilacao da perilipinal pela PKA

A perilipinal na célula adiposa sofre influéncia da PKA apds sua ativacao
pelo AMPc. Quando ndo estd fosforilada, serve de barreira, impedindo a agdo da
HSL. Apds sofrer fosforilagdao, porém, facilita a acdo da HSL (Figura 6) e ajuda a
lipolise maxima®. Ela é fosforilada em varios sitios, 0 que altera a associacdo da
proteina com a superficie do compartimento, facilitando assim a acdo da HSL®'.
Dessa maneira, a fosforilagdo parece deslocar a proteina da superficie da goticula de

gordura e potencializar a acio da HSL ao hidrolisar o ntcleo de TG*.

B1,p2,p3
Agonistas
adrenérgicos

Adenilase
ciclase

Figura 6- Via simplificada da lipdlise estimulada (Carmen G. et al., 2006)

Modelo proposto para o mecanismo molecular da lipolise

Nos ultimos anos, o papel da perilipinal foi definido como um claro
regulador das duas lipases mais importantes na hidrélise dos TG do adipdceito: HSL e

ATGL.
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Zimmerman et al.** e Brasaemle et al.** contribuiram, no final do ano de
2008, para um novo modelo no qual a perilipinal tem o papel central de controle da
lipolise em resposta ao estado nutricional. Este novo modelo, mais complexo,
substitui o antigo modelo de controle da lipolise pela HSL, tendo sido acrescentadas

duas novas moléculas no processo de lipolise: a lipase ATGL e o componente

ativador CGI-58.

Lipolise basal

Citosol

Goticula lipidica

Lipdlise ativada

PPP
Citosol
-1
E Q:
. =3
Glicerol % cals8) CGI-58
- 2 27
3FA 8 & "%,
+ \ 27 N
P

Goticula lipidica g

Figura 7- Ultimo modelo proposto para descrever o mecanismo molecular da lipélise
(Zimmermann et al., 2008) A perilipinal ¢ reguladora das atividades das duas lipases HSL ¢ ATGL.
Ela acopla-se ao ativador CGI-58 da ATGL e controla o acesso da HSL a goticula de gordura. No
estado basal, o0 CGI-58 esta acoplado a perilipinal e a HSL encontra-se principalmente no citosol. No
estado estimulado, a fosforilagdo da perilipinal pela PKA permite a liberagdo da CGI-58 que vai
ativar a ATGL e liberar os DG apds hidrolisar os TG.

A fosforilagdo conjunta da HSL vai transloca-la com a ajuda da perilipinal para a goticula de gordura
e iniciar a hidrolise maxima, principalmente dos DG.A ultima etapa na quebra dos TG ocorre no
citosol com a ajuda da MGL e permite a formacédo de glicerol e acidos graxos livres.
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A HSL esté localizada no citosol e, apos ser fosforilada, transloca-se para a
superficie da gota de gordura, onde se acopla a perilipinal fosforilada, que hidrolisa
principalmente os DG. A ATGL esta presente no citosol e na goticula lipidica. Esta
lipase hidrolisa principalmente os TG.

O componente ativador CGI-58 estd localizado na superficie da goticula e ¢
ligado a perilipinal. Ele tem um papel principal de ativacdo da ATGL na presenga de
PKA. Muta¢des do CGI-58 causam a sindrome chamada Chanarin-Dorfman, em que
ocorre um armazenamento excessivo de TG em varios tecidos®. CGI-58 ndo é uma
lipase, mas ¢ um ativador essencial a atividade da ATGL.

Na fase basal da lipdlise, a perilipinal, acoplada ao CGI-58, atua como uma
barreira as lipases. Nessa etapa, ocorre uma baixa atividade da ATGL na gota de
gordura com reduzida hidrélise dos TG. Quando hé estimulagao adrenérgica, a

perilipinal fosforilada libera o CGI-58 que, por sua vez, se acopla a ATGL.

Modificacoes das goticulas lipidicas

As goticulas lipidicas nos adipécitos sofrem uma modificagdo importante em
resposta a estimulagdo beta-adrenérgica: as goticulas grandes desfragmentam-se em
pequenas goticulas, espalhando-se no citosol e voltando a fundir-se apds essa
estimulagdo®™. Essa desfragmentacdo permite um maior acesso das lipases na

hidrélise dos TG.
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Figura 8- Modificacdes das goticulas lipidicas nos adipodcitos 3T3-L1 (Brasaemle et al., 2007)

Direita: condigdes basais com as goticulas grandes rodeadas por perilipinal (verde). Esquerda: apods
ativacdo pela PKA, com as goticulas pequenas e dispersas no citosol

Expressao da perilipinal no tecido adiposo

A regulacdo da expressdo da perilipinal ainda ndo estd totalmente
esclarecida. As perilipinal sdo codificadas por um gene Unico e sua expressao
aumenta durante a diferenciagdo de pré-adipécito para adipocito®.

Souza et al.®® mostraram que o TNFa reduz a expressido da perilipinal e
aumenta a lipdlise. De modo inverso, outros autores mostraram que o PPARy
estimula sua expressdo e o aumento do armazenamento de TG °7°%,

Foi demonstrado em ensaios que a regido promotora do gene da perilipinal
contém um elemento funcional: o “PPARy-responsivo” (PPRE)®. O tratamento dos
adipocitos 3T3-L1 com o agonista para PPARy mostra uma estimulagdo da expressao
da perilipinal. O PPARy desempenha um papel importante na formagdo e
manuteng¢ao da goticula lipidica no adipocito.

Outros fatores de transcricdes envolvidos na diferenciacdo de adipdcitos,
como C/EBPa, SREBP-1* e LXRa, ndo estimulam a atividade do promotor do gene

da perilipinal®®.
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A superexpressao da leptina em camundongos transgénicos mostrou uma
queda da lipolise basal e do nivel de perilipinal”’. Uma hipotese dos pesquisadores
foi que o excesso de leptina ocasionaria uma queda na acumulagdo de TG ¢ a
diminui¢do da expressao da perilipinal.

Viarios estudos demonstraram uma associagao entre a expressao da perilipinal
e a adiposidade, o metabolismo dos lipideos e a homeostase da glicose. Em 2004,
Kern et al.’”' demonstraram uma associacdo positiva entre a expressdo do gene da
perilipinal no tecido adiposo ¢ a obesidade (avaliada pelo percentual de gordura
corporal). Em 2003, Mottagui et al.”* estudaram a expressdo da proteina perilipinal e
demonstraram que mulheres obesas t€ém adipdcitos com menor quantidade total de
perilipinal e maior lipolise. Wang et al.”*, ao estudar pacientes com obesidade grave,
observaram um aumento da expressao da perilipinal no tecido adiposo subcutaneo
comparado ao tecido adiposo omental. Estes autores avaliaram também a expressao
do gene da perilipinal no tecido adiposo subcutineo em pacientes obesos e
comparou-os com aquela de ndo obesos. Eles relatam que houve uma maior
expressao nos individuos ndo obesos.

Alteragdes da perilipinal poderiam ter um papel na etiologia da obesidade

humana.

1.3.5 O gene da perilipinal (PLIN1)

O gene da perilipinal estd localizado no cromossomo 15q26.1, proximo a

uma area de susceptibilidade para obesidade, diabetes e hipertrigliceridemia ja

. 4
descrita™".
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O gene da perilipinal ¢ composto de 9 exons e 8 introns e contém 15.050
pares de bases. O cDNA da perilipinal humana tem 2.904 nucleotideos com regiao

traduzida de 1.566 nucleotideos (Figura 9).

[wieen ] [eetmm )
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NC, 000015, 8
] SeREb | o] Mt ree |
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' Regido transcrita B = Regido ndo transcrita

Figura 9- O gene da perilipinal (PLIN1). Acima: Posi¢do do gene da perilipinal no cromossomo
15. Abaixo:composi¢do do gene: 9 exons e 8 introns http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=5346

Foram descritas trés formas de perilipinal em camundongos, sendo que a
perilipinal A (PLIN1a) apresenta 517 e as perilipinal B (PLIN1b) ¢ C (PLINIc)
apresentam, respectivamente, 422 ¢ 347 aminoacidos’®. Estas perilipinal apresentam
a mesma por¢ao aminoterminal chamada de dominio PAT.

As isoformas da perilipinal PLIN1 s3o codificadas pelo gene PLIN1 e advém
de “splicing” alternativo do RNAm'®. A PLINIc é expressa somente em células
esteroidogénicas e os estudos da PLINIb demonstram uma expressdo menor desta
proteina nos adipocitos”. A PLINIa é a proteina mais abundante no tecido adiposo’*

(Figura 10).
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Figura 10- O mapa de transcri¢io do gene da perilipinal (PLIN1) no camundongo. (Adaptado de
Lu et al., 2001) O gene da perilipinal ¢ definido como uma linha horizontal e as caixas vermelhas
definem os 9 exons da perilipinal.

1.3.6 Polimorfismos da perilipinal

Foram descritos até o momento 158 polimorfismos do gene PLIN1 (PLIN1)

em humanos. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp?term=PLIN 1

Qi et al. (2004)"" descreveram os polimorfismos mais estudados na
literatura e associados a obesidade do gene PLIN1, indicando as localizagdes no

gene (Figura 11).
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PLINT PLIN3  PLIN4 PLIN5
(T=C) (A>T) (G>A) A>G)
SNPs PLIN1* PLIN3* PLIN4* PLIN5* PLING*
dbSNP ID 1s2289487 | rs2304794 | rs894160 | rs2304795 |rs1052700
6209 T>C 10171 A>T 11482 G>A | 13041 A>G 14995 A>T
Localizagao | Intron 2 Intron 5 Intron 6 Exon 8 Exon 9

Figura 11- Nomenclatura dos polimorfismos da perilipinal (PLIN1) (Qi et al, 2004).
Os polimorfismos estdo indicados com linhas verticais associadas ao nome do polimorfismo. A janela
acima do diagrama do gene mostra uma sequéncia de nucleotideos. dbSNP ID: numero de
identificagdo no banco de dado www.ncbi.nlm.nih.gov

Nesta época, foi utilizada a nomenclatura de PLIN1, PLIN3, PLIN4, PLIN5 e
PLING para designar os polimorfismos da figura 11.

Introduzimos um asterisco (*) nesta nomenclatura para diferencia-la da atual
nomenclatura da proteina PLIN1?’(pagina 8).

Estes polimorfismos da perilipinal foram estudados em varias populagdes
(Tabela 2), sendo associados a obesidade, diabetes e varios fatores que compdem a
sindrome metabolica.

Qi et al.””’®" estudaram populacdes asiaticas (China, Malasia e India),

hispanicas (mulheres brancas) e caucasianas dos Estados Unidos. Os polimorfismos
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mais encontrados foram PLIN1* e PLIN4*, com frequéncia do alelo variando de 29 a
45%. Os PLINS* e PLING6* também foram estudados. Observou-se que alguns
efeitos dos polimorfismos da perilipinal podem ser mais evidentes em mulheres:

e Mulheres caucasianas: PLINS* e PLING* foram associados a maior
porcentagem de gordura corporal e a circunferéncia abdominal. Esses dois
polimorfismos formam um haplotipo associado ao maior risco de
obesidade.

e Mulheres da populagdo hispanica: PLIN1* e PLIN4* foram associados ao
menor IMC. A variante A do PLIN4* também foi associada a menor
relagdo cintura-quadril, menor glicemia plasmatica e TG. O risco de

obesidade foi menor para as variantes C do PLIN1* e A do PLIN4*.

Os haplotipos (PLIN4*, PLINS* e PLING*) foram estudados na populacao
asiatica e foram associados a risco de obesidade.

Mottagui et al. (2003)* estudaram a expressdo da proteina perilipinal e
mostraram que a variante da PLIN4* (11482 G>A) esta associada a uma menor
quantidade de perilipinal no adipdcito e maior lipolise nas obesas.

Yan et al. (2004)* estudaram varios polimorfismos da perilipinal na
populagdo chinesa. O polimorfismo mais frequente — 1243T (IMS-JST061887 no

exon 3 na base de dados de SNPs japonés (http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp)) — foi

associado ao aumento de colesterol total, mas ndo a obesidade e hipertensao.
Meirhaeghe et al. (2006)*' ndo verificaram associagio entre obesidade e

polimorfismos PLIN4* na populagdo francesa.
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Corella et al. (2005)* estudaram a presenca de polimorfismos em uma
populagdo de obesos caucasianos americanos do norte. A presenca da variante A do
PLIN4* foi associada a menor peso corporal inicial bem como a resisténcia a perda
de peso apdés 1 ano de intervengao quando submetidos a dieta para emagrecer.
Os portadores do gendtipo GG tiveram a perda de peso maior.

As variantes genéticas que afetam a expressdo da proteina, os “splicing”
alternativos no RNAm ou a atividade da perilipinal humana podem ser associados a
variabilidade antropométrica ou a concentracdo plasmatica de lipideos, ambas
envolvidas no risco de obesidade e de sindrome metabolica.

Em criangas e adolescentes obesos, descrevemos® a presenca de variantes do

gene da perilipinal e sua influéncia na variabilidade antropométrica, na concentragao

plasmatica de lipideos e no risco de apresentar sindrome metabolica (Anexo 1).
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Tabela 2- Os 8 estudos mais importantes de associacdes com polimorfismos da perilipinal.

Artigo Polimorfismo Populacio Resultados
1: Mottagui-Tabar et al. (a)rs894160 (PLIN4*)  SUECIA Objetivo: examinar adip6citos humanos
Evidence for an important  (b)rs1052700 (PLING6*) 127 mulheres e comparar com duas variantes PLIN
role of perilipin in the (10 ndo Resultados
regulation of human obesas) Nos adipécitos de obesos:
adipocyte lipolysis. - lipdlise de 2 a 4 vezes maior
Diabetologia. 2003 - expressao da perilipinal menos 50%
Jun;46(6):789-97. - correlagdo inversa entre perilipinal no
adipdcito e no glicerol circulante e AG .
A variante PLIN4* AA tem de 50% a
100% de lipodlise e a perilipinal esta
80% reduzida em relagdo a GG
2: Qi L et al. Gender- (2)6209T>C EUA Objetivo: associacdo com obesidade e
specific association of a (b)11482G>A 734 brancos  outros fenotipos.
perilipin ... with obesity (c)13041A>G (373H, Resultados
risk in a white population.  (d)14995A>T 361M) Mulheres: % de associacdo na gordura
Obes Res. 2004;12(11) corporeae CAdeced
Na&o houve associagdo com homens
3: Qi L et al. Genetic PLIN1*:6209T>C ESPANHA Objetivo: associac@o a obesidade
variation at the perilipin PLIN3 : 10171A>T 1.589 Resultados Nao homens/ sim Mulheres
(PLIN) locus is associated PLIN4*:11482G>A pacientes Associagdo significativa de PLIN1* e
with obesity-related PLIN5* :13041A>G 801 Mulheres PLIN4* ao baixo IMC (SNP protetor)
phenotypes in White PLING* :14995A>T brancas GA: 2x menos risco de obesidade
women. (281 obesas)  PLIN1*: variante C menos peso

Clin Genet. 2004
Oct;66(4):299-310.

PLIN4*: assoc a menor relagdo cintura-
quadril, glicose,TG

4: Yan W, et al. (a)1237(T/C) CHINA Objetivo: associagdo a hipertensio e
Polymorphisms in PLINand  (b)1243(C/T) 503 com HO  obesidade

hypertension combined with  (¢)1323(C/G) 511 controles  Resultados:

obesity and lipid profiles in Naio houve associacdo de a e b com HO
Han Chinese. (maior prevaléncia com b)

Obes Res. 2004 Diferenca significativa: col. Tot e b
Nov;12(11):1733-7. Homem: b tem maior CT, HDL ¢ LDL
5: Qi L et al. Intragenic (a)6209C>T intron2 SINGAPURA Objetivo: associacdo ao risco de
linkage disequilibrium (b)10171A>T intronS  4.131 obesidade

structure of the human (c)11482G>Aintron6 Asiaticos Resultados: PLIN 11212(CAAAT)
perilipin gene (PLIN) ... (d)13041A>G exon8 (China, haplétipo associado a maior risco na
risk in a multiethnic Asian  (¢)14995A>T exon9 Malasia ¢ Malasia e India. (e) ass a risco
population. J Mol Med. India) aumentado de obesid na Malasia e india
2005 Jun;83(6):448-56.

6: Corella D et al. Obese Varios polimorfismos ~ EUA Objetivo associacdo a obesidade e
subjects carrying PLIN1*: 6209T>C 150 obesos, perda de peso de 48 obesos (33GG, 15
11482G>A polymorphism PLIN4*:11482G>A (IMC GAA)

at the perilipin locus are PLIN5*: 13041A>G 42kg/m?) Resultados Polimorfismo resistente a
resistant to weight loss after ~ PLING*: 14995A>T 48 seguiram 1 perda de peso PLIN4*: assoc entre peso
dietary energy restriction. J ano de prog.  corporal e risco de obesidade nos

Clin Endocrinol Metab. hipocalérico  variante A. Maior efeito no peso

2005 Sep;90(9):5121-6. corporal

7: Meirhaeghe et al. Study rs4578621 e FRANCA Objetivo: associacdes a obesidade e

of PLIN SNPs in a French rs894160 : PLIN4* 1.120 s diabete

population. J Negat Results (227 obesos)  Resultados: Nao houve associagdo
Biomed. 2006 Jul 12;5:10.

8: Deram et al. Effects of (a)rs894160 (PLIN4*) BRASIL Objetivo : examinar a associag@o da
perilipin (PLIN) gene (b)rs1052700 (PLING6*) 234 criangas ¢ perda de peso e alteragdes metabdlicas
variation on metabolic adolescentes  com variantes PLIN intervencdo 5 mes
syndrome risk and weight obesos Resultados

loss in obese children and
adolescents. J Clin
Endocrinol Metab. 2008
Dec; 93(12):4933-40.

PLIN4*: variante AA 3. Risco 4 vezes
maior de Sindrome metabolica x GG
PLING*: TT perde mais peso x AA
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Os objetivos desta pesquisa na populacdo de criancas e adolescentes
brasileiros obesos do Ambulatorio de Obesidade Infantil do Hospital das Clinicas da
FMUSP foram:

1- Determinar a prevaléncia dos polimorfismos da perilipinal (PLIN1): PLINI1*,
PLIN4* e PLING* na populacdo eutrofica e obesa de criangas e adolescentes.
2- Examinar as associacoes entre os SNPs da perilipinal e:
1. Os fendtipos relacionados a obesidade e as caracteristicas clinicas e
laboratoriais associadas a sindrome metabolica.
2. A resposta ao programa de reeducacao alimentar, orientacdo de atividade
fisica e acompanhamento psicologico com objetivo de perda de peso de 5

meses de duracao.
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3.1 Protocolo do estudo

A pesquisa foi desenvolvida no laboratério de Investigacdo Médica/ LIM25
em conjunto com o Ambulatorio de Obesidade Infantil do Grupo de Obesidade da
Disciplina de Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP).

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica da Institui¢io (protocolo de
pesquisa n° 1025/06) (Anexo 2). As criangas ¢ adolescentes consentiram
verbalmente sua participagdo no estudo. Os pacientes foram inseridos no protocolo
apoés a assinatura pelo responsavel do termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 3), conforme preconiza a resolugdao n° 196 do Conselho Nacional de Saude,

de 10 de outubro de 1996.

3.2 Populacio do estudo

Foram avaliados dois grupos de criangas e adolescentes de ambos os sexos

com idades entre 7 e 14 anos:
- Criancas e adolescentes obesos (CAO): 335 em acompanhamento no
Ambulatorio de Obesidade Infantil e com IMC maior ou igual ao

percentil 95 para idade e sexo, de acordo com os graficos do CDC™.
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Este grupo era composto por criangas e adolescentes que procuraram o
tratamento para obesidade no servigo desde marco de 2001.

- Criancas e adolescentes eutroficos (CAE): 58 ndo obesos trazidos
pelos pais que se interessaram pela possibilidade de avaliagdo médica,
nutricional e laboratorial oferecida pelo grupo do Ambulatério de
Obesidade Infantil. As criangas eram provenientes da escola EMEF
Professor Olavo Pezotti e do proprio servigo (filhos de funcionarios do

Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da USP).

Critérios de exclusdo: Individuos aparentados, com uso cronico de medicagao, com

descendéncia asidtica ou portadores de sindromes genéticas relacionadas a

obesidade.

3.3 Descricio da interven¢ao nos CAO

O programa consistiu em 20 semanas de atendimento mensal no
ambulatorio. Os pacientes foram atendidos por uma equipe composta por
nutricionistas, professores de educacao fisica, psicologos e médicos visando um
programa de modificacdo do estilo de vida com reeducacgdo alimentar e incentivo a
pratica de exercicios fisicos. As criangas eram atendidas individualmente pelos
médicos endocrinologistas e, quando necessario, pelo psiquiatra € em grupo por
psicologos, professores de educagao fisica e nutricionistas (individualmente e em

grupo) que orientavam para uma alimentagao equilibrada.
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Antes da primeira consulta, pacientes e cuidadores foram orientados quanto
ao preenchimento do registro de consumo alimentar. A primeira consulta
nutricional, com duragdo média de 40 minutos, foi dedicada a avaliagdo e corregao
do registro de consumo alimentar € ao preenchimento do protocolo para
compreensdo da rotina e dos habitos alimentares do paciente. Nesta consulta, o
plano alimentar foi elaborado individualmente, sendo o individuo orientado a
seguir uma dieta balanceada, reduzindo as quantidades em fun¢ao de seus registros
sem chegar a menos de 1.800 kcal/dia, conforme recomendacdao da OMS e do
Ministério da Satde para distribui¢do calorica dos macronutrientes.

Por um periodo de 5 meses, as criangas compareceram mensalmente ao
ambulatorio para avaliacao antropométrica e reforgo das orientagdes nutricionais em
consultas individuais de aproximadamente 30 minutos. A cada retorno, realizavamos
dindmicas por aproximadamente uma hora para abordar aspectos da educacdo
nutricional com as criancas e os cuidadores. Tratdvamos de temas como piramide
alimentar, lista de substitui¢cdes, porcionamento, técnicas dietéticas para diminuir a
utilizagdo de dleo e aumentar o consumo de alimentos de baixa densidade energética,

rotulagem nutricional € como adequar-se em festas, feriados e férias.

3.4 Avaliaciao do consumo alimentar

O instrumento utilizado para a avaliagdo do consumo dos CAO foi o
registro de consumo alimentar (RCA) de trés dias, sendo dois dias da semana e

um do fim de semana, de modo a cobrir a quantidade e variabilidade de alimentos
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858687  Este instrumento tem sido descrito ha mais de 15

consumidos no periodo
anos como o mais adequado em criancas.

Ja na triagem, as criangas receberam o RCA e foram instruidas a trazé-lo
na primeira consulta. Todos os meses, os pacientes eram orientados a preencher o
RCA e trazé-lo a cada retorno. Para seu preenchimento adequado, além das
orientacdes verbais, forneciamos um material impresso com explicagdo detalhada
(Anexo 4). O atendimento individual com a nutricionista era dedicado a avaliagao
e corre¢do do registro de consumo alimentar e preenchimento do protocolo para
compreensdo da rotina e dos hébitos alimentares do paciente.

Para o grupo CAE, o qual foi atendido apenas um dia para avaliagdo,
avaliamos o consumo alimentar pelo método de recordagcdo da crianca das 24
horas anteriores.

Para o célculo de energia e nutrientes, utilizamos o software brasileiro

Programa Virtual Nutri®®® com compilagio de rotulos de alimentos e tabelas de

composi¢ao nutricional.

3.5 Avaliacio do estado nutricional

3.5.1 Parametros Antropométricos:
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Peso: O peso corporal em quilogramas (kg) foi aferido duas vezes,

considerando-se o peso médio. Foi utilizada uma balanga digital Filizola®, com

capacidade méaxima para 150 kg com graduagdes de 100 em 100 gramas, estando os

participantes da pesquisa descalgos € com roupas leves.
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Altura: A altura em centimetros (cm) foi aferida trés vezes, considerando-se a
estatura média, e determinada por meio de um estadiometro graduado em
centimetros ¢ com barra de madeira vertical fixa, com esquadro movel para
posicionamento sobre a cabe¢a do individuo, estando o mesmo descalgo, com os pés
unidos, em posicao ereta, olhando para frente.

indice de Massa Corpérea (IMC) (kg/m®): O individuo foi considerado
eutréfico quando o IMC era de < p85 para idade e sexo, sobrepeso quando o IMC era
de > p85 e < p95 e obeso quando o IMC era de > p95 nas curvas de IMC do CDCY.

Desvio padrdo do indice de massa corpérea (ZIMC): Z escore = 1/S
log(Q/M), no qual Q = IMC; S = coeficiente de variagdao individual para sexo e
idade; M = mediana. Em estudo realizado em nosso grupo, dividimos o ZIMC em
tercis ¢ demonstramos que criangas € adolescentes com ZIMC > 2,45 apresentam
menor HDLC, maior resisténcia a insulina e maior ocorréncia de SM, o que confere
maior risco cardiovascular’”’. De forma semelhante, Weiss propde em seu estudo que
individuos com ZIMC > 2,50 seriam obesos graves91. Portanto, a obesidade sera
classificada como leve ou moderada se o IMC for de > p 95 para idade e sexo e
ZIMC < 2,50 e grave se o IMC for de > p 95 e ZIMC > 2,50.

Circunferéncia abdominal (CA): A CA da crianga e adolescente foi aferida
na altura da crista iliaca com fita ineldstica de modo que esta ficasse paralela ao chao
em expiracdo profunda. O valor obtido foi comparado aos valores referentes ao
percentil 90 da tabela publicada a partir do estudo de 9.713 individuos de 2 a 18 anos
conduzido pelo National Health and Nutrition Examination Survey IlI
(NHANESIII). Consideramos como CA aumentada quando o valor medido estava

. . 2
acima do valor correspondente ao percentil 90°%.
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3.5.2 Analise da Composi¢cdo Corporal pelo Método de Bioimpedancia

O aparelho de bioimpedancia elétrica utilizado para a avaliagdo da
composi¢ao corporal foi o Body Composition Analyser (BiaQuantum RJL Systems,
Inc, MI, EUA). A bioimpedancia foi realizada com os individuos adequadamente
hidratados, em decubito dorsal, sobre uma superficie ndo condutora ¢ com os
membros separados. O relatério de composi¢do corporal discriminando o percentual
de massa gorda (MG%) e de massa magra foi obtido a partir das medidas de

reactancia e resisténcia e dos dados referentes a sexo, idade, altura e peso.

3.6 Métodos laboratoriais

A coleta de sangue venoso periférico foi realizada apos mais de 8 horas e até
12 horas de jejum com determinagdo de todas as medidas laboratoriais, como

descritas a seguir:

3.6.1 Dosagem de glicemia (mg/dL)

A determinacdo da glicemia plasmatica foi realizada no Laboratdrio
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo. A concentracao plasmatica de glicose foi determinada pelo método
enzimatico colorimétrico automatizado utilizando a hexoquinase. Valor de

referéncia em criancas (VR): 60 — 99 mg/dL. Segundo as recomendagdes da
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Associagdo Americana de Diabetes, consideramos glicemia de jejum alterada
quando a glicose em jejum encontrava-se entre 100 mg/dL e 125 mg/dL;
tolerancia a glicose diminuida quando a glicemia de 120 minutos apos 75g de
glicose encontrava-se entre 140 mg/dL e 199 mg/dL; e DM2 quando a glicemia
de jejum encontrava-se em > 126mg/dL em duas medidas ou, também, glicemia

de 120 minutos ap6s 75g de glicose > 200 mg/dL">.

3.6.2 Dosagem de insulina (mU/L)

A concentragdo sérica de insulina foi determinada no Laboratorio de
Hormonios do Hospital das Clinicas Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo utilizando-se o estojo comercial B080-101 AutoDELFIA, PerkinElmer do
Brasil. VR: < 25 mU/L. Individuos pré-puberes foram considerados
hiperinsulinémicos quando as concentracdes séricas de insulina em jejum estavam
em > 15 mU/L. Para os puberes, o nivel de corte utilizado foi de 20 mU/L, ja que na

puberdade existe aumento das concentragdes séricas de insulina basal ***”.

3.6.3 Dosagem de acido urico (mg/dL)

A concentracdo sérica de acido urico foi determinada no Laboratorio Central
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
pelo método enzimatico colorimétrico automatizado. VR: 2,4-5,7 mg/dL para

mulheres; 3,4-7,0 mg/dL para homens.



Métodos 38

3.6.4 Avaliacio dos lipidios plasmaticos:

Colesterol total (CT) (mg/dL): A concentracdo plasmatica de CT foi
determinada no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo por sistema automatizado modular
utilizando estojos comerciais enzimaticos da Roche (Mannhein, Alemanha).
VR: <200mg/dL.

Lipoproteina de baixa densidade (LDLC) (mg/dL): A concentragdo
plasmatica de LDLC foi determinada por meio de calculo matematico pela equagao
de Friedwald, na qual LDLC = CT - (HDLC + VLDLC)’®. VR: < 130 mg/dL.

Lipoproteina de alta densidade (HDLC) (mg/dL): A concentracao
plasmatica de HDLC foi determinada no Laboratério Central do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo por sistema
automatizado modular utilizando estojos comerciais enzimdticos da Roche
(Mannhein, Alemanha). VR: > 45 mg/dL. Adotamos o nivel de corte de 40 mg/dL
para diagnosticar baixo HDLC”’.

Triglicérides (mg/dL): A concentragdo plasmatica de triglicérides foi
determinada no Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S3o Paulo por sistema automatizado modular
utilizando estojos comerciais enzimaticos da Roche (Mannhein, Alemanha). VR:
<150mg/dL para adultos. Consideramos hipertrigliceridemia quando a concentra¢do

de triglicérides encontrava-se acima ou igual a 110 mg/dL '*'
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3.6.5 Adiponectina (ug/mL)

A concentracdo sérica de adiponectina foi determinada no Laboratério de
Nutricdo Humana e Doengas Metabolicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo — LIM/25. A dosagem da adiponectina foi realizada por ELISA em
duplicata com o estojo comercial EZHADP-61K, marca Linco Research, Inc. St

Charles, Missouri, EUA.

3.6.6 Leptina (ng/mL)

A concentracao sérica de leptina foi determinada no Laboratorio de Nutrigao
Humana e Doengas Metabolicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo — LIM/25 pelo estojo comercial EZHL-80SK (ELISA), Linco Research, Inc. St
Charles, Missouri, EUA. VR: 3,7 — 11,1 ng/mL para mulheres; 2,0 — 5,6 ng/mL para

homens. As andlises foram feitas em duplicata.

3.7 Avaliacao das variaveis metabdlicas

3.7.1 Avaliacao da resisténcia a insulina

HOMA-IR: O HOMA (“Homeostasis Model Assessment”) foi calculado pela
formula matematica: insulina TO (U/mL) x glicose TO (mmol/L)/22,5”®. Este tem sido
proposto como um método para avaliar a sensibilidade ou resisténcia a insulina e a

funcao das células B a partir das concentragdes de insulina e de glicemia de jejum.



Métodos 40

Raziao da darea sob a curva de insulina e glicose (AUCins/AUCgli):
Este indice, que avalia a secrecdo de insulina em relacdo a glicemia, foi calculado
com base nas concentragdes plasmaticas de glicose e de insulina nos tempos (T) 0,
30, 60, 90, 120 minutos ap6s ingestdo de 1,75 g de glicose anidra ou equivalente
por quilograma de peso at¢é o maximo de 75 g do teste oral de tolerdncia a

glicose (TOTQG).

3.7.2 Teste oral de tolerancia a glicose: TOTG

No TOTG, o sangue venoso periférico foi coletado para a determinagdo das
concentragdes de glicemia e de insulina nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 minutos com a
finalidade de excluir pacientes com diabetes, além de avaliar o grau de resisténcia a
insulina. Os valores de glicemia e insulina plasmaticas foram utilizados para a

determinacgdo da area sob a curva.

3.7.3 Avaliacido da Sindrome Metaboélica (SM)

Recentemente, foi publicada uma nova classificacdo de SM para jovens pela
International Diabetes Federation (IDF)”. Os critérios estabelecidos pela IDF para
avaliacdo de SM preconizam divisdo por faixa etaria para se excluir as diferencas
encontradas no grau de desenvolvimento nas diferentes idades das criangas.
Individuos com menos de 6 anos de idade foram excluidos devido a falta de dados

nessa faixa etaria. Em criangas de 6 a 10 anos, preconiza-se a avaliagdo da CA e, se
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esta estiver acima do percentil 90 para idade e sexo, conforme tabela publicada no
estudo de Fernandez et al.®, deve ser orientado emagrecimento. Nessa faixa etaria,
deverdo ser realizadas outras investigagdes metabolicas se houver antecedente
familiar de SM, DM2, dislipidemia, doenca cardiovascular, Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS) ou obesidade. Para adolescentes de 10 a 16 anos, o IDF recomenda
a avaliagcdo da obesidade pela medida da CA e que esta seja diagnosticada se a CA
estiver acima do percentil 90 para idade e sexo; os niveis de corte para adultos devem
ser utilizados se forem mais baixos do que os niveis correspondentes ao percentil 90.
A SM foi diagnosticada quando houve a presenga de obesidade visceral e mais dois
dos seguintes fatores: TG > 150mg/dL, HDL-C < 40 mg/dL, PA > 130 x 85 mmHg

ou glicemia de jejum > 100mg/dL.

3.8 Avaliacao da pressiao arterial

A pressao foi aferida pelo método auscultatorio, com manguito apropriado
para a circunferéncia do braco. Para avaliar a HAS, as medidas de pressao sistolica
(PAS) e diastolica (PAD) foram comparadas aos percentis das Tabelas do National
High Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressurein

Children and Adolescents'®

para sexo, idade e percentil da altura. A pressao arterial
foi considerada alterada quando acima do p90. A classificagdo adotada pelo IDF ¢ de

PA > 130 x 85 mmHg.
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3.9 Analise genética

3.9.1 Extracido do DNA — procedimento com sal (“Salting Out”)

A extragdo de DNA genomico de leucocitos foi realizada com sangue

101 Eoram coletados 10 mL de

periférico, de acordo com o método de “Salting Out
sangue venoso em tubos contendo 25 mM de EDTA (4cido etilenodiaminotetracético).
O pellet leucocitario foi obtido a partir da lise dos globulos vermelhos com o uso da
solugdo de lise (ImM NH4HCOs3, 114 mM NH4Cl), incubagdo a 4°C por 30 minutos
seguida de centrifugagdo do material a 4°C por 15 minutos a 3000 rotagdes por
minuto (rpm) (Hettich-Rotina 35R, Alemanha), desprezando-se o sobrenadante. Esse
procedimento foi repetido mais uma vez. O botdo de globulos brancos foi entao
suspenso em 6 mL de solugdao de lise de globulos brancos (10 mM Tris, 10 mM
EDTA ,150 mM de NaCl), 120 pL de SDS 10° (Sigma, St.Louis, MO, EUA), 80 uL
de proteinase K (10 mg/mL) (Gibco BRL, Gaisthersburg, MD, EUA) e incubado
durante 18 horas a 37°C com agitacdao. No dia seguinte, foram adicionados 2,4 mL de
NaCl saturado. Essa solucdo foi agitada vigorosamente por 15 segundos e
centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante contendo o DNA
desproteinizado foi transferido para um tubo limpo, onde foram adicionados 2
volumes de etanol absoluto gelado e homogeneizando cuidadosamente por inversao.
O DNA precipitado foi retirado do tubo, lavado duas vezes com etanol gelado a 70°,
em seguida com etanol absoluto e seco por centrifugacdo a vacuo (SpeedVac System,

S ISS100, NY, EUA) durante 5 minutos e ressuspenso em solu¢do de TE pH 8

(Tris-HC1 10 mM, EDTA 0,1mM)
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A concentragdo do DNA foi estimada a partir da leitura da densidade Optica
por espectrofotometria com luz ultravioleta (GeneQuant Pro, Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia). O grau de pureza foi avaliado pela relagdao de absorbancia
de 260 e 280 nm e a integridade do material verificada apos eletroforese em gel de

agarose a 1%. As amostras foram armazenadas a 4°C até sua utilizacao.

3.9.2 Genotipagem por método TagMan®

O estudo da genotipagem foi feito no laboratorio de Nutricdo e Gendmica
na Universidade Tufts em Boston, Estados Unidos, no J.M.-US Department of
Agriculture Human Nutrition Research Center on Aging. Foram genotipados trés
polimorfismos do gene da perilipinal (PLIN): PLIN1* 6209T>C (intron 2),
PLIN4* 11482G>A (intron 6) e PLING6* 14995A>T (exon 9, regido nao
traduzida) (Tabela 3).

A genotipagem foi realizada usando a discriminagao alélica 5’ nuclease do
método Tagman Assay® com o sistema ABI 7900HT (Applied Biosystems).
O procedimento (Figura 12) foi realizado com boas técnicas laboratoriais para
otimizar com exatidao os resultados da genotipagem, comparando os ensaios com

controles internos e analises repetitivas.
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Figura 12- Ensaios de genotipagem com Tagman® (Applied Biosystems™)

A discriminagdo alélica ¢ realizada com o “annealing” seletivo das sondas Tagman (VIC e FAM).
Fase 1: Ensaio com os componentes DNA, sondas VIC e FAM nao ativadas. Fase 2: desnaturagdo e
“annealing” dos componentes. Fase 3: polimerizagdo e geragdo de sinal fluorescente.
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Figura 13- Exemplo de resultado obtido pelo método Tagman®, leitura por fluorescéncia
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Neste estudo, foram incluidos criancas e adolescentes obesos selecionados

aleatoriamente da populacdo do ambulatério de Obesidade Infantil do Hospital das

Clinicas, na cidade de Sao Paulo, Brasil. Do ponto de vista genético, a populagdo

brasileira ¢ miscigenada.
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Tabela 3- Sequéncias para amplificacoes dos SNPs PLIN1*, PLIN4* e PLING*

SNP www.nchi.nlm.nih.gov Primers e sondas

PLIN1*

6209 T/C rs 2289487  Sense 5’AATGAGTGGCATCCCCAA3’

Intron 2 Antisense 5’AAGAAATTGACTGAGCAAGGG3’
Sonda AAGAAATTGACTGAGCAAGGG

PLIN4*

11482 G/A rs 894160 Sense 5’TCCTCTGTGATCTGGATGATCT3’

Intron 6 Antisense 5’TCCTCTGTGATCTGGATGATCT3’
Sonda CTCTGATGAACATCCTCTGATGATC

PLING*

14995 A/T rs 1052700  Sense 5’TGATCTGTTCCCCCTCTGATGAA3’

Exon 9 Antisense 5’CACCCAAGAGCTTTTGCATCTG3’
Sonda VIC: CTGATGATCAAGGCTCC

FAM: TCTGATGATCTGGCTCC

3.10 Analise estatistica

A andlise estatistica inicial do estudo foi feita pelo programa SPSS versdo 13
(Statistical Package for Social Science Inc., Chicago, Illinois, EUA). Avaliou-se a
normalidade das variaveis pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e as variaveis sem
distribuicdo normal foram normalizadas utilizando a transformacao logaritmica (log10).
As médias das varidveis quantitativas foram comparadas utilizando o teste t de Student e
a analise de variancia (ANOVA) de um caminho com andlise post-hoc de Tukey e as
variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste qui-quadrado. Foi utilizada a correlagao
de Spearman para andlise das relagdes bivariadas. Foi aplicada uma regressao logistica
ajustada para sexo, idade e estddio puberal e SM como variavel dependente para avaliar
o risco relativo (HR) ( e seu intervalo de confianga para avaliagdo de ter SM quando
portador de variante da perilipinal. Utilizamos o programa Helix Tree™™ para calcular o
Equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligagdo entre os SNPs. Foram

considerados significativos valores p de <0,05.
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Foram avaliados 393 criancas ¢ adolescentes de 7 a 14 anos: 335 obesos
(CAO) do Ambulatério de Obesidade Infantil e 58 nao obesos (CAE). Dos CAO, 75
ndo concluiram o programa de 20 semanas (22,4%) e 26 foram excluidos (falta de
avaliagdes laboratoriais, antropométricas ou genéticas). Um CAE também foi
excluido por falta de dados.

Avaliamos 291 criangas ¢ adolescentes nas analises estatisticas, sendo 234
obesos do Ambulatorio de Obesidade Infantil e 57 ndo obesos. Destes, 184 (63,2%)
eram do sexo feminino e 107 (36,8%) do sexo masculino e 50,4% eram puberes.
Todos foram avaliados pelos critérios de TANNER.

Dos 234 CAO analisados estatisticamente, 78 eram meninos (33,3%) e 156
eram meninas (66,7%), sendo 48,3% puberes e dos 57 CAE, 29 (50,1%) eram
meninos e 28 (49,9%) eram meninas; sendo 56% puberes.

No presente estudo, os resultados das analises estatisticas nao demonstraram

diferenga entre os géneros e, portanto, foram analisados conjuntamente.
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4.1 Resultados da populacao geral do estudo

4.1.1 Resultados iniciais

Nao encontramos diferencas nas médias das idades entre CAE e CAO.
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Como esperado, as criangas obesas apresentavam peso, altura, IMC, ZIMC,

percentual de massa gorda e CA maiores do que as criangas sem obesidade (Tabela 4).

Além disso, observamos maior pressdo arterial e maiores concentragdes

basais de insulinemia, leptinemia, acido urico, HOMA-IR, LDL-C e TG e menores

concentragdes de HDL-C e adiponectina no grupo CAO.

Tabela 4- Caracteristicas clinicas e laboratoriais das amostras de criancas e adolescentes

eutroficos (CAE) e obesos (CAO)

CAE CAO
N=57 N=234 P
Idade (anos) 10,9 + 1,6 10,6 + 13 0,364
Peso (kg) 37,1 + 10,0 683 + 154 0,000
IMC (kg/m2) 174 = 2,7 304 + 45 0,006
ZIMC 0,16 = 1,0 231 + 0,28 0,000
Circunferéncia Abdominal (cm) 642 + 73 96,5 = 10,7 0,000
PAS (mmHg) 107 + 13 112 = 15 0,015
PAD (mmHg) 69 + 13 70 £ 12 0,416
Glicemia jejum (mg/dL) 8 + 6,9 856 = 7,5 0,656
Insulinemia jejum (nU/mL) 54 + 3,2 17,6 + 9.8 0,000
HOMA-IR 1,2 + 0,7 37 £ 22 0,000
CT (mg/dL) 153 + 26,1 1589 + 31,9 0,135
HDL-C (mg/dL) 58,8 + 12,1 41,8 + 9,7 0,000
LDL-C (mg/dL) 81,2 + 21,6 96,6 + 28,7 0,000
TG (mg/dL) 64,5 + 234 102,4 + 46,6 0,000
Acido trico (mg/dL) 40 + 0,9 50 = 1 0,000
Adiponectina (ng/mL) 15,0 + 4,9 124 = 5,6 0,001
Leptina (ng/mL) 56 + 45 392 + 19,7 0,000
Massa Magra (kg) 30,7 + 7,1 425 = 8,5 0,000
Massa Gorda (kg) 73 + 44 254 = 7,7 0,000
% Massa Gorda 18,3 + 7,1 369 + 4,2 0,000
Consumo alimentar (kcal/dia) 1820 + 648 1976 = 657 0,175

Nota: Dados apresentados em média +desvio-padrdo. Teste t de Student.

IMC: Indice de massa corporea. ZIMC:escore Z do IMC. PAS Pressdo Arterial. Sistolica. PAD: Pressdo Arterial.
Diastolica. HOMA-IR: Homeostasis Model Assesment para avaliagdo da resisténcia a Insulina. CT: Colesterol total.

HDL-C Lipoproteina de alta densidade. LDL-C: lipoproteina de baixa densidade. TG: Triglicerideos.
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Sindrome Metabolica (SM) avaliada pelo IDF
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Observamos que 44 CAO (19%) apresentavam SM, de acordo com os

critérios da IDF. Nenhum CAE apresentava SM (Tabela 5).

Na avaliag¢ao da ocorréncia de fatores de risco metabolicos, observamos que o

grupo obeso apresentava maior frequéncia de aumento de CA, dislipidemia e SM.

Observamos baixa ocorréncia de glicemia de jejum alterada nos dois grupos:

8 CAO (3,4%) e 1 CAE (1,8%). Nenhuma crianca do CAE apresentava

hiperinsulinemia, enquanto esta esteve presente em 38,9% das criancas obesas.

Tabela 5- Frequéncias (%) dos componentes de Sindrome Metaboélica (critérios do IDF) na

amostra de criancas e adolescentes eutréficos e obesos

CAE CAO p

N=57 N=234
Circunferéncia abdominal > percentil 90 35 99,1 0,00
Pressao arterial PAS >130 ou PAD >85 (mmHg) 12,3 17,8 0,35
Glicemia de jejum > 100 mg/dL 1.8 3.4 0,51
HDL-C < 40 mg/dL 53 46,2 0,00
TG =150 mg/dL 0 14,1 0,00
SM 0 19 0,00

Nota: Critérios de SM do IDF (2007): Circunferéncia abdominal > percentil 90 e mais dois fatores: Pressdo
arterial PAS (sistolica) ou PAD (diastdlica), Glicemia de jejum, HDL-C (lipoproteina de alta densidade) , TG:

triglicerideos , SM: sindrome metabdlica.
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4.1.2 Resultados do grupo obeso apds intervencao

Apo6s 20 semanas de atendimento mensal de nosso grupo de intervengdo para
mudanga de estilo de vida, observamos que 96,2% dos pacientes (225) perderam

ZIMC (Tabela 6).

Tabela 6- Caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra de criancas e adolescentes obesos

no basal e apo6s S meses de intervencio, calculo da diferenca (Inicial — final)

(N=234) Inicial Final Inicial-final
Diferenca (=DP)

Peso (kg) 68,3 + 154 65,8 + 15,1 2,53 (£3,6)*
IMC (kg/m2) 304 + 45 28,5 + 4,5 1,8 (£1,5)*
ZIMC final 2,31 = 0,28 2,1 £ 04 0,2 (+0,16)*
Circunferéncia Abdominal (cm) 96,5 + 10,7 93,8 =+ 10 2,2 (£12,3)*
Glicemia jejum (mg/dL) 85,6 =+ 7,5 80 = 6,9 16,3 (£31)
Insulina jejum (nU/mL) 17,6 £ 9,8 145 £ 7,8 3,6 (£9,5)*
HOMA-IR 3,7 £ 2,2 29 + 1,6 1,0 (£2,2)*
CT (mg/dL) 159 + 32 158 + 31 1,5 (£24,4)*
HDL-C (mg/dL) 41,8 = 9,7 453 + 10,3 -3,6 (£7)*
LDL-C (mg/dL) 96,6 + 28,7 92,5 + 29,1 4,1 (£28)*
TG (mg/dL) 102,4 + 46,6 100,5 + 49,1 2,5 (+45,1)
Adiponectina (ng/mL) 124 + 5,6 123 + 5,3 -1 (%3)

Leptina (ng/mL) 39,2 + 19,7 36,4 + 21,3 3,9 (£13,8)
Consumo alimentar (kcal/dia) 1976 + 657 1563 + 547 404 (+810)*

Nota: Dados apresentados em média +desvio-padrdo. *p<0,05

IMC: Indice de massa corpérea. ZIMC:escore Z do IMC. HOMA-IR: Homeostasis Model Assesment para
avaliacdo da resisténcia a Insulina. CT: Colesterol total. HDL-C Lipoproteina de alta densidade. LDL-C:
lipoproteina de baixa densidade. TG: Triglicerideos.

Ao comparar as medidas metabdlicas e clinicas entre o grupo CAO antes e
depois, houve uma melhora significante (p<0,05) dos pesos, CA, IMC, ZIMC e
concentragdes de HDL-C, insulina, HOMA-IR e consumo alimentar. Nao houve

diferenca significativa nos niveis de TG.
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4.2 Genotipagem

4.2.1 Genotipagem do grupo eutrofico

52

Foram avaliadas e genotipadas no laboratorio da Tufts University, em Boston,

EUA com método TagMan® 57 criangas e adolescentes eutroficas.

As frequéncias dos alelos mais raros dos polimorfismos PLIN1*, PLIN4* e

PLING* foram 58,8%, 35,1% e 29,8%, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7- Distribuicées dos alelos e genotipagens dos SNPs da perilipinal PLIN1 em criancas e

adolescentes eutroficos

Alelos n (%) Genoétipos n (%) Valor de P
PLIN1* - 6209 T/C
T 47 (41,2) TT 13 (22,8) 0,07
C 67 (58,8) TC 21 (36,8)

CccC 23 (40,4)
PLIN4* - 11482 G/A
G 74 (65,9) GG 26 (45,6) 0,25
A 40 (35,1) GA 22 (38,8)

AA 9 (15,8)
PLING* - 14995 A/T
A 80 (70,2) AA 30 (52,6) 0,22
T 34 (29,8) AT 20 (35,1)

TT 7 (12,3)

Nota: Freqiiéncia genotipica e alélica observada no estudo e esperada pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg - ¥

A distribuicdo dos genotipos dos trés polimorfismos estudados encontra-se

em equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05).
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4.2.2 Frequéncia dos alelos na populacio obesa

As frequéncias dos alelos mais raros dos polimorfismos PLIN1*, PLIN4* e

PLING* foram 48,3%, 30% e 25,6%, respectivamente. (Tabela 8)

Tabela 8- Distribuicoes dos alelos e genotipagens dos SNPs da perilipinal PLIN1 em criancas e

adolescentes obesos

Alelos n (%) Genotipo n (%) Valor de P
PLIN1* - 6209 T/C
T 242 (51,7) TT 65 (27,8) 0,52
C 226 (48,3) TC 112 (47,9)

CC 57 24,4)
PLIN4* - 11482 G/A
G 328 (70) GG 116 (49,6) 0,74
A 140 (30) GA 96 (41)

AA 22 (9.4)
PLING* - 14995 A/T
A 348 (74,4) AA 134 (57,3) 0,11
T 120 (25,6) AT 80 (34,2)

TT 20 (8,5)

Nota: Freqiiéncia genotipica e alélica observada no estudo e esperada pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg - 2.

A distribuigdo genotipica esteve na freqiiéncia esperada de acordo com o

calculo de Hardy-Weinberg .

4.2.3 Desequilibrio de ligacio

O conceito de desequilibrio de ligagdo (LD) entre os polimorfismos ¢

essencial nesta pesquisa. O desequilibrio de ligacdo corresponde a uma situacdo em

que dois alelos correspondentes a dois polimorfismos distintos de um mesmo
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cromossomo estdo mais comumente associados na populagdo em geral do que o
acaso. Esta correlagdo (D) ¢ definida como a diferenca entre as frequéncias
observadas e as frequéncias tedricas das combinagdes alélicas. Se D for positivo, o
alelo raro do primeiro polimorfismo estard mais frequentemente associado ao alelo
raro do segundo polimorfismo. Inversamente, se D for negativo, o alelo raro do
primeiro alelo estara mais frequentemente associado ao alelo frequente do segundo
polimorfismo. O valor de desequilibrio de ligagdo depende em parte das variagdes
das frequéncias dos polimorfismos. Uma medida de desequilibrio de ligacdo menos
sensivel as variagcdes de frequéncia (D’) ¢ mais frequentemente utilizada. Ela
corresponde a razao D observada em seu valor maximo ou minimo possivel em
funcdo das frequéncias alélicas. Quanto mais D’ se aproxima de 1, mais o
desequilibrio ¢ forte.

Nos avaliamos o desequilibrio de ligacao entre os SNPs pelo Helix tree®. Um forte
desequilibrio de ligacdo (LD) foi encontrado entre os polimorfismos PLIN1* e

PLIN4* (D’=0,99; P<0,001) (Figura 14).
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Figura 14- Grafico ilustrativo do resultado obtido apés calculo do desequilibrio de ligacdo entre
os SNPs PLIN1*, PLIN4*, PLIN5* e PLING*. (adaptado do Helix Tree®) Tons de rosa mais
intensos demonstram maior desequilibrio de ligagdo. O PLINS* foi avaliado junto com os
polimorfismos desta tese.
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Seguindo os achados da genotipagem e devido a esse DL, os resultados de
PLIN1* e PLIN4* obtidos na avaliagao das criangas e adolescentes foram similares.
Por conta disso, descreveremos nas tabelas os resultados relativos a PLIN4* ¢

PLING*.

exon 1 2 3 45 B 78 9

[— —— H—

PLINT* PLIN4* " PLING*

[ parte nio transcrita
[ parte transcrita

H =
LT srmmsmsEEEEE RS a

Desequilibrio de ligacao

Figura 15- Arquitetura do gene da perilipinal.(adaptado de Soenen et al. 2009)'. Todas as
variantes localizam-se em partes ndo transcritas do gene. Foi observado desequilibrio de ligagdo entre
o polimorfismo PLIN1* e PLIN4* (D’=0,99; p<0,001)

Ao avaliar as frequéncias alélicas dos trés polimorfismos estudados do
PLIN1, ndo houve diferenga estatisticamente significativa nas frequéncias entre a

populacao CAE e CAO.

4.3 Resultados por polimorfismos na fase inicial:

4.3.1 Associacoes entre os SNPs e dados iniciais das CAO

Os dados antropométricos, bioquimicos, caracteristicas clinicas e consumo

alimentar iniciais, de acordo com o genoétipo, estdo descritos na tabela 9.
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Nao foram encontradas diferengas em relacdo aos dados antropométricos e
consumo alimentar quando o grupo de CAO foi avaliado na presenga do alelo A do
PLIN4* e do alelo T do PLING*.

Para avaliar a relacdao entre os polimorfismos PLIN4* e PLING* e os
parametros antropométricos e perfil bioquimico, os portadores do genotipo raro AA
do PLIN4* foram agrupados com aqueles com gendtipo heterozigoto GA (AA+GA).
Também, os portadores do genotipo raro do TT do PLING* foram agrupados com

aqueles com gendtipo heterozigoto AT (TT+AT).

Tabela 9- Relagdo entre os SNPs PLIN4* e PLING* e parimetros antropométricos, perfil

metabdlico e consumo alimentar no basal em CAO (N=234)

PLIN4* 11482G>A PLING* 14995A>T
GG GA+AA AA AT+TT
(N=116) (N=118) P (N=134) (N=100) p

Idade (anos) 10,7 + 1,3 10,6 + 1,3 0,91 10,7 + 14 10,6 + 1,2 0,83
Peso (kg) 66,8 + 14,1 698 + 16,5 0,18 69,1 = 16,3 67,3 + 14,1 043
IMC (kg/m2) 30,1 + 39 30,6 = 5,0 0,53 30,7 + 4,7 30,0 + 4,1 0,28
ZIMC 230 £ 03 232 = 03 0,88 232 + 03 229 + 0,3 0,46
Circunferéncia abdominal (cm) 957 £ 95 971 + 11,7 0,39 971 + 114 95,6 = 9,6 0,33
PAS (mmHg) 111 + 13 113 £ 16 0,42 112 + 14 112 £ 15 0,99
PAD (mmHg) 70 + 12 70 £ 12 0,80 70 £ 12 71 = 11 0,35
Glicemia jejum (mg/dl) 8 = 7 86 = 8 0,16 8 = 8 86 + 7 0,37
Insulina jejum (uU/ml) 165 + 98 18,6 + 9,8 0,03 183 + 103 16,5 + 9,1 0,20
HOMA-IR 35 £ 21 4,0 = 23 0,02 39 + 22 36 = 22 021
CT (mg/dl) 158 + 31,9 159 + 32,0 075 159 + 34,1 1583 + 28,7 098
HDL-C (mg/dl) 436 + 10,1 40,0 + 90 0,003 424 + 99 40,9 + 94 0,27
LDL-C (mg/dl) 95,6 + 281 97,5 + 293 064 96,3 + 29,9 97,0 + 27,0 0,76
TG (mg/dl) 939 + 42,5 111 + 49,1 0,003 103 + 46,9 102 + 46,5 0,98
Consumo alimentar Kcal/24h 1951 + 648 2001 = 672 0,69 1946 = 671 2031 = 639 0,51

Nota: Dados apresentados em média +desvio-padrio. Teste t de Student.

IMC: Indice de massa corporea. ZIMC:escore Z do IMC. PAS Pressdo Arterial. Sistolica. PAD: Pressdo Arterial.
Diastolica. HOMA-IR: Homeostasis Model Assesment para avaliagdo da resisténcia a Insulina. CT: Colesterol total.
HDL-C Lipoproteina de alta densidade. LDL-C: lipoproteina de baixa densidade. TG: Triglicerideos.
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Nao houve diferenga significativa nos parametros bioquimicos e clinicos para
o polimorfismo PLING*.

Os portadores do alelo A do PLIN4* apresentaram concentragdes mais
elevadas de TG (P=0,003), insulina (P=0,034) ¢ HOMA-IR (P=0,015), além de
menores concentragdes de HDL-C (P=0,003).

Quando os grupos foram comparados pelo PLIN1* (Tabela 10), os resultados
foram similares, mas ndo idénticos aos grupos de portadores de PLIN4*. Observamos
diferengas similares entre portadores do alelo menor que apresentaram niveis
maiores de TG (p=0,002) e menores de HDL-C (p=0,029), além de pressao diastolica
maior (p=0,042).

Nao observamos diferencga significativa dos niveis de insulina e HOMA-IR.

Tabela 10- Relacoes entre o polimorfismo PLIN1* e parimetros antropométricos, perfil

metabdlico e consumo alimentar no basal no grupo de CAO (N=234)

PLIN 1* 6209 T/C

TT TC+CC

(n=65) (n=169) P
Idade (anos) 10,7 + 1,3 10,7 + 1,3 0,94
Peso (kg) 685 + 14,0 68,3 =+ 159 0,77
IMC (kg/m2) 304 + 35 304 + 48 0,74
ZIMC 233 £ 02 230 + 03 0,31
Circunferéncia abdominal (cm) 97 = 9 96,2 = 11,2 0,44
PAS (mmHg) 110 = 12 113 = 15 0,22
PAD (mmHg) 68 = 11 71+ 12 0,042
Glicemia jejum (mg/dl) 8 <+ 8 86 + 7,2 0,18
Insulina jejum (nU/ml) 173 £ 99 17,66 + 9.8 0,64
HOMA-IR 363 = 21 379 + 22 0,46
CT (mg/dl) 154 = 26 161 + 33 0,25
HDL-C (mg/dl) 44,1 + 108 409 + 91 0,029
LDL-C (mg/dl) 92 + 24 98 + 30 0,25
TG (mg/dl) 88 + 40 108 + 48 0,002
Consumo Alimentar (Kcal/24h) 2000 + 687 1966 = 650 0,86

Nota: Dados apresentados em média +desvio-padrao. Teste t de Student.

IMC: Indice de massa corporea. ZIMC:escore Z do IMC. PAS Pressio Arterial. Sistolica. PAD: Pressio Arterial.
Diastolica. HOMA-IR: Homeostasis Model Assesment para avaliagdo da resisténcia a Insulina. CT: Colesterol
total. HDL-C Lipoproteina de alta densidade. LDL-C: lipoproteina de baixa densidade. TG: Triglicerideos.
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Sindrome Metabdlica avaliada pelo IDF

Como descrito anteriormente na tabela 5, , 44 criancas e adolescentes (19%)
do grupo de CAO apresentavam SM, de acordo com os critérios da IDF.

Criangas e adolescentes portadores do alelo A do PLIN4* apresentaram uma
maior prevaléncia de SM (25,9%) quando comparados com o grupo de gendtipo
selvagem GG (12,1%) (Tabela 11).

O risco relativo da ocorréncia de SM para portadores do alelo A do PLIN4* ¢ de:

m 2,38 (95% IC 1,1-4,9) para o genotipo GA quando comparado ao GG

m 3,46 (95% IC 1,2-9,9) para o genotipo AA quando comparado ao GG
(Variavel dependente: SM e ajustada pelo sexo, idade e estado puberal, IC: intervalo

de confianca)

Tabela 11- Frequéncia (%) dos componentes de SM em criancas e adolescentes obesos segundo

a presenca dos polimorfismos PLIN4* e PLING*

PLIN4* 11482 G/A PLING* 14995 A/T

GG GA+AA AA  ATH+TT p

Circunferéncia abdominal > percentil 90 99,1 99.1 0,98 99,2 99 0,83
Pressdo arterial PAS >130 ou PAD >85 (mmHg) 12,6 22,8 0,046 18 17,5 0,93
Glicemia>100 mg/dL 2,6 4,3 0,48 38 3 0,75
HDL-C<40 mg/dL 40,5 51,7 0,09 43,3 50 0,31
TG>150 mg/dL 10,3 17,8 011 16,4 11 0,24
SM 12,1 259 0008 182 20 0,7

Nota: Critérios de SM do IDF (2007): Circunferéncia abdominal > percentil 90 e mais dois fatores: Pressdo
arterial PAS (sistolica) ou PAD (diastélica), Glicemia de jejum, HDL-C: lipoproteina de alta densidade , TG:
triglicerideos , SM: sindrome metabodlica.
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Quando divididas por presenca do polimorfismo PLIN1*, as criancas
apresentaram resultados similares (devido ao desequilibrio de ligagao).

Quando foi observado o grupo de criangas menores de 10 anos (77 criangas,
33%), 13 (16,9%) foram diagnosticadas com SM. Todas as criancas menores de 10
anos ¢ com SM eram portadoras do alelo C do PLIN1*. Este achado nos levou a

avaliar seus dados metabolicos divididos por PLIN1* (Tabela 12).

Tabela 12- Frequéncia (%) dos componentes da SM em criancas e adolescentes obesos, segundo

a presenca dos polimorfismos PLIN1*

PLINI* 6209 T/C

TT TC+CC p
Circunferéncia abdominal.> percentil 90 100 98,8 0,39
Pressio arterial PAS >130 ou PAD >85 (mmHg) 8,1 21,5 0,19
Glicemia>100 mg/dL 3,1 3,6 0,85
HDL-C<40 mg/dL 38,5 49,1 0,14
TG>150 mg/dL 9,2 16 0,19
SM 10,8 22,2 0,052

Nota: Critérios de SM do IDF (2007): Circunferéncia abdominal > percentil 90 e mais dois fatores: Pressdo
arterial PAS (sistolica) ou PAD (diastolica), Glicemia de jejum, HDL-C: lipoproteina de alta densidade , TG:
triglicerideos , SM: sindrome metabdlica.

Observamos uma prevaléncia similar de SM e uma prevaléncia maior de
hipertensao nos portadores do alelo C do PLIN1I* em comparagdo com o PLIN4*.
O risco relativo para portadores do alelo C do PLIN1* da ocorréncia de:

m SM: 2,36 (95% Intervalo de Confianga 1-5,6)

m Hipertensdo: 3,1 (95% Intervalo de Confianca 1,2-8,4).
(Variavel dependente: SM e ajustada pelo sexo, idade e estado puberal, IC: intervalo

de confianga)
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Teste oral de tolerancia a glicose
O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado em 229 individuos.
Nao se observou diferenca relativa a presenca dos alelos para glicemia, mas sim, para

insulinemia (Figura 16).
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Figura 16- Valores de Glicemia e de insulinemia durante o Teste Oral de Tolerancia a Glicose
dos pacientes portadores do genétipo PLIN4*(G>A)
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Observamos que a area sob a curva de insulinemia foi significativamente maior
para os portadores do alelo A do PLIN4* (P=0,005). Além disso, durante o TOTG,
foram encontrados maiores niveis de insulinemia em todos os tempos (Figura 17).
O gendtipo AA do PLIN4* mostrou uma hiperinsulinemia durante todos os tempos

quando comparado com o gendtipo selvagem GG.
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Figura 17- Valores de Insulinemia durante o Teste Oral de Tolerincia a Glicose dos pacientes
portadores do genétipo do PLIN4* (G>A)

4.4 Resultados apds intervencido: Associacoes entre os SNPs apos

20 semanas

Os dados antropométricos, bioquimicos, de caracteristicas clinicas € consumo
alimentar de acordo com o genoétipo e ap6s a intervengao clinica de 20 semanas estdo

descritos na tabela 13.
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Foi observada uma perda ponderal (2,53 kg em média) e houve diminuicao do
ZIMC (0,20 £0,16) em 226 criancas e adolescentes (96,6%).

Nos portadores do alelo A do PLIN4* e do alelo T do PLING*, ndo houve
diferencas significativas no consumo alimentar quando comparados com o genétipo
selvagem. Apesar do consumo alimentar semelhante, as criancas portadoras do alelo
T do PLING* apresentaram uma maior perda de peso (P=0,003), diminui¢do do
ZIMC (P=0,014) e diminui¢do da circunferéncia abdominal (P=0,05) em comparagao
ao grupo genotipo (AA) selvagem do PLING*. Este grupo de portadores do alelo T
do PLING* também apresentou menores niveis de insulinemia (P=0,02) e do

HOMA-IR (P=0,012) .

Tabela 13- Relacdo entre os haplotipos PLIN4*/PLIN6* e parametros antropométricos, perfil

metabdlico e consumo alimentar apés 20 semanas de interven¢do dos 234 CAO

N=234 PLIN4* 11482G>A PLING* 14995A>T

GG GA+AA p AA AT+TT p
Peso (kg) 645 = 145 67,1 £ 15,7 019 67,2 + 16,2 64,0 = 134 043
Perda de peso (kg) 24 = 3,7 27 + 3,6 051 1,9 £ 35 33 + 3,7 0,00
IMC (kg/m2) 283 = 43 288 + 48 051 29,1 = 49 27,8 + 3,9 004
ZIMC 2,10 £ 03 2,12 £ 04 065 2,14 = 04 2,06 =+ 03 011
Perda de ZIMC 0,21 + 0,2 0,19 £ 0,1 043 0,18 £ 0,1 0,23 = 0,2 0,01
Circunferéncia abdominal (cm) 93,1 + 9,5 945 + 10,6 051 955 + 10,5 914 + 9,0 0,05
Glicemia jejum (mg/dl) 80 + 7 80 + 8 0,75 80 + 8 80 + 7 0,56
Insulina jejum (nU/ml) 141 += 7,5 150 + 80 051 155 = 7,8 132 £+ 7,6 0,02
HOMA-IR 2,7 £ 14 30 £ 1,7 043 3,1 £ 1,5 2,6 + 1,6 0,01
CT (mg/dl) 156,9 + 29,0 158,7 + 332 0,79 156,6 = 32,6 159,3 + 29,1 045
HDL-C (mg/dl) 47,0 += 10,7 43,6 £ 9,6 002 456 + 104 448 = 10,1 064
LDL-C (mg/dl) 90,4 + 27,1 946 = 31,0 035 91,2 = 30,7 943 + 269 031
TG(mg/dl) 98,7 = 46,2 1024 + 52,1 0,71 1002 + 53,9 1009 = 42,2 0,60
Cons. alimentar: kcal/24h 1637 + 543 1493 + 549 021 1618 + 551 1474 + 540 0,25

Nota: Dados apresentados em média +desvio-padrio. Teste t de Student.

IMC: Indice de massa corpérea. ZIMC:escore Z do IMC. HOMA-IR: Homeostasis Model Assesment para avaliagio da
resisténcia a Insulina. CT: Colesterol total. HDL-C Lipoproteina de alta densidade. LDL-C: lipoproteina de baixa densidade.
TG: Triglicerideos.
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4.5 Analise de haplotipos

Um haplétipo corresponde a um conjunto de alelos de varios polimorfismos,
proximos uns dos outros no mesmo par de cromossomo. Devido ao desequilibrio de
ligacdo, as combinagdes alélicas dos polimorfismos préximos uns dos outros geram
menos diversidade do que se eles ndo estivessem correlacionados. Ao selecionar um
subconjunto adequado de polimorfismos (SNPs) para caracterizar os blocos de
haplotipos, ¢ possivel captar a diversidade da sequéncia de uma regido com um
namero limitado de SNPs'®.

Portadores do alelo A do PLIN4* demonstraram um maior risco metabolico,
enquanto portadores do alelo T do PLING* demonstraram uma melhor resposta a
interven¢ao multidisciplinar com relacao a perda de peso.

Para avaliarmos o efeito isolado e as interacdes dos diferentes polimorfismos
PLIN4* e PLING* estudados, constituimos um haplétipo dos SNPs PLIN4* 11482G/A
e PLING* 14995A/T. O grupo de 234 criangas e adolescentes foi dividido em quatro

grupos possiveis em fungao dos alelos selvagens ou raros (Tabela 14). Os alelos foram

chamados de 1 ou 2, sendo 1 para alelo selvagem e 2 para alelo mais raro.

Tabela 14- Grupos de haplétipos segundo os 2 SNPs PLIN4*(11482G/A)/ PLING* (14995A/T) dos
234 CAO

Haplotipos PLING* PLING*
PLIN4*/PLING* AA (selvagem) T variante (AT+TT)
N=134 N=100
1 2
PLIN4* 1.1 1.2
GG (selvagem) N=84 (35,9%) N=32 (13,7%)
N=116 GG/AA GG/AT+TT
1
PLIN4* 2.1 2.2
variante A (GA+AA) N=50 (21,4%) N=68 (29%)
N=118 GA+AA/AA GA+AA/ATHTT
2

Grupos:
1.1 (GG/AA): selvagens do PLIN4* e PLING*
1.2 (GG/ATHTT): selvagens do PLIN4* e portadores do alelo T do PLING*
2.1 (GA+AA/AA): portadores do alelo A do PLIN4* e selvagens do PLING*
2.2 (GA+AA/AT+TT): portadores do alelo A do PLIN4* ¢ do alelo T do PLING*
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Figura 18- Prevaléncia dos grupos de haplétipos PLIN4*/PLING*

As medidas antropométricas, bioquimicas, clinicas e de consumo alimentar,

iniciais e apos interven¢do de acordo com os hapldtipos estao descritas na tabela 15.
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Tabela 15- Relagao entre os haplotipos PLIN4*(11482G>A)/PLIN6* (14995A>T) e os parametros

antropométricos e perfil metabdélico no basal e apds intervencio de CAO

Haplétipo PLIN4*/PLING* G(l}./;&A GG/?-:+TT GA+;A.?/AA GA+A1:./;&T+TT
BASAL n=84 35,9% n=32 13,7% n=50 21,4%  n=68 29%
Idade (anos) 10,7 + 1,3 10,5 £ 14 10,6 £ 1,5 10,7 £ 1,2
Peso (kg) 68 + 14,6 636 + 122 70,9 + 18,7 69 + 147
IMC (kg/m2) 30,5 = 4,1 293 + 32 31,1 £ 57 303 + 44
ZIMC 231 £ 03 228 + 02 234 £ 03 230 + 03
Circunf. abdominal (cm) 96,7 = 9,7 932 £+ 83 97,8 + 13,8 96,7 + 10,1
PAS (mmHg) 111 + 13 112 + 13 114 + 16 112 £ 16
PAD (mmHg) 70 + 13,0 72 £ 10 70 £ 11 70 £ 12
Glicemia jejum (nU/dl) 84 + 74 87 + 6,7 87 + 75 86 =+ 7,6
Insulina jejum (nU/dl) 17,8 = 10,5 133 = 6,7 192 += 10,1 18,1 + 97
HOMA-IR 373 £ 22 2,85 £ 1,5 4,15 £ 2,0 390 + 24
CT (mg/dl) 158,5 + 334 1579 + 28 160,9 + 357 158,5 + 293
HDL (mg/dl) 43,55 + 10,3 43,66 + 98 40,40 + 9,0 39,66 £ 9,0
LDL (mg/dl) 9483 + 289 97,75 + 26,2 98,72 + 31,7 96,57 + 27,5
TG (mg/dl) 98,45 + 46,2 81,81 + 282 110,38 =+ 47,6 110,96 =+ 50,5
keal / 24h 1935 + 587 2024 += 923 1965 =+ 811 2033 + 539
Apos intervencao (20 sem.)

Peso (kg) 66,2 + 14,7 60 + 13,0 68,9 + 18,5 658 + 133
Perda peso (kg) 1,90 + 3,7 3,59 + 3,6 1,98 + 3,1 320 + 38
IMC (kg/m2) 289 + 44 269 + 3,6 294 + 56 283 + 4,0
ZIMC 2,13 + 03 2,00 £ 03 2,16 + 04 2,10 £+ 04
Perda ZIMC 0,18 = 0,1 0,29 + 02 0,18 + 0,1 0,20 + 0,1
Circunf. abdominal (cm) 942 + 9,0 88,8 =+ 10,9 984 =+ 129 923 + 84
Glicemia jejum (nU/dl) 80 =+ 74 81 + 74 82 =+ 79 80 + 74
Insulina jejum (nU/dl) 144 £ 73 129 + 81 172 + 84 133 £ 74
HOMA-IR 2,80 + 1,3 242 + 1,5 349 + 1,8 2,64 + 1,6
CT (mg/dl) 156 + 29 159 + 28 158 + 38 160 = 30
HDL (mg/dl) 472 + 104 46,5 + 11,5 42,9 + 10,0 44,1 + 93
LDL (mg/dl) 89,5 + 277 92,7 + 26,0 939 + 355 950 += 275
TG (mg/dl) 98,9 £ 470 98,3 + 448 102,6 =+ 64,6 102,2 £ 412
kcal / 24h 1664 + 585 1551 + 406 1550 + 505,5 1439 + 597

Nota: Dados apresentados em média +desvio-padrao. Teste t de Student.

IMC: Indice de massa corporea. ZIMC:escore Z do IMC. PAS Pressdo Arterial. Sistolica. PAD: Pressdo Arterial.
Diastolica. HOMA-IR: Homeostasis Model Assesment para avaliagdo da resisténcia a Insulina. CT: Colesterol total.
HDL-C Lipoproteina de alta densidade. LDL-C: lipoproteina de baixa densidade. TG: Triglicerideos.

Grupos: 1.1 (GG/AA): selvagens do PLIN4* e PLING*
1.2 (GG/AT+TT): selvagens do PLIN4* a ¢ portadores do alelo T do PLING*
2.1 (GA+AA/AA): portadores do alelo A do PLIN4* ¢ selvagens do PLING*
2.2 (GA+AA/ATHTT): portadores do alelo A do PLIN4* e do alelo T do PLING*
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4.5.1 Resultados no Basal por haplétipos do PLIN4*/PLING*

Nao foram observadas diferencas significativas para medidas antropométricas
e consumo alimentar entre os quatro grupos na situacdo basal. Com relacdo as

variaveis metabolicas, houve diferencas para insulina, HOMA-IR, HDL-C ¢ TG

(Figura 19 e 20).
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Figura 19- Média de HDL-C e TG por haplotipo PLIN4*/PLING* .
HDL-C: lipoproteina de alta densidade TG: Triglicerideos

P=0,09
- ™
N

T
&
D
=
o=

1.1 1.2 2.1 2.2

Haplotipos PLIN4*/PLIN6G*

Figura 20- Média de HOMA-IR por haplétipo PLIN4*/PLING*
HOMA-IR : Homeostasis Model assesment da resisténcia a insulina.
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O grupo do haplétipo 1.2 (selvagem do PLIN4* e portadores do alelo T do
PLING*) demonstrou menores valores de HOMA-IR quando comparado com os trés
outros grupos: 1.1 (P=0,045), 2.1 (P=0,001) e 2.2 (P=0,009)(Figura 20).

Nenhuma crianca do grupo 1.2 apresentou concentragdes de TG>150mg/dL.

O grupo 2.1 (portadores do alelo A do PLIN4* e selvagem do PLING*)
apresentou uma prevaléncia alta de hipertrigliceridemia (20% apresentaram
TG>150mg/dL), hipertensao (27,7%) e glicemia>100 mg/dL (4%), sendo esta o

dobro dos niveis encontrados nos outros grupos.

Tabela 16- Frequéncia (%) dos componentes da SM em criancas e adolescentes obesos segundo
a presenca dos haplotipos PLIN4* /PLING*

1.1 1.2 2.1 2.2
GG/AA GG/AT+TT GA+AA/AA GA+AA/AT+TT

N=84 N=32 N=50 N=68 p
Circunferéncia abdominal >percentil 90 98,8 100 100 98,5 0,78
Pressao arterialPAS>130 ou PAS>85 x (mmHg) 12,3 13,3 27,7 19,4 0,15
Glicemia jejum >100 mg/dL 2,4 3,1 6,1 2,9 0,71
HDL-C<40 mg/dL 39,3 43,8 50 53 0,77
TG>150 mg/dL 14,3 0 20 16,2 0,74
SM 14,3 6,3 25 26,5 047

Nota: Critérios de SM do IDF (2007): Circunferéncia abdominal > percentil 90 e mais dois fatores: Pressdo
arterial PAS (sistolica) ou PAD (diastolica), Glicemia de jejum, HDL-C: lipoproteina de alta densidade , TG:
triglicerideos , SM: sindrome metabdlica.

A maior prevaléncia de SM foi encontrada nos grupos de haplétipos 2.1
(GA+AA/AA) e 2.2 (GA+AA/ATHTT), com 25% e 26,5%, respectivamente.
Os dois outros grupos apresentaram uma menor incidéncia de SM, sendo

14,3% para 1.1 (GG/AA) e 6,3% para 1.2 (GG/AT+TT) (Tabela 16) (Figura 21).
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1.1 1.2 2.1 2.2
Haplotipos PLIN4*/PLIN6*

Figura 21- Prevaléncia de SM por haplétipo PLIN4*/PLING*

4.5.2 Resultados apos intervencio por haplétipos PLIN4*/PLIN6*

O grupo 1.2 (selvagens do PLIN4* e portadores do alelo T do PLING*)
obteve a melhor resposta com a relacdo a perda de peso (Figura 22).
Em comparacdo com os outros grupos, foi observada uma diminuig¢ao

significativa do ZIMC: 1.1 (P=0,002), 2.1 (P=0,006) e 2.2 (P=0,018) (Figura 23).

Perda de peso (kg)
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Figura 22- Perda de peso nos grupos de haplétipos PLIN4*/PLIN6*
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O haplétipo 2.1 (portadores do alelo A do PLIN4* e selvagens do PLING*)
permaneceu com os maiores valores de HOMA-IR em relagao aos outros grupos: 1.1

(P=0,05), 1.2 (P=0,014) e 2.2 (P=0,01) (Figura 24).
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Figura 23- Perda de ZIMC nos grupos de haplétipos PLIN4*/PLIN6*
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Figura 24- HOMA-IR apo6s interven¢io nos grupos de haplétipos PLIN4*/PLIN6*
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No presente estudo, observamos que a obesidade no grupo pediatrico,
independentemente de seu grau de gravidade, apresenta-se acompanhada de aumento
da circunferéncia abdominal, principal fator associado ao risco cardiovascular'**.

As criangas e adolescentes obesos envolvidos nesta pesquisa apresentaram
maiores niveis pressoricos, HOMA-IR e trigliceridemia e menores concentragdes de

HDL-C, que sdo fatores associados & doenca cardiovascular'®'%%'7

, quando
comparados ao CAE. Observamos uma ocorréncia importante de fatores de risco
associados a obesidade, destacando-se a hiperinsulinemia que, apesar de ndo fazer
parte dos critérios utilizados no diagndstico de SM, nao foi observada em individuos
sem obesidade e estava presente em quase 40% dos CAO. Os valores que
encontramos estdo de acordo com as evidéncias de que sdo frequentemente
encontradas concentragdes elevadas de insulina em obesos, por conta do aumento da
secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas, como uma compensagao para a
resisténcia a sua acdo' .

O programa multidisciplinar com modificacdo do estilo de vida e orientagao
nutricional é descrito como sendo a melhor intervencdo na obesidade infantil'®''°.
Apbs 20 semanas, observou-se que 96,2% das criancas e adolescentes obesos
diminuiram o grau de obesidade (com diminui¢do média de 10% de ZIMC e de 2,5kg
de peso corporal). Os resultados decorrentes da nossa intervencao assemelham-se aos

111,112

dados da literatura Os estudos de intervengdo que trazem os melhores

resultados quanto ao emagrecimento sdo aqueles em que as criangas permanecem em
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um sistema de internato, com alimentagdo controlada e pratica de atividade fisica
regular'®. Em um estudo de revisdo que pretende avaliar diversos programas de
intervencgdo, verificou-se que os resultados mais relevantes sdo encontrados em
programas aplicados em um periodo de 6 meses a 1 ano que incluem educagao
nutricional e promog¢do de atividade fisica e nos quais ha estimulo para o
envolvimento dos pais''*.

A taxa de abandono do tratamento em nosso servigo de obesidade infantil foi
de 22%, menor do que aquela encontrada em algumas publicagdes da literatura' >,
Esta taxa de adesdo pode ser explicada por ser este um programa de atendimento
multidisciplinar mensal e pela maior informagdo fornecida através das aulas sobre
alimentacdo, pelo apoio psicologico, pela atividade fisica e pelo efeito da interacdo
entre as criangas no tratamento em grupo.

Ressaltamos que, no presente estudo, ao avaliar o consumo calérico, ndo se
observou diferenca na média de ingestdes (em kcal) entre o grupo eutréfico e o grupo
obeso, as quais estiveram inclusive abaixo dos requerimentos energéticos estimados
para este grupo etario. Apesar de termos utilizado a metodologia recomendada para
aplicacdo do registro de consumo alimentar de trés dias, ¢ bastante provavel que
tenha havido uma subestimagdao no relato de ingestdao dos CAO. Além disso, a
avalia¢do das ingestdes do grupo CAE foi realizada pelo método de recordatdrio de
24 horas com um desvio padrio importante. A ocorréncia do sub-relato também foi

7, ao avaliarem o consumo de meninas

observada por Fontanive e col. (2002)
brasileiras. Por sua vez, Goris & Westerterp (2000)''® identificaram uma

discrepancia entre a ingestdo energética relatada e o gasto energético, medido pelo

método de dgua marcada, de 20% a 50% em individuos obesos.
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Quanto ao consumo energético, foi obtida diminuigao significativa (média de
404 kcal) apos a intervengdo. Em uma pesquisa comparando criangas obesas nao
tratadas com criancas obesas submetidas a intervencdo por um periodo de 3 meses,
Nemet e col. (2005)'"” observaram que, entre as 24 que completaram os 3 meses de
tratamento, houve diminuicdo significativa no consumo de calorias, carboidratos,
lipideos e proteinas. O déficit energético observado pelos autores apds a intervengao
foi de 390 kcal, semelhante aos nossos resultados.

No presente estudo, avaliamos trés polimorfismos (PLIN1*, PLIN4* e
PLIN6*) ¢ obtivemos frequéncias similares aquelas na literatura’’*®*2. Também
observamos um desequilibrio de ligacdo (LD) entre PLIN1* e PLIN4*, como ja
descrito em outras popula¢des’’; devido a este LD, nossos resultados para estes dois
polimorfismos ficaram similares. Descrevemos apenas os resultados para PLIN4* e
PLING*.

Estes polimorfismos sdo bastante frequentes e observamos, no grupo de
criangas e adolescentes obesos avaliado, que 50,4% das criancas sdo portadoras de
pelo menos um alelo A do PLIN4* e 42,7% sdo portadoras de pelo menos um alelo
T do PLING*.

Mostramos que os SNPs do gene PLIN1 t€ém influéncia no risco de SM e na
perda de peso apds a intervencdo com orientagdo nutricional e aconselhamento
comportamental.

A presenca do alelo A do PLIN4* 11482G>A foi associada a um maior risco
de Sindrome Metabodlica, enquanto a presenga do alelo T do PLING* 14995A>T foi
associada a uma melhor resposta de perda ponderal apds o periodo de intervengao

multidisciplinar.
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Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas significativas nas medidas
antropométricas € consumo alimentar no ponto basal entre os grupos de portadores
dos polimorfismos estudados da perilipinal, os portadores do alelo A do PLIN4*
apresentaram uma prevaléncia maior de SM. Esta se deve principalmente a
ocorréncia de hipertrigliceridemia e hipertensdo e a um risco relativo de SM, o qual
passa de 2,4 (95% Intervalo de confianca 1,1-4,9) no genétipo GA para 3,5 (95%
Intervalo de confianca 1,2-9,9) no gendtipo AA quando comparados ao gendtipo
selvagem (GG). Nossos dados demonstraram que, na presenca de obesidade, o alelo
A do PLIN4* estava associado a um pior perfil metabolico, com concentragdes
maiores de TG e maior resisténcia a insulina (HOMA-IR) e concentragdes menores
de HDL-C, além de uma prevaléncia duas vezes maior de SM em comparagdo com o
genotipo selvagem (25,9% e 12,1%, respectivamente).

Observamos ainda que o alelo A do PLIN4* esta associado a uma maior
resposta insulinica no teste oral de tolerancia a glicose e maior resisténcia a insulina
(HOMA-IR).

Estes achados contrastam com estudos encontrados na popula¢do adulta em
geral, os quais observaram uma associagdo entre a presenga do alelo A do PLIN4* e
risco menor de obesidade’”*2. Estudos prévios demonstraram que mulheres homozigotas
para o alelo A do PLIN4* apresentavam menor expressdo de perilipinal e maior lipolise
no tecido adiposo subcutineo, quando comparadas as mulheres com genétipo
selvagem’. A lip6lise observada nos portadores do alelo A do PLIN4* ocasiona maior
liberagao de AG na corrente sanguinea, limitando o armazenamento de TG.

Entretanto, em nossa populacdo, o sedentarismo em conjunto com a

inadequagdo dos habitos alimentares poderia sobrepor a protecdo oferecida pela
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presenca do alelo A por conta do aumento de acidos graxos livres liberados pelo
adipdcito. Sugerimos que a sobrecarga de AG nao esterificados no plasma leva a um
desequilibrio do perfil metabdlico nos portadores do alelo A do PLIN4*. No modelo
animal knock-out da perilipinal, a lipolise acentuada leva a resisténcia a insulina'?.
Sabe-se que no ser humano a associagdo de obesidade e sobrecarga de AG nao
esterificados no plasma também pode levar & resisténcia & insulina'?' e,
posteriormente, ao diabete tipo 2'%.

O alelo A do PLIN4*, apesar de associado a um menor risco de obesidade em
varias populagdes, pode tornar-se um obstaculo para reconquistar a homeostase
metabolica quando maus hébitos alimentares e o sedentarismo facilitam a instalagao
da obesidade. Esse achado esta de acordo com um resultado recente sugerindo que a
obesidade pode influenciar associacdes entre as variagdes do gene PLIN1 e o risco de
diabete'>.

Em adultos obesos portadores do alelo A do PLIN4*, observou-se resisténcia
a perda de peso durante o periodo de um ano de intervencao com dieta com restricao
calorica quando comparados a portadores do genétipo GG*. Néo confirmamos este
achado porque todas as criangas perderam peso e nao houve diferenca significativa
na perda de peso ou ZIMC entre os genotipos do PLIN4*. A alteragdo metabodlica
que observamos nessas criangas portadoras do alelo A do PLIN4* poderia constituir
uma barreira a perda de peso futura, visto que esses pacientes mantiveram a maior
resisténcia a insulina ap6s intervengao independente da perda de peso.

Os portadores do alelo T do PLING6* apresentaram uma maior perda de peso

(3,3 kg x 1,9 kg) e uma maior redu¢dao no ZIMC (10% x 7,8%) apos 20 semanas de

interven¢do multidisciplinar quando comparados ao genétipo selvagem AA. Este
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polimorfismo PLING* foi associado em varias populacdes a um risco maior de

obesidade ¢ de CA maior .

Embora ndao tenham apresentado diferencas
antropométricas ou metabdlicas na populacdo de CAO antes da intervengdo, os
portadores do alelo T do PLING* demonstraram uma melhor resposta apds 20
semanas de tratamento multidisciplinar para perda de peso.

Estes dois polimorfismos PLIN4* e PLING* apresentam diferentes influéncias
nos fendtipos associados a obesidade. Questionamo-nos qual seriam os fenétipos dos
portadores das duas variantes. Constituimos haplotipos PLIN4* 11482G>A / PLING*
14995A>T classificando as criancas em 4 grupos: 1.1 (selvagem, sem variante), 1.2
(com alelo T PLING*), 2.1 (com alelo A PLIN4*) e 2.2 (com alelo A PLIN4* ¢
T PLING*).

O efeito da presenca do alelo A do PLIN4* no maior risco de SM foi avaliado
com os haplotipos PLIN4* 11482G>A / PLIN6* 14995A>T, sendo observado que a
prevaléncia de SM era quatro vezes maior nos grupos 2.1 (AA) e 2.2 (AT) (ambos
portadores do alelo A do PLIN4*) do que no grupo 1.2 (GT) (portadores somente do
alelo T do PLING*), confirmando o efeito do alelo A do PLIN4* no risco relativo de
SM mesmo com a presenca do alelo T do PLING*.

Para avaliarmos a influéncia da presenca do alelo T do PLING*, estudamos
as criangas do grupo 1.2. Neste grupo, a prevaléncia de SM foi de 6% e, quando
comparado ao grupo selvagem 1.1, foi de 14%, o que evidencia que a presenca do
alelo T do PLING* confere uma protecdao contra a SM em comparagdo as criangas
selvagens do haplotipo. Poderiamos inferir com este resultado que as criangas
portadoras do alelo T do PLING* (sem a presenca do alelo A do PLIN4*) teriam

uma maior “adaptacdo” metabodlica a obesidade sem apresentarem a mesma
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frequéncia de alteragdes durante o periodo de investigagdo em comparacao com 0S
outros genotipos.

Observamos ainda que o grupo 1.2 teve uma diminui¢do mais expressiva no
ZIMC em comparacdo com o grupo 1.1 (12,7% x 7,8%), assim como os grupos 2.1 e
2.2. O efeito do alelo T do PLING6* na proteg¢ao contra SM e na maior perda de ZIMC
parece ter uma influéncia menor, sendo inativado pela presenga do alelo A do
PLIN4* .

O presente estudo ¢ o primeiro a relatar que criangas e adolescentes obesos
portadores do alelo T do PLING6*, mesmo com grau de obesidade semelhante ao
genotipo selvagem, tém menores alteragdes metabodlicas e apresentaram uma melhor
resposta a intervengao multidisciplinar.

Estudos da literatura associaram a presenca do alelo T do PLING* a maior
risco de obesidade em algumas populacdes’™’”’. As criancas portadoras do alelo T do
PLING* avaliadas em nossa pesquisa ttm o mesmo grau de obesidade que a forma
selvagem. Nossos dados indicam que a presenca do alelo T do PLING* ndo esta
associada ao maior grau de obesidade e conferiu a nossa populacdo de criangas
obesas um efeito protetor contra desenvolvimento de alteragdes metabolicas.

Nao observamos estudos funcionais publicados sobre o polimorfismo
PLING*, mas Jang et al. (2006)'** demonstraram que PLIN4* ¢ PLIN6* podem estar
localizados na regido 3’°, onde ocorre “splicing alternativo”, alterando o produto de
transcri¢do e resultando em isoformas de perilipinal. Estas isoformas protéicas
foram transcritas de RNAm “spliced” e mostraram uma eficiéncia alterada a lipdlise.

Esses polimorfismos nio estdo na regido traduzida do PLIN1. O PLIN4*

encontra-se na regido intronica e o PLING* na regido exoOnica ndo transcrita. Uma
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hipétese ¢ que eles estejam em desequilibrio de ligagdo com outra regido com
variantes funcionais'*.

Esse estudo demonstra que criangas e adolescentes, mesmo com um padrao
de obesidade similar, podem apresentar perfis metabdlicos e respostas a intervengao
diferentes. A variabilidade dos SNPs do PLIN1 pode ter um efeito significativo em
resposta a perda de peso e a Sindrome Metabolica. Apesar disso, precisamos ser
cautelosos ao extrapolar essas conclusdes para outras populacdes, além de ser
necessaria a replicacao deste estudo.

Apesar das limitagdes encontradas, o presente estudo parece confirmar os
achados da literatura sobre as associacdes do PLINL com a obesidade. Os beneficios
potenciais da avaliagdo molecular personalizada sdo importantes, e este trabalho
contribui para o conjunto de informagdes que pode eventualmente levar a este objetivo.

O aconselhamento preventivo com mudanga do estilo de vida, que ¢ sempre
retratado como pratica saudavel, deveria ser enfatizado especialmente em criangas e
adolescentes portadores do alelo A do PLIN4* que apresentam sobrepeso. De fato,
este polimorfismo ¢ descrito como protetor contra a obesidade nas populagdes,
provavelmente por ter uma lipdlise acelerada. Apoés instalagdo da obesidade, tal
prote¢do desaparece, dando origem a um maior comprometimento metabdlico.

Por fim, nossos dados demonstram que polimorfismos comuns da perilipinal
podem prognosticar resultados diferentes do tratamento multidisciplinar em criangas e
adolescentes obesos ¢, dessa forma, intervencoes diferentes devem ser consideradas.

Ressaltamos com essas observagdes a importancia da avaliacdo da obesidade
infantil como uma doenga, na qual os individuos ndo sdo iguais e, portanto,

apresentam respostas metabolicas diferentes.
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A presenca do alelo A do PLIN4* ¢ associada a um risco maior de sindrome

metabolica.

Os portadores do alelo T do PLING* apresentam uma resposta melhor ao

programa de reeducacdo alimentar e de atividade fisica.

Estudos dos haplétipos:

- A presenga do alelo A do PLIN4* deteriora a resposta ao programa de
reeducacao alimentar dos portadores do alelo T do PLING*

- A presenca do alelo T do PLN6* (sem o alelo A do PLIN4*) tem um efeito
protetor a SM em comparagao com o selvagem.

Os polimorfismos PLIN4* e PLING*, frequentes em nossa populacdo, tém

influéncia nas co-morbidades e podem ajudar a antecipar os resultados de

estratégias de tratamento multidisciplinares. Eles poderiam ser considerados

como base para a prevencao e o tratamento.



7 ANEXOS



Anexos

ANEXO 1

ORIGINAL ARTICLE

&3

Endocrine Research

Effects of Perilipin (PLIN) Gene Variation on
Metabolic Syndrome Risk and Weight Loss in Obese
Children and Adolescents

Sophie Deram, Christiane Y. Nicolau, Pablo Perez-Martinez, lsabel Guazzelli, Alfredo Halpern,
Bernardo L. Wajchenberg, Jose M. Ordovas, and Sandra M. Villares

Labaratory of Human Mutrition and Metabolic Disease (5.0, C.Y.N., 1.G., AH., S M.V.), Laboratdrio de Investigacao Meédica 25,
Faculdade de Medicina da Universidade de 530 Paulo (FMUSP), and Children Obesity's Outpatient Clinic, Hospital das Clinicas of the
University of Sao Paulo Medical School, University of Sao Paulo Medical School, Sao Paulo, Brazil CEP 01246-903; Reina Sofia University
Hospital (P.P.-M.), Lipids and Atherosclerosis Research Unit, University of Cordoba, CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y Mutricion
(CIBEROBMN), 14071 Cordaba, Spain; Endocrine Service and Heart Institute of the Hospital das Clinicas FMUSP (B.L.W.), 05403-000 Sao
Paulo, Brazil; and Nutrition and Genomics Laboratory (1.M.0.), Jean Mayer U.5. Department of Agriculture Human Nutrition Research
Center on Aging at Tufts University, Boston, Massachusetts 02111

Context: Genetic polymorphisms at the perilipin (PLIN) locus have been investigated for their
potential utility as markers for obesity and metabolic syndrome (MS). We examined in obese
children and adolescents (OCA) aged 7-14 yr the association of single-nucleotide polymorphisms
(SNP) at the PLIN locus with anthropometric, metabolic traits, and weight loss after 20-wk multi-
disciplinary behavioral and nutritional treatment without medication.

Design: A total of 234 OCA [body mass index (BMI = 30.4 + 4.4 kg/m?; BMI Z-score = 2.31 = 0.4)
were evaluated at baseline and after intervention. We genotyped four SNPs (PLINT 6209T—C,
PLIN4 11482G— A, PLINS 13041A—G, and PLING 14995A—T).

Results: Allele frequencies were similar to other populations, PLINT and PLIN4 were in linkage
disequilibrium (D' = 0.999; P < 0.001). At baseline, no anthropometric differences were observed,
but minor allele A at PLINg was associated with higher triglycerides (111 = 49 vs. 94 + 42 mg/d|;
P = 0.003), lower high-density lipoprotein cholesterol (40 = 9 vs. 44 = 10 mg/dl; P = 0.003) and
higher homeostasis model assessment for insulin resistance (4.0 = 2.3vs. 3.5 = 2.1; P= 0.015). Minor
allele A at PLING was associated with MS risk (age and sex adjusted) hazard ratio 2.4 (95% confi-
dence interval = 1.1-4.9) for genotype GA and 3.5 (95% confidence interval = 1.2-9.9) for AA.
After intervention, subjects carrying minor allele T at PLING had increased weight loss (3.3 = 3.7 vs.
1.9 =+ 3.4 kg; P= 0.002) and increased loss of the BMI Z-score (0.23 = 0.18 vs. 0.18 = 0.15; P= 0.003).
Due to group size, risk of by-chance findings cannot be excluded.

Conclusion: The minor A allele at PLIN4 was associated with higher risk of MS at baseline, whereas
the PLING SNP was associated with better weight loss, suggesting that these polymorphisms may
predict outcome strategies based on multidisciplinary treatment for OCA. (J Clin Endocrinol Metab
93: 4933-4940, 2008)

he worldwide increasing prevalence of obesity in children
and adolescents threatens to affect both their current social
integration and their future adult health (1-3) and underscores
the urgency to find efficient and successful preventive and ther-
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apeutic measures (4). The basis for this increase in obesity has
been attributed to the current obesogenic environment; however,
genetic factors (5) play a significant role in both the predisposi-
tion to gain as well as the resistance to lose excess body weight.

Abbreviations: BMI, Body mass index; HDL, high-density lipoprotein; HOMA-IR, homeosta-
sis model for insulin resistance; LD, linkage di lib ; LDL, low-density
lipoprotein; M5, metabolic syndrome; OCA, obese children and adolescents; OGTT, oral
gluecose tolerance test; SNP, single-nucleotide pok phism; TC, total chol I, TG,
triglyceride; VLDL, very-low-density lipoprotein.
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In Brazil, the prevalence of overweight experienced a 3-fold
increase in children and adolescents in the period from 1974
1997, especially in urban areas and at the higher end of social
class (6). Recently, the Brazilian Consumer Expenditure Survey
(2002-2003) estimated that 16.7% of young people (10-19 yr)
were affected by overweight, and 2.3% were affected by obesity
(7), with the highest prevalence (22.4%) being detected among
individuals aged 10-11 yr.

Perilipins are proteins localized at the surface of the lipid
droplet in adipocytes, steroid-producing cells, and ruptured ath-
erosclerotic plagues, and they play a key role in the cellular reg-
ulation of triglyceride deposition and mobilization (8). Perilipin
facilitates the formation and storage of lipids (inhibiting lipoly-
sis) in droplets as well as the increase in lipolysis upon stimula-
tion with catecholamines. Perilipin knockout mouse models are
resistant to diet-induced obesity, display reduced body fat, and
paradoxically, develop an increased risk of glucose intolerance
and peripheral insulin resistance (9). In obese women (compared
with normal-weight women), basal and noradrenalin-induced
rates of lipolysis were found to be 2- to 4-fold increased, whereas
the perilipin content of adipocytes decreased by 50% (10).

In humans, the perilipin gene (PLIN) has been localized to
chromosomal location 15g26.1 (11), within a region previously
linked to obesity, hypertriglyceridemia, and diabetes (12, 13).
We have shown that polymorphisms in the PLIN locus were
associated with obesity-related phenotypes in White, Malay, and
Indian women but notin Chinese women (11, 12), and none were
found on a large group of French Caucasian men and women
(13). Moreover the PLIN4 11482 G— A was associated with
weight-loss resistance in an obese population (14). Furthermore,
in patients with type 2 diabetes treated with rosiglitazone, the
variant A of PLIN4 showed less increase in body weight (15).
Most probably, none of the single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) examined are functional, but they may be in linkage dis-
equilibrium (LD} with so far undetected SNPs. Taken together,
the experimental and observational data support the hypothesis
that PLIN plays an important role in the pathogenesis of obesity
and may be involved in human lipid metabolism (16, 17).

In view of the current evidence in adult populations, we
investigated whether the PLIN locus was associated with an-
thropometric and metabolic measures and weight reduction in
response to a 20-wk behavioral and nutritional recommen-
dation treatment in a group of Brazilian obese children and
adolescents (OCA).

Patients and Methods

Patients and study design

Study subjects consisted of 335 OCA aged from 7-14 yr old partic-
ipating in a 20-wk lifestyle and nutritional reeducation weight-loss pro-
gram with balanced diet and without weight-loss medication supported
by nutritionists, physical therapists, psychologists, and endocrinologists.
Ofthose, 75 didn"t conclude the program (22.4%), and 26 were excluded
(missing results for laboratory, anthropometric, or genetic measures).
Thus, statistical analyses were based on 234 OCA [ 78 boys and 156 girls,
aged 10.7 = 1.3 yr; body mass index (BMI) = 30.4 = 4.5 kg/m?, BMI
Z-score = 2.31 % 0.28; 49% pubescent] randomly selected among those
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referred to the Children Obesity’s Outpatient Clinic of the Hospital das
Clinicas of the University of Sio Paulo Medical School.

This study included only children and adolescents with a BMI greater
than the 95th percentile charts (by age and gender) from Centers for
Disease Control growth charts (18). Children with diagnosed endocrine
or genetic disease associated with or prone to obesity were excluded from
the study. The study was approved by the Institutional Ethical Commit-
tee. The patients and their parents were given written and oral complete
information about the research project, its purposes, procedures, and
potential risks and had signed the consent forms.

Multidisciplinary clinical intervention

Subjects visited monthly the outpatient clinic and had a nutritional
and eating behavior group meeting, a personalized nutritional orienta-
tion, a personal diet survey, a meeting with a psychologist, a group
meeting (six to 10 participants per group) with a physical educator, and
a consultation with an endocrinologist. Whenever necessary, the chil-
dren were invited to consult the clinic psychiatrist. The nutritional course
was oriented on recommendations of food-based dietary guidelines con-
sidering the dietary habits of children and families, with an average of
1800 keal/d and no restrictive but balanced diet education program.

Dietary evaluation was based on a 3-d food intake record. In the first
visit at the clinic, patients received dietary questionnaires to be filled out
at home for three different days, including one weekend day. Patients
were responsible for completing the food record, with their parent’s
supervision. The nutrition team provided appropriate information about
portion sizes using graphic examples. The notes were reviewed during
treatment to correct possible errors, thereby vetting the information for
use to estimate the consumption of the children using the Virtual Nutri
version 1.0 for Windows software.

Anthropometric and laboratory measurements

Familial medical history was collected by questionnaire. Weight and
height of patients were measured to the nearest 0.1 ¢m and 0.1 kg,
respectively, to establish BMI and BMI Z-score according to the curves
of the Centers for Disease Control. Waist circumference was measured
at the umbilicus with a nonstretchable tape. Pubertal developmental
stage was determined according to the method of Marshall and Tanner
(19, 20). Body composition was analyzed by bioelectrical impedance
analysis method with body composition analyzer equipment (R]L Sys-
tems, Inc., Clinton Township, MI), using an adequately validated for-
mula for age, weight, and height to estimate lean and fat mass (21). Sitting
blood pressure was obtained using the right arm after the subject had
rested quietly for at least 5 min.

To evaluate the metabolic profile, blood samples were taken via an-
tecubital vein catheter for the measurement of glucose, insulin, total
cholesterol (TC), high-density lipoprotein (HDL)-C, low-density li-
poprotein (LDL)-C, very-low-density lipoprotein (VLDL)-C, and tri-
glyceride (TG) at fasting. Glucose was determined by an automatic en-
zymatic colorimetric method using hexokinase (Cobas Integra; Roche,
Basel, Switzerland). Insulin was determined by Auto Delfia fluoroim-
munoassay (Perkin-Elmer, Turku, Finland). TC, HDL-C, and TG were
analyzed by automatic enzymatic colorimetric method (Cobas Mira; F.
Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) using commercial kits from
Roche (Mannheim, Germany). LDL-C and VLDL-C were determined by
Friedewald formula VLDL-C = TG/S and LDL-C = TC — (HDL-C +
VLDL-C). The homeostasis model assessment for insulin resistance
(HOMA-IR) was calculated using the following formula: insulin resis-
tance = insulin (pU/ml) * glucose (mmol/liter)/22.5. Oral glucose tol-
erance test (OGTT) was performed by giving 1.75 g/kg up to a maximum
of 75 g glucose solution and blood withdrawn at 0, 30, 60, 90, and 120
min afterward for the measurement of plasma glucose and insulin. Leptin
and adiponectin were evaluated through ELISA kits (Linco Research, St.
Louis, MO).

Metabaolic syndrome (MS) was defined using the International Dia-
betes Foundation (IDF) criteria (22), which for the 10- to 16-yr-old age
group included obesity at 90th percentile or higher (or adult cutoff if
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lower), assessed by waist circumference, and then two of the following:
triglycerides at least 150 mg/dl, HDL-C higher than 40 mg/dl, blood
pressure at least 130 mm Hg systolic or at least 85 mm Hg diastolic,
plasma glucose at least 100 mg/dl {(OGTT recommended), or known type
2 diabetes mellitus. We applied these criteria to all children of the study.

PLIN genotyping

The genotyping study was carried out in the Nutrition and Genomics
Laboratory, at the Jean Mayer U.S. Department of Agriculture Human
Nutrition Research Center on Aging. DNA extraction was performed by
standard procedures. Four polymorphisms at the PLIN locus were geno-
typed: PLINT 6209T—C (rs2289487, intron 2), PLIN4 11482G—A
(rs894160, intron &), PLINS 13041A—G (rs2304793, exon 8, synon-
ymous), and PLING 14995A—T (rs1052700, exon 9, untranslated re-
gion). Genotyping was carried out using the 5"-nuclease allelic discrimi-
nation TagMan assay with ABI 7900HT system (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Standard good laboratory practices were undertaken to
assure the accuracy of genotype data. Internal controls and repetitive ex-
periments were used, Final success rate for PLIN genotyping in the study
participants was 99%. This study included OCA randomly selected among
those attending the Childhood Obesity’s Outpatient Unit in the city of Sio
Paulo, Brazil. The Brazilian population is a very mixed one when consid-
ering genetics (23), and because our work is an intervention study compar-
ing the same cohort, we didn't consider evaluating admixture.

Statistical analysis

x° tests were used to verify differences between observed and ex-
pected frequencies, assuming Hardy-Weinberg equilibrium, to test LD
and differences in percentages. Pairwise LD coefficients were estimated
by the HELIX TREE program. D and D' coefficients were calculated.
Normal distribution for all continuous variables was tested, and some
were logarithmically transformed. At baseline, independent ¢ test for in-
dependent groups was applied to compare crude means between genotypes.
In addition, to estimate and compare adjusted means, analysis of covariance
was used to test the null hypotheses of no association between genetic vari-
ants and obesity-related phenotypes. For haplotypes, ANOVA and Turkey
test were performed. When interactions showed a P value <0.05, post hoc
analyses with Turkey tests were performed. Using the x* test, we investigated
association between assessed categorical variables, Logistic regression mod-
els were firted to estimate the hazard ratio with 95% confidence interval,
Finally, paired-sample ¢ tests were performed to compare variables at base-
line and after intervention. All tests were conducted with an e = 0.05 and
values of P < 0.05 were considered significant. Statistical analyses were
performed using SPSS software. The power of the sample size was calculated
through MINITAB for windows and was evaluated at 83%. The size of the
group is small, and the risk of by chance findings cannot be excluded for
some of the variables examined.

Results

In the current study, we did not detect gender heterogeneity in the
results. Therefore, data for boys and girls were analyzed to-
gether. The frequencies for the less common allele of the PLINT,
PLIN4, PLINS, and PLING polymorphisms were 0.48, 0.30,
0.38, and 0.26, respectively. Genotype distributions did not de-
viate from Hardy-Weinberg expectations (supplemental Table 1,
published as supplemental data on The Endocrine Society’s Jour-
nals Online web site at http://jcem.endojournals.org). Figure 1
shows the LD plot (D') for the SNPs examined. Strong pairwise
LD was observed between the PLINT and the PLIN4 polymor-
phisms (D' = 0.99; P < 0.001). Conversely, D' for PLIN5 and
PLING are much lower, and in addition, these SNPs are part of
the DNA Block that includes the 3’ of the PLIN locus. Similar
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FIG. 1. Pairwise (D'} plots for representative regions of PLIN gene for the four
SNPs studied: PLINT (rs2289487), PLING (rsB94160), PLINS (rs2304795), and
PLING (rs1052700). Each square in the triangle plots the level of LD between a
pair of sites; comparisons between neighboring sites lie along the diagonal.
Darker shade indicates strong LD; Nighter indicates weak LD.

metabolic and anthropometric results were observed between
PLIN1 and PLIN4 SNP groups due to their LD, and PLINS
SNPs did not reveal any significant associations; therefore, we
limited our study to PLIN4 and PLING.

Association between PLIN SNPs and baseline data

The basal anthropometric, biochemical, and clinical charac-
teristics by genotype are shown in Table 1. No significant allele-
related differences in metabolic measures were observed at base-
line for PLING SNPs.

However, there were significant baseline differences for
PLIN4 with higher TG (P = 0.003) and lower HDL-C (P =
0.003) for the minor A allele. We also observed that the minor A
allele of PLIN4 was associated with higher insulin concentra-
tions (P = 0.034) and HOMA-IR measures (P = 0.015). No
significant associations were observed between these two SNPs
and glucose, TC, leptin, and adiponectin concentrations or for
body composition results. None of the PLIN SNPs showed any
association with baseline daily caloric intake (Table 1).

Using the IDF criteria in children, we observed that 44 (19%)
of the 232 children and adolescents were classified as having M5
(two didn’t have all needed measurements available for classifi-
cation) (Table 2).

At baseline, subjects carrying the minor A allele at PLIN4 had
a significantly higher prevalence of M5 (25.9%) compared with
12.1% for the GG genotype.

Hazard ratios for the presence of MS using as reference the
wild-type GG for PLIN4 11482G— A was evaluated using lo-
gistic regression after adjusting for sex, age, and pubertal stage.
The MS hazard ratio for the genotype GA was 2.38 (95% con-
fidence interval = 1.1-4.9) and for AA 3.46 (95% confidence
interval = 1.2-9.9). There was no difference in MS prevalence
for SNP PLING. These results were confirmed on the whole
group at baseline when including children who didn’t finish the
intervention.
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TABLE 1. Anthropometric and metabolic parameters at baseline and after 20 wk intervention according to PLINS and PLING

variants
PLING 11482G—A PLING 14995A—T
GG (n = 116) GA+AA (n = 118) P AA (n = 134) AT+TT (n = 100) P
Baseline
Age (yr) 107+13 106+13 0.91 10.7x14 106=1.2 0.83
Weight (kg) 66.8 = 141 69.8 = 16.5 0.18 69.1 = 16.3 67.3 =141 0.43
BMI (kg/m?) 30.1 = 39 306 + 5.0 053 30.7 + 4.7 30.0 + 4.1 0.28
BMI Z-score 230 +03 232+03 0.88 232=03 229+03 0.46
Waist circumference (em) 957 =95 97.1 x11.7 0.39 971114 956+ 96 0.33
Blood pressure systolic (mm Hg) 111 £13 113+16 042 112+14 112 +15 099
Blood pressure diastolic (mm Hg) 7012 7012 0.80 70x12 AN 0.35
Fasting glycemia (mg/dl) 857 86+ 8 0.16 85+ 8 86+ 7 0.37
Fasting insulin (pU/mil) 165+98 18698 0.037 183 =103 165+ 9.1 0.20
HOMA-IR 35x21 4023 0.02¢ 39x22 36x22 0.21
TC (mg/dl) 158.3 + 319 159.5 + 32.0 0.75 159.4 + 341 158.3 + 28.7 0.98
HDL-C (mag/dl) 436 =101 40.0 = 9.0 0.003* 424 +99 409 *+94 0.27
LDL-C (mg/dl) 956 = 281 97.5+293 0.64 963+ 299 97.0 270 0.76
TG (mg/dl) 939425 110.7 £ 491 0.003* 102.9 = 46.9 101.6 = 46.5 0.98
Diet (kcal/d) 1951 * 648 2001 * 672 0.69 1946 * 671 2031 + 639 0.51
After intervention (20 wk)
Weight (kg) 64.5 + 145 67.1 £ 157 0.19 67.2 = 16.2 640+ 134 0.43
‘Weight loss (kg) 24x37 27*36 051 1.9x35 33x37 0.00°
BMI (kg/m?) 28343 288 48 0.51 29149 27.8x39 0.04*
BMI Z-score 210+03 212+04 0.65 214+ 04 20603 0.1
BMI loss Z-score 0.21 =02 019 =01 043 018 =01 023+02 0.01¢
Waist circumference (cm) 931 +95 94.5 = 10.6 0.51 955+ 105 91.4+90 0.05
Fasting glycemia (mg/dl) 807 80+8 0.75 80+ 8 B0 %7 0.56
Fasting insulin (uU/ml) 141 +75 150+ 8.0 0.51 155*=738 132=76 0.02°
HOMA-IR 27x14 3.0x1.7 0.43 3115 2616 0.01*
TC (mag/dl) 156.9 £ 29.0 158.7 £ 33.2 0.79 156.6 = 326 159.3 = 291 0.45
HOL-C (mag/dl) 47.0 =10.7 436+ 96 0.027 456 = 104 44.8 = 101 0.64
LDL-C (mg/dl) 90.4 * 27.1 946 + 31.0 035 91.2 + 30.7 94.3 + 26.9 0.31
TG (mg/dl) 98.7 = 46.2 102.4 + 521 0.7 100.2 = 539 1009 = 422 0.60
Diet (kcal/d) 1637 + 543 1493 + 549 0.21 1618 = 551 1474 = 540 0.25
n =234

* P < 0.05, independent t test.

OGTT

An OGTT was performed in 229 of the 234 obese children.
We didn’t observe allele-related differences for glucose; how-
ever, the average area under the curve for insulin was signifi-
cantly higher for carriers of the minor A allele at PLIN4 (P =
0.0035). Specifically, A allele carriers had significant or borderline

TABLE 2. Prevalence of MS per polymorphisms PLIN4 and
PLING

PLIN4 11482 PLING 14995
G—A A—T
GG GA+AA AA  AT+TT

MS (IDF criteria) (n = 232) (%) (%) (%) (%)

Waist circumference =90th 99.1 99.1 99.2 99.0
percentile

Blood pressure =130 SBP or 126 22.8 18.0 17.5
=85 DEP (mm Hg)

Glucose =100 mg/dl 26 4.3 38 3.0

HDL <40 ma/dl 40.5 51.7 433 50.0

TG =150 mg/dl 10.2 178 16.4 11.0

Total (n = 44, 19% have MS) 121 25.9 18.2 20.0

DBP, Diastolic blood pressure; IDF, International Diabetes Federation; SBP, systolic
blood pressure,

significantly higher insulin levels at baseline (P = 0.066) and 30
(P=0.011),60 (P = 0.026),90 (P = 0.086),and 120 (P = 0.035)
min after the glucose load (Fig. 2). No significant difference for
the insulin response was observed for PLING.

Associations between PLIN and relevant traits after
weight-loss intervention

After 20 wk clinical intervention, 226 children and adoles-
cents (96.6%) lowered their BMI Z-score (—0.20 %= 0.16) and
their body weight (mean —2.53 kg). Simultaneously, a number
of metabolic variables experienced significant improvement, in-
cluding lowering of insulin and HOMA-IR and increase of HDL
in the entire group as well as when considering groups separated
per genotype (P < 0.0001). We didn’t find any allele-related
differences for daily caloric intake evaluated at the end of the
intervention period (Table 1). Despite this, carriers of the minor
T PLING allele showed a significantly greater weight loss (P =
0.003) and loss of BMI Z-scare (P = 0.014), accompanied by a
significant lower waist circumference (P = 0.05), lower fasting
insulin (P = 0.02), and lower HOMA-IR (P = 0.012) compared
with wild type. Carriers of the A allele at PLIN4 maintained
significantly lower HDL-C levels (P = 0.005) when comparing
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FIG. 2. Line plots of insulin response to OGTT according to PLING polymorphism: genotype GG compared

with carriers of one or two A allele at PLING

with wild type and had a significant decrease in TG concentra-
tions (P = 0.022).

Haplotype analysis

Two different patterns were found associated with these
PLIN SNPs in this obese population. Carriers of the minor
allele PLIN4 had a higher-risk metabolic status. Conversely, the
SNP PLING was not associated with a different metabolic status
but to a better response to weight loss during the multidisci-
plinary program. To gain further insight, we divided the group
of 234 OCA in four haplotypes groups using the two SNPs

P<0.05
£ P=0.086

—a— Wild Type
—— A variant
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PLIN411482G—A and PLING 14995A—
T. The four groups are 1.1 (GA) (35.9%),
1.2 (GT) (13.7%), 2.1 (AA) (21.4%), and
2.2(AT)(29%) (1 codes the common and 2
codes the presence of minor allele). The an-
thropometric, biochemical, and clinical
characteristics of the study subjects accord-
ing to the haplotypes are presented in Table
3 for baseline and after intervention.

At baseline

We didn’t observe significant differences
either for anthropometric measures or for
daily caloric ingestion between the four
groups. Statistically significant differences
were observed for insulin, HOMA-IR, HDL-C (Fig. 3), and TG
(Fig. 3).

The 1.2 haplotype (carrying exclusively the T allele for
PLING) showed a significantly lower HOMA-IR than the
three other groups: 1.1 (P = 0.045), 2.1 (P = 0.001),and 2.2
(P =0.009).

The highest prevalence of MS was 25% for haplotypes 2.1
(AA) and 26.5% for 2.2 (AT), both carrying the minor allele A
for PLIN4. The two other groups showed a lower prevalence for
MS: 14.3% for 1.1 (GA) and a remarkably low 6.3% for 1.2

TABLE 3. Anthropometric and metabolic parameters (baseline and after intervention) for haplotypes PLING 11482G— A/PLING

14995A—T
GA 1.1 GT 1.2 AA 2.1 AT 2.2
Haplotype PLIN4/PLING (n = 84, 35.9%) (n =32, 13.7%) (n = 50, 21.4%) (n = 68, 29%)

Baseline
Age (yr) 107 =13 10514 10615 10.7 1.2
Weight (kg) 68 = 146 63.6 £ 12.2 70.9 £ 187 69 = 14.7
BMI (kg/m?) 305+ 41 293 %32 311 %57 303+44
BMI Z-score 23103 228+0.2 234 +03 23003
Waist circumference (cm) 96.7 £ 9.7 93283 978 =138 96.7 = 101
Blood pressure systolic (mm Hg) 111 +13 112+ 13 114 = 16 112 =16
Blood pressure diastolic (mm Hg) 70 =130 7210 =1 7F0=12
Fasting glycemia (uU/dl) 84 +74 87 6.7 87 +75 86 +76
Fasting insulin (pU/dl) 178 =105 133 =67 19.2 = 101 181 =497
HOMA-IR 373x22 28515 415x2.0 39024
TC (mgy/dl) 158.5 + 33.4 1579 + 28 160.9 * 35.7 158.5 + 29.3
HDL-C (mag/dl) 4355 % 10.3 4366 = 9.8 40,40 = 9.0 39.66 = 9.0
LDL-C (mag/dl) 9483 =289 97.75 = 26.2 9872 = 31.7 96.57 = 275
TG (mag/dl) 98.45 = 46.2 81.81 = 28.2 110.38 = 476 110.96 = 50.5
Diet (kcal/d) 1935 + 587 2024 = 923 1965 + 811 2033 = 539

After intervention (20 wk)
Weight (kg) 66.2 = 14.7 60 = 13.0 68.9 = 185 658133
Weight loss (kg) 1.90 3.7 35936 1.98 = 3.1 320+ 38

BMI (kg/m?) 28944 269 =36 294 £ 586 283 x40
BMI Z-score 213 %03 2.00 +0.3 216 +04 210+04
BMI loss Z-score 0.18=01 029+02 0.18 =01 0.20=01
Waist circumference (cm) 94.2 £ 9.0 888 =109 984 =129 923+ 84
Fasting glycemia (pnU/dl) B0 =74 81+74 82+79 8074
Fasting insulin (uU/dl) 144 + 7.3 129+ 81 17.2 + 8.4 133+74
HOMA-IR 280x13 242 +15 349 +18 264*16
TC (mg/dl) 156.2 = 29.4 1588 = 285 157.5 = 38 159.5 x 296
HDL-C (ma/dl) 47.21 2104 46.50 = 11.5 42,91 =100 44.05 = 9.3
LDL-C (mag/dl) 8953 =277 9268 = 26.0 9398 + 355 95,03 = 275
TG (mo/dl) 98.85 = 47.0 98.25 = 448 102.63 = 646 102.20 = 41.2
Diet (kcal/d) 1664 = 585 1551 = 406 1550 = 505.5 1439 = 597
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FIG. 3. Mean measures for HDL and TG at baseline for haplotypes PLING 11482G— ASPLING 14995A—T: haplotypes GA = 1.1, GT = 1.2, AA = 2.1, and AT = 2.2,

Independent t test, P < 0.05.

(GT). The high prevalence of MS of group 2.1 (carrying exclu-
sively the A allele of PLIN4) was due to hypertriglyceridemia
(20% had TG =150 mg/dl} and hypertension (27.7%). We also
observed in this group 2.1 a higher prevalence of glucose =100
mg/dl, which was doubled compared with the other three groups.
We observed that no children from the 1.2 (GT) haplotype had
TG levels of 150 mg/dl or higher.

After intervention (Table 3)

The 1.2 haplotype had the best response to weight-loss in-
tervention (loss of BMI Z-score 0.29 + 0.2 and mean loss of
weight 3.59 kg). The 1.2 group had a significantly better loss of
BMI Z-score than the three other groups: 1.1 (P = 0.009), 2.1
(P =0.011),and 2.2 (P = 0.038).

The haplotype 2.1 remained with a significantly higher
HOMA-IR than the three other groups: 1.1 (P = 0.035),1.2(P =
0.016), and 2.2 (P = 0.018).

Discussion

Qur data show that in OCA, the PLIN locus is associated with
MS risk and with response to a weight-loss program based on
dietary and behavioral advice. Specifically, carriers of variant
A of PLIN4 11482G—A may be art higher risk for MS,
whereas being carrier of variant T of PLING 14995A—T pre-
dicts a better weight-loss response to a multidisciplinary be-
havioral intervention.

For the SNPs studied, there were in our population no sig-
nificant differences at baseline for either anthropometric mea-

sures or daily caloric ingestion. However, carriers of allele A of
PLIN4 showed a significantly higher hazard ratio for MS, pri-
marily from hypertriglyceridemia and hypertension. This ap-
pears to be in contrast with previous reports showing that the
minor A allele at PLIN4 has been associated with lower risk of
obesity (11, 12). However, in the presence of obesity, our data
support that this allele was associated with a worse metabolic
profile consisting of higher TG, lower HDL-C, higher insulin
response to the oral glucose load, and higher insulin resistance
(HOMA-IR). The influence of PLIN4 SNP in MS is confirmed
by the haplotypes of the SNPs PLIN4 11482G—A/PLING
14995A—T, as shown by the 4-fold prevalence of MS observed
among groups 2.1 (AA) and 2.2 (AT), both containing minor
allele A at PLIN4, as compared with haplotype group 1.2 (GT),
containing exclusively the minor allele T at PLING. We observed
that group 1.2 had the lowest prevalence of MS. Previous evi-
dence shows that obese women homozygous for the minor A
allele at PLIN4 had a higher basal and noradrenaline-induced
lipolysis and reduced perilipin (10) as compared with wild type.
We propose that in our population, despite the potential for a
higher lipolysis associated with this allele, the very sedentary life
and bad dieting, probably overcame the protection offered by
increased fatty acid release from the adipocyte and brought up
the metabolic unbalance resulting from nonesterified fatty acids
flooding the blood circulation. Therefore, being obese combined
with higher lipolysis induces first insulin resistance (24) and fol-
lowed probably by early type 2 diabetes (25).

Afrer the 20-wk dietary and behavioral intervention, a large
variability in responses was observed, and our initial hypothesis
was that variability at the PLIN locus may be, in part, involved
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in this differential response. Indeed, the results from our study
support the notion that after intervention, carriers of the minor
T allele for the PLING had a higher mean weight loss (3.3 vs. 1.9
kg) when compared with the wild type and a greater success
reducing abesity as measured by the loss of BMI Z-score (10 vs.
7.8%). Moreover, using haplotype analysis, we compared the
groups 1.2 (carrying exclusively the T allele of PLING) and 1.1
(none of the minor alleles) to evaluate the influence of the pres-
ence of PLING variant, and our data show that the baseline MS
prevalence in the 1.2 group (6%) was less than half as compared
with the 1.1 group (14%). Likewise, BMI Z score after inter-
vention experienced a greater decrease in 1.2 (12.7%) as com-
pared with 1.1 subjects (7.8%). This study is the first to report that
PLING variant has a better response to weight loss in multidisci-
plinary intervention in obese children, and this observation needs to
be validated in an independent sample to verify whether it applies
to other populations. Even though PLING variant was associated
with obesity risk in some populations (12, 26), we confirm the
findings that this variant was not associated with other MS risk
factors. PLING is located in the 3’ region where alternative splicing
occurs, altering the transcription product resulting in perilipin iso-
form (12) with different lipolytic efficiency (27).

A multidisciplinary program of lifestyle and dietary change
(28) is described as the best intervention for childhood obesity
and successful changes are noted in the majority of the children
of our group after 5 months. However, under the common fea-
ture of obesity, children differ considerably in their metabolic
status, which may drive the diversity in responses observed in this
and other multidisciplinary programs. We have shown in this
study that the genetic variability at the PLIN locus may have a
significant effect on response to weight loss.

It should be taken into consideration that the A variant of
PLIN4, shown as being a protective variant (12, 13, 29) against
obesity, could become an obstacle to regain metabolic homeosta-
sis once obesity has been established. This observation isin agree-
ment with a recent finding suggesting that obesity may modify
the associations between PLIN variations and diabetes risk (30).
Whereas our sample size could be considered small, our inter-
vention study is highly controlled, and small sample sizes are
often sufficient in this design. However, we need to be very cau-
tious before extrapolating our conclusions to other populations,
and replication of our findings is essential.

In conclusion, these findings show that these common PLIN
polymorphisms may predict outcome strategies based on mul-
tidisciplinary treatment for obesity in children and should be
considered on a prevention/treatment basis and that preventive
counseling with lifestyle changes should be emphasized in over-
weight children with this PLIN4 A variant.
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ANEXO 2
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APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de
14.02.07, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n°® 1025/04, intitulado:
“POLIMORFISMO DO GENE DA PERILIPINA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES
OBESOS", apresentado pelo Departamento de CLINICA MEDICA,

inclusive Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do

Conselho Nacional de Saude n°® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra “c")

Pesquisador (a) Respons&vel: SANDRA MARA FERREIRA VILLARES
Pesquisador (a) Executante: SOPHIE MARIE MICHELE DERAM

CAPPesq, 14 de fevereiro de 2007.

PROF. DR. EUCLIDES AYRE§ DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax: 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesa@hcnet.usp.br / secretariacappesa2@hcnet.usp.br
matc
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ANEXO 3

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CAIXA POSTAL, 8091 — SAO PAULO - BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(InstrucBes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE .ottt ettt e et e e s bt e e s et b e e e s sanre e e e e enns
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & ..ottt SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: .....[....[ ........

ENDEREGQCO ..ottt NO ... APTO: ...
BAIRRO: ..o CIDADE ...

2. RESPONSAVEL LEGAL ...oouviviuiieiiectetetetee sttt et bt s e en st es s s s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrAdOr ETC.) .........ueeieiiiiieaaaiiiiiiiiieiieee e e e e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NP : ...iiiiiiiieeiee e SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: .....[....[ ........

ENDEREGQCO ....ooiiiiiiiiiiee ittt ettt NO e, APTO: ..o
BAIRRO: ..ttt CIDADE ......oooiiiiiiiiieeee e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA ......cooviiiiiiiieieteteteeee et

POLIMORFISMOS DO GENE DA PERILIPINA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES
OBESAS

PESQUISADOR:  Sophie Marie Michele Deram
CARGO/FUNCAOQ: Nutricionista INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRN 21065
UNIDADE DO HCFM-USP: Departamento de Clinica Medica — Disciplina de Endocrinologia & Metabologia
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO
RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo)

4. DURACAQO DA PESQUISA © 4 @NOS ......vvveieeeieeeeieteteteieeeeseeese et seses sttt seseses s eseseseseans
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Objetivos da pesquisa: Procurar o material genético chamado Perilipina que pode causar
obesidade, diabetes, presséo alta e outras alteracdes.

2. O sangue sera colhido no inicio e final dos cinco meses de acompanhamento do paciente.
Da amostra de sangue, sera extraido o material genético e realizados exames para procurar
as alteracBes e doencas como diabetes.

3. Pode-se sentir desconforto pela picada da agulha para coleta de sangue.

4. As criangas serdo acompanhadas mensalmente durante 5 primeiros meses e ap6s conforme
necessidade individual, recebendo orientagoes e tratamento de suas doengas com equipe
composta por profissionais de varias areas.

5. Os pacientes com modificagbes da perilipina seréo especialmente orientados em relagéo ao
risco de desenvolvimento de diabetes, obesidade e resisténcia a perda de peso.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Sera fornecido acesso a qualquer tempo as informacdes relacionadas a pesquisa

2. Pode-se retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo,
sem prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. Os dados pessoais fornecidos pelo paciente e os resultados durante a pesquisa sdo
confidenciais.

4. Se acontecerem danos a saude por causa da pesquisa, 0 LIM25, laboratério de Estudos
Moleculares da Obesidade colocara assisténcia a disposi¢do do paciente

5. No caso desta pesquisa ndo cabe indenizacdo, porque somente sera utilizado sangue
coletado juntamente com os exames de rotina do ambulatério.

Dra Sandra Mara Ferreira Villares
Av Dr Arnaldo, 455 4 Andar Sala 4305
CEP: 01246-903 Telefone: (11) 3061-7253 ramal 18
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V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLIiNICAS E REAGOES ADVERSAS.

VI. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em patrticipar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 20....

assinatura do sujeito da pesquisa ou assinatura do pesquisador
responséavel legal (carimbo ou nome Legivel)
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ANEXO 4

Hermmus? Registro do Consumo Alimentar - RCA

Orientacdes para o preenchimento do RCA

10.

11.

Registrar os alimentos e liquidos ingeridos por 3 dias, sendo dois dias de
semana e um do fim de semana (sabado ou domingo);

Escolha trés dias da mesma semana (ex: segunda, quinta e sabado);
N&o deixe de preencher o cabecalho da folha, com o nome da crianca e
a data correspondente ao dia do registro;

Para ndo haver esquecimento, o registro deve ser feito imediatamente
apOs 0 consumo ou 0 mais rapido possivel;

A crianca é responsavel pelo preenchimento;

Os pais (ou responsavel) devem supervisionar e auxiliar;

O responsavel pelo paciente deve assegurar-se de que nédo faltou
nenhuma informagédo e revisar o dia com a crianga, checando os
alimentos descritos e as quantidades;

Na primeira coluna, anotar a refei¢céo (café da manhd, lanche, almoc¢o ou
jantar), o local e o horario

Na segunda coluna anotar o alimento e descrever o alimento ou a forma
de preparo;

Na terceira coluna descrever a quantidade. Especificar as unidades
consumidas e, quando for o caso, descrever em medidas caseiras
(xicara de cha, xicara de café, copo de requeijdo, copo americano,
colher de sopa, colher de cha, pires, prato de sobremesa, concha,
escumadeira, etc...).

O RCA deve ser entregue as nutricionistas no dia da primeira consulta.

NAO ESQUEGA DE TRAZE-LO!!!!
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Nome:

Data: /

/
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Refeigcao
(local/horario)

Alimento

Quantidade
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