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RESUMO

Introdugdo: Estudos de associacdo genética (GWAS) sugerem uma importante
contribui¢cdo dos genes candidatos FTO, TRHR e ACVR1b na composig&o corporal e
na forca muscular, em diferentes populacbes e em variadas faixas etérias.
Objetivos: Replicar os GWAS, visando examinar a associagdo entre o0s
polimorfismos dos genes candidatos FTO, TRHR e ACVR1b com a composi¢cao
corporal e a forgca muscular, em mulheres idosas. Métodos: Apds a aplicacdo dos
critérios de exclusdo, 241 voluntarias (idade 66,7+5,5 anos) foram submetidas a
avaliagdo da composic¢ao corporal, por meio da Absortometria por Raios-X de Dupla
Energia e pico de torque (PT) dos extensores do joelho, utilizando o dinamdmetro
isocinético (Biodex System 3). A genotipagem foi conduzida em toda a amostra, por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase e Eletroforese. Os marcadores de
ancestralidade foram genotipados seguindo procedimentos padronizados.
Resultados: A distribuicdo dos gendtipos se apresentou de acordo com o esperado
pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, para todos os polimorfismos. Os polimorfismos
(rs9939609 e rs1861868) do FTO n&o apresentaram diferencas estatisticas
significantes entre os grupos no fenoétipo relacionado (composi¢cdo corporal). Em
relacdo aos polimorfismos do gene TRHR, nédo foram observadas diferencas
significativas para rs7832552. Verificou-se diferenca significante entre os gendtipos
para rs16892496, nas variaveis Massa Livre de Gordura (MLGA) e a MLGA relativa
(p=0,04 e p=0,05, respectivamente). Individuos carreadores dos genoétipos A/A e
A/C, respectivamente, apresentaram, em media, 1kg e 900g de MLGA extra, quando
comparado aos carreadores do genétipo C/C. O gendtipo C/C apresentou maior
chance de apresentar valores inferiores para forga muscular. Os polimorfismos do
gene ACVR1b (rs2854644, rs10783485 e rs10783485) nao diferiram
estatisticamente entre os gendétipos, nos fendtipos musculares. No entanto, o
rs2854644 e rs10783485 apresentaram diferenca significante entre os genétipos, na
variavel “prevaléncia de excesso de peso” (p=0,03 e p=0,04, respectivamente). Os
genoétipos do rs10783485 também diferiram estatisticamente no percentual de
gordura (p=0,04). Conclusées: O gene FTO né&o apresentou associagéo ao fenotipo
de obesidade nesta amostra de idosas, no entanto, o gene ACVR1b apresentou

tendéncia de associacdo a esse fendtipo. As observagbes do presente estudo



fornecem mais evidencias de que o polimorfismo rs16892496 do gene TRHR
apresenta um papel importante na variagdo da massa livre de gordura.
Palavras-Chave: FTO; TRHR; ACVR1b;, composi¢do corporal; obesidade;

sarcopenia; gene; associacao genética; pico de torque; forgca muscular.



ABSTRACT

Introduction: Genome-Wide Association Studies (GWAS) suggest an important
contribution of FTO, TRHR and ACVR1b candidate genes in body composition and
muscle strength in different populations and wide age groups. Objectives: To
replicate the GWAS aiming to examine the association between polymorphisms in
FTO, TRHR and ACVR1b candidate genes with body composition and muscle
strength in older women. Methods: After exclusion criteria was applied, 241
volunteers (age 66.7 + 5.5 years) were underwent body composition assessment by
dual energy X-ray absorptiometry and torque peak (PT) of the knee extensors using
the isokinetic dynamometer (Biodex System 3). Genotypes were conducted,
throughout the whole sample, by polymerase chain reaction and electrophoresis. The
ancestry informative markers were genotyped following standard procedures.
Results: The genotypes distribution worked as expected in Hardy-Weinberg
equilibrium for all polymorphisms. No significant statistical differences were observed
for FTO polymorphisms (rs9939609 and rs1861868) in the related phenotype (body
composition). Regarding TRHR gene polymorphisms, no significant differences were
observed for rs7832552. Significant difference was found between genotypes for
rs16892496 in variables Fat Free Mass (FFM) and FFM relative (p=0,04 and p=0,05,
respectively). Carrying individuals of A/A and A/C genotypes, respectively, presented
on average 1kg and 900g extra FFM, in comparison to carriers of C/C genotype. The
C/C genotype group showed significantly higher chance to present lower values for
muscle strength. No significant difference was observed for ACVR1b gene
polymorphisms (rs2854644, rs10783485 and rs10783485) for muscle phenotypes.
However, rs2854644 and rs10783485 showed significant differences between
genotypes in the “overweight prevalence” variable (p=0,03 and p=0,04, respectively).
The rs10783485 genotypes also differed significantly in body fat percentage
(p=0,04). Conclusions: The FTO gene was not associated to the obesity phenotype
in this older women sample, however, the ACVR1b gene tended to associate with
this phenotype. The observations in the present study provide further evidences that
the rs16892496 polymorphism in the TRHR gene play major role in FFM variation

Key Words: FTO; TRHR; ACVR1b; body composition; obesity; sarcopenia; gene;

genetic association; torque peak; strength.
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1 INTRODUGAO

Os estudos de associagdo genética (GWAS — Genome-Wide Association
Study) demonstram a influencia dos fatores genéticos na determinagcéo de quais
individuos na populacédo sdo mais propensos a desenvolver obesidade (1, 2),
osteoporose (3, 4) e a sofrer redugdo da massa e da forgca muscular (5-8). Os GWAS
sdo utilizados com o objetivo de identificar |6¢i génicos que contenham alelos de
susceptibilidade a doengas ou que estejam envolvidos com outras caracteristicas
fenotipicas de interesse (9).

Nos ultimos anos, os estudos de associagéo genética testaram milhares de
single-nucleotid polymorphism (SNPs) em centenas de individuos e identificaram
diversas associagbes de variagbes genéticas comuns, reproduziveis em mais de 80
doengas e tragos (http://www.genome.gov/26525384). Esses estudos tém
progredido de ensaios com menos de 100.000 SNPs para mais de 1.000.000 e os
tamanhos das amostras aumentaram dramaticamente assim como a intensificagdo
pela busca por variantes que explicam mais a hereditariedade da
doenca/caracteristica (10). Atualmente, ha necessidade de a) realizagédo de estudos
experimentais de maior confiabilidade, b) urgéncia de identificagdo de preditores
genéticos para o exercicio fisico e c) aproveitamento de oportunidades oferecidas
pelos recentes avancgos na area do entendimento da arquitetura global do genoma
humano (11).

O gene Fat mass and obesity associated gene (FTO) esta fortemente
associado a tragos de obesidade em populacdes de diferentes etnias e idades (12-
20). Dentre os polimorfismos do gene FTO, o rs9939609 é estudado com maior
frequéncia, pois apresenta maior sucesso na taxa de genotipagem (100%) e
possibilita associagcbes com menores chances de erro (12). Este SNP apresenta
associagdo ao indice de Massa Corporal (IMC) e a circunferéncia da cintura (21) e é
constituido por dois alelos, A e T. Segundo Frayling et al. (12) o alelo A esta
diretamente relacionado a um maior acumulo de gordura corporal, principalmente,
quando se apresenta na forma homozigota (A/A). Os individuos homozigotos A/A
apresentam uma probabilidade aproximadamente 1,2 vezes maior de apresentar

sobrepeso (IMC 225kg/m?) ou 1,3 vezes maior de apresentar obesidade (IMC >30kg/
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m?) quando comparados a individuos homozigotos T/T (12). As pesquisas mais
recentes continuam apontando a associacdo do sobrepeso/obesidade com
adiposidade corporal, em individuos carreadores dos alelos de risco para esse
fendtipo (11).

Em relacdo a sarcopenia, atualmente é relatado na literatura que o
componente genético contribui de maneira significativa para a variabilidade de
massa e forca muscular (5), e para o decréscimo de forgca decorrente do
envelhecimento (22). A massa livre de gordura é determinada geneticamente e pode
representar de 52% a 84% da massa corporal de um individuo (6, 7). Liu et al. (23)
estudou a associacao do gene Thyrotropin-releasing hormone receptor (TRHR) com
a massa livre de gordura (MLG) em 1.000 individuos. Os autores relataram que os
polimorfismos rs16892496 (G/G) e rs7832552 (T/T) no gene TRHR estédo associados
a MLG e replicaram esses achados em trés amostras independentes. Segundo os
autores, os sujeitos que apresentaram esses genoétipos apresentam em média,
2,70kg e 2,55 kg menos de MLG, respectivamente, quando comparados com
aqueles com os demais gendétipos. Atualmente, apenas Windelinckx et al. (24)
relataram resultados relacionando o gene ACVR1b (Activin receptor type-1B) com a
forca muscular. Os autores verificaram que individuos homozigotos (A/A) para o
SNP rs2854644 apresentaram valores de forca muscular cerca de 2% superior aos
carreadores do alelo G.

Os conhecimentos sobre Genética e Biologia (molecular e evolutiva) do
envelhecimento, aliados aos fatores ambientais, tais como nutricédo, estilo de vida e
caracteristicas biopsicossociais, s&o 0 caminho para se comegar a desvendar a rede
de complexidade biologica que envolve os processo de saude, doenga,
envelhecimento e longevidade humana (25). A associagédo genética e os desfechos
que acompanham o envelhecimento (sarcopenia e obesidade) devem ser mais
explorados na literatura nacional e internacional (11). Dessa forma, a realizagéo
deste trabalho é importante e embasa-se na necessidade de replicar estudos de
associagdo com polimorfismos de massa gorda, magra e forga muscular de idosos,
uma vez que os resultados de estudos em outras etnias (13, 26-28) divergem dos
GWAS. A realizagdo do trabalho justifica-se também pela lacuna na literatura,
referente a estudos semelhantes, em uma amostra brasileira, em especial, de

idosos.
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Nesse sentido, essa pesquisa replicou estudos de associagdo dos
polimorfismos dos genes FTO, TRHR e ACVR1b com relagao aos fenétipos massa
gorda, massa livre de gordura e forca muscular no envelhecimento. Pretende-se
assim auxiliar num melhor entendimento dos fendtipos, possibilitando o
direcionamento das praticas preventivas mais adequadas para cada individuo,
diminuindo o risco de desenvolvimento de doencgas e disturbios, como a obesidade e
a sarcopenia, associados a morbidade e a mortalidade. Possibilitar-se-a, assim, a
realizacao de intervengbes antecipadas, de forma mais precisa e adequada, com o
intuito de minimizar ou até mesmo retardar os efeitos deletérios do envelhecimento,

bem como melhorar a qualidade de vida de idosos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Replicar os estudos de GWAS dos polimorfismos dos genes candidatos FTO,
TRHR e ACVR1b com os fenétipos massa gorda, massa livre de gordura e forca

muscular em idosas brasileiras.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar a associagdo entre os polimorfismos do gene FTO (rs1861868 e
rs9939609) com sobrepeso, obesidade e MLG.

- Verificar a associacao entre os polimorfismos do gene TRHR (rs16892496 e
rs7832552) com sobrepeso, obesidade, MLG e forca muscular.

- Verificar a associagdo entre os polimorfismos do gene ACVR1b (rs2854464,
rs10783485 e rs10783486) com sobrepeso, obesidade, MLG e forga muscular.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estudos de associagéo genética (GWAS)

As diferencas de susceptibilidade a doengas, nos seres vivos, s&o
influenciadas por fatores genéticos, e a compreensao dessas variagbes genéticas
permitira uma melhor prevencédo, diagnostico e tratamento das doencas (19, 29).
Estudos de associagdo genética sdo utilizados com o objetivo de identificar 16ci
génicos que contenham alelos de susceptibilidade a doencas ou que estejam
envolvidos com outras caracteristicas fenotipicas de interesse. Tais estudos
baseiam-se na identificagdo de alelos ou genétipos num determinado I6cus
candidato, cujas frequéncias difiram significativamente entre individuos afetados por
um desfecho de interesse (casos) e individuos ndo afetados (controles). Uma
premissa basica desse tipo de desenho de estudo é que as diferencas de
frequéncias alélicas ou genotipicas observadas entre casos e controles sejam
devidas exclusivamente ao status de doenga dos mesmos, e néo a influéncia de
outras variaveis de confundimento, a exemplo da estrutura genética populacional (9).

Com a concluséo do Projeto Genoma Humano, em 2003 (30) e do
International HapMap, em 2007 (31), os pesquisadores puderam, de forma rapida e
precisa, mapear as variagcdes genéticas e determinar como essas variagdes podem
contribuir para doengas comuns como asma, doenga cardiaca, doencgas
psiquiatricas, diabetes e obesidade. Ao se comparar os genomas de dois grandes
grupos de pessoas (> 1000) a SNPs especificos para um estado de doencga, pode
ser feita uma estimativa estatistica em relagéo ao risco de se desenvolver a doenca
e o polimorfismo associado. A localizagdo desses SNPs serve entdo como um
ponteiro para a regido do genoma humano, onde residem os genes que provocam
tal doencga. Até a presente data, 1536 GWAS e 8761 SNPs mostraram associagéo
com algum fendtipo (www.genome.gov). Informagbes valiosas sobre a genética da
doenca tém sido realizadas, mantendo-se o desafio de fazer uma associagéo
biolégica clara desses genes candidatos com a doenga em questéo (32).

Muitos genes contém variagdes nas sequéncias, no genoma humano. Em

geral, a forma mais comum da sequéncia € chamada de “alelo tipo selvagem” e a
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sequéncia menos comum é chamada de “alelo raro”. A variagdo genOmica das
sequéncias pode ter duas formas: mutacao e polimorfismo, quando a frequéncia de
ocorréncia € inferior ou superior a 1%, respectivamente (33). Uma vez que os genes
candidatos foram validados, os dados resultantes desses estudos podem fornecer
novas oportunidades para avangos clinicos que irdo beneficiar as pessoas com
condicdes de doenca, tais como a identificagdo de novos alvos terapéuticos ou
biomarcadores de prognéstico da doenga e sua progressao. Contudo, o advento dos
estudos de associagédo genética tornou possivel os avangos no conhecimento sobre
genoma humano e, junto com a sofisticagdo tecnolégica e computacional, tem
facilitado a identificagdo de novos potencias genéticos no mundo da homeostase

energética (32).

3.2 Obesidade

O sobrepeso e a obesidade (excesso de peso) sdo definidos como acumulo
anormal ou excessivo de gordura que pode ser prejudicial a saude (34) e ocorre
quando, a longo prazo, o consumo de energia excede o dispéndio de energia (35). O
excesso de peso associa-se, com frequéncia, a condi¢des tais como dificuldades
respiratorias, problemas dermatoldgicos, disturbios do aparelho locomotor, alguns
tipos de céncer (36), doencas cardiovasculares, dislipidemia, hipertensao arterial,
resisténcia a insulina e diabetes (37-39). Os sujeitos com IMC superior a 25 e 30
kg/m? sdo classificados como sobrepeso e obeso, respectivamente (37).

A Organizagdo Mundial da Saude (40) projetou que, em 2005, o mundo teria
1,6 bilhdes de pessoas, acima de 15 anos de idade, com excesso de peso (IMC = 25
kg/m?) e 400 milhdes de obesos (IMC = 30 kg/m?). A mais recente publicacdo da
Organizacéo Mundial da Saude (41) verificou que, no ano de 2008, a prevaléncia de
obesidade na populagdo mundial acima de 20 anos era de, aproximadamente, 502
milhdes de individuos. A projecéo para 2015 é ainda mais pessimista: 2,3 bilhdes de
pessoas com excesso de peso e 700 milhdes de obesos, indicando um aumento de
75% nos casos de obesidade em 10 anos (42). Paises desenvolvidos como EUA
(43, 44), Gra-Bretanha (45), China (46) e Australia (47, 48) tém apresentado
aumento na prevaléncia de sobrepeso e obesidade no decorrer das décadas.

Estudos com a populagdo brasileira apontam achados similares (49-51) nessa
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tendéncia mundial de aumento do excesso de peso na populagdo. Nas figuras 01,
02 e 03 é possivel observar a distribuigdo mundial da prevaléncia do excesso de
peso, nos anos de 2002, 2005 e 2010, respectivamente (42).
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Figura 01 - Prevaléncia estimada de excesso de peso (IMC = 25km/m2) na populagéo
mundial (masculina, idade superior a 15 anos) no ano de 2002. Fonte:
https://apps.who.int/infobase/
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Figura 02 - Prevaléncia estimada de excesso de peso (IMC = 25km/m2) na populagdo mundial
(masculina, idade superior a 15 anos) no ano de 2005. Fonte: https://apps.who.int/infobase/
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Estimated Overweight{BMI = 25 kg/m?) Prevalence, Males, Aged 15+, 2010

Prevaience {%)
=20
2035
[135<50
[ 50<65
I 65 < 80
HE =80
¥

Source: Ono T, Guthold R, Strong K, WHO Global Comparable Estimaltes, 2005

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the exprassion of

any opinion whatsoever on the part of the Woeld Health Organization conceming the legal status of any i !

Gountry, lerilory, city of area or of ils authorities, or concerming the delimitation of is frontiers or . L ]

boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not yet be full A5 65 80 9689

agreement, & WHO 2010, Al rights reserved ZE'IS"‘MM ymw rate

Figura 03 - Prevaléncia estimada de excesso de peso (IMC = 25km/m2) na populacéo
mundial (masculina, idade superior a 15 anos) no ano de 2010. Fonte:
https://apps.who.int/infobase/

Os dados da Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF), realizada em 2008-
2009 no Brasil, apontaram para uma prevaléncia do excesso de peso (IMC = 25
kg/m?) de 50.1% e 48% para homens e mulheres, respectivamente. As prevaléncias
de excesso de peso e de obesidade aumentaram continuamente ao longo dos anos,
nos dois sexos. Ao se comparar os dados de 1974-1975 e 2008-2009, a prevaléncia
do excesso de peso em adultos aumentou em quase trés vezes no sexo masculino
(de 18,5% para 50,1%), e em quase duas vezes no sexo feminino (de 28,7% para
48,0%). No mesmo periodo, a prevaléncia de obesidade aumentou em mais de
quatro vezes para homens (de 2,8% para 12,4%), e em mais de duas vezes para
mulheres (de 8,0% para 16,9%) (52). Em ambos os sexos, a frequéncia dessa
condicao tende a aumentar com a idade. O aumento é maior entre as faixas etarias
18-24 e 35-44 anos, para os homens, e entre as faixas etarias 18-24 e 45-54 anos,

para as mulheres, quando a frequéncia do excesso de peso é quase duplicada (53).
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3.3 FTO e a obesidade

A obesidade é causada por uma complexa interacéo entre genes e ambiente
(54), e o estudo dessa interagdo é importante para determinar quais individuos s&o
mais propensos a desenvolver obesidade em resposta a um determinado
meio/ambiente (1, 2, 12). O conhecimento sobre 0s processos biolégicos que
sustentam os fatores herdados se expandiu rapidamente, impulsionado por uma
poderosa sinergia entre estudos genéticos com murinos e com humanos. Em
particular, a analise de genes candidatos, em cortes de seres humanos com
obesidade severa, rendeu conhecimentos fundamentais para determinantes
moleculares da obesidade humana (55).

O gene FTO (localizado na regido 16q12.2) foi descoberto em camundongos
e recebeu o nome de FT (do inglés: fused toes), devido a terem os dedos unidos.
Essa mutacao ocorre por uma série de delegbes nos nucleotideos do gene FT, que
esta no cromossomo 8 dos camundongos, o qual é sintonico ao cromossomo 16 dos
seres humanos (56). Posteriormente, este gene (Figura 04) foi clonado e descobriu-
se 0 seu grande tamanho, por isso, foi apelidado de Fatso (gordinho) e abreviado
para Fto (57). Somente com a descoberta da relagdo desse gene com o acumulo
excessivo de gordura corporal € que a Human Genome Organization (Gene
Nomenclature Committee) mudou o nome do gene de Fto para Fat Mass and

Obesity associated (FTO), porém mantendo a sigla FTO (58).

i6p13.12
16pL21
16ql2.2
1622 2
16233

Figura 04 - Localizagdo do gene FTO: brago longo do
Cromossomo 16, posigcédo 12.2. Disponivel em
http://ghr.nim.nih.gov/dynamiclmages/chromomap/ACVR1B.jpeg.
Acesso em 14jul2012.
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A partir de entdo, o gene FTO foi identificado como um gene que contribui
para a obesidade em populacdes de diferentes etnias e idades (12-18). Os
mecanismos de acdo do FTO na massa corporal ainda ndo séo claros. Ha estudos
que mostram que o gene age no controle da homeostase energética, atuando como
regulador primario do acumulo de gordura corporal e na regulagédo do jejum e leptina
(12, 14, 58, 59). O gene foi encontrado no tecido adiposo, pancreas, figado (60),
musculatura esquelética estriada e cardiaca, rins e gbnadas (59, 60). Outros estudos
indicam que o FTO tem efeito especialmente na adiposidade geral corporal (61) e,
em particular, na massa gorda subcutanea (62).

Constam no Catalogo de Publicagbes de Estudos de Associagdo Genética
(http://www.genome.gov/26525384) 31 estudos de GWAS (e replicagdo)
relacionados ao FTO, sendo 17 relacionados ao fenétipo da obesidade, adiposidade
e IMC. Esses estudos estdo apresentados na Tabela 01.

O SNP rs9939609 do gene FTO é estudado com maior frequéncia, pois
apresenta maior sucesso na taxa de genotipagem (100%) e possibilita associagbes
com menores chances de erro (12). Este SNP é constituido por dois alelos (A e T) e
possui uma associacdo significativa ao IMC (p=0,01), massa corporal (p=0,03) e
circunferéncia da cintura (p=0,04) (21). Segundo Frayling et al. (12) e Gerken et al.
(59) o alelo A esta diretamente relacionado a um maior acumulo de gordura corporal,
principalmente quando se apresenta na forma homozigota (A/A). Individuos
homozigotos A/A apresentam uma probabilidade cerca de 1,2 vezes maior de
apresentar sobrepeso (IMC =225kg/m?) ou 1,3 vezes maior de apresentar obesidade
(IMC =30kg/m?), quando comparados a individuos homozigotos T/T(12).

Lappalainen et al. (63) examinaram a associagdo do SNP rs9939609 com a
massa corporal, IMC e a mudancgas, a longo prazo, na massa corporal apés
intervencdo (atividade fisica). O estudo foi realizado com 522 sujeitos que
apresentavam intolerancia a glicose (idade 40-65 anos, IMC = 25kg/m2). Os autores
verificaram que os sujeitos homozigotos (A/A) apresentaram valores de IMC mais
elevados e uma maior circunferéncia da cintura que os individuos que continham o
alelo T. Verificaram que durante os quatro anos de intervengcdo com atividades
fisicas (os autores nao especificaram o tipo de atividade fisica), os individuos A/A
mantiveram sempre valores de IMC superiores aos demais. Dessa forma, os autores
concluiram que: a) o SNP rs9939609 associa-se ao IMC, tanto em analise

transversal quanto apés um programa de intervengdo no estilo de vida; b) a
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magnitude da redugdo do peso foi maior no grupo que realizou atividade fisica, mas
o alelo de risco (A) néo influenciou nas mudancgas de peso corporal em nenhum dos
grupos, ou seja, ndo foi observada associagdo entre o SNP e a magnitude da
variagdo do peso corporal alcangada pela intervengéo e c) € improvavel que o SNP
rs9939609 interfira na redu¢ao do peso corporal por meio de uma mudanga no estilo

de vida.



Tabela 01 - Estudos de GWAS com gene candidato FTO e polimorfismos
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Autor

Fenotipo

Amostra inicial do estudo

Amostra de replicagao

SNP e alelo
de risco

Yang et al. (64)

Fox et al. (65)
Kristiansson et al. (66)
Okada et al. (67)
Kilpelainen et al. (68)

Wang et al. (69)

Dorajoo et al. (70)

Speliotes et al. (71)

Scherag et al. (72)

Cotsapas et al. (73)

Meyre et al. (74)

indice de massa
corporal

Tecido adiposo
subcutaneo
Sindrome
metabdlica
indice de massa
corporal

Adiposidade

Obesidade

Obesidade

indice de massa
corporal

Obesidade
(extrema)

Obesidade
(extrema)

Obesidade

133.154 europeus

5.560 mulheres europeias e 4.997 homens
europeus

2.637 europeus com sindrome metabalica,
7.927 europeus no grupo controle

26.620 japoneses

29.069 europeus,

7.557 indianos

520 caucasianos ndo-hispéanicos obesos,
540 casos-controle

5.429 chineses,

2.431 malaianos,

2.531 indianos

123.865 europeus

1.138 criangas francesas e alemas, com
obesidade extrema

1.120 criangas francesas e alemas, com estado

nutricional ideal ou abaixo do peso

775 caucasianos com obesidade extrema ,
3,197 caucasianos controle

695 adultos obesos,
685 criancas obesas,
731 adultos magros,
685 criangas magras

59.325 europeus
N&o reportado

N&o reportado

7.910 japoneses
27.715 asiaticos

39.576 europeus

1.196 caucasianos nao-hispanicos

N&o reportado

125.931 europeus

1.892 criangas e adolescentes europeus, com
obesidade ou sobrepeso

3.763 europeus com estado nutricional normal ou
abaixo do peso no grupo controle

715 familias com obesidade

N&o reportado

1.171 adultos obesos,
896 criangas obesas,
1.114 adultos magros,
1.297 criangas magras,
4.417 adultos,

5.291 criangas

rs7202116 - G

rs9922619 - T
rs1421084 - A

rs9940128-A

rs12149832-A

rs8050136-C

rs17817449-?

rs1558902-T

rs1558902-A

rs1558902-A

rs9941340-T

rs1421085-C
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Autor

Fendtipo

Amostra inicial do estudo

Amostra de replicagao

SNP e alelo de
risco

Thorleifsson et al. (28)

Willer et al. (75)
Loos et al. (16)

Hinney et al. (15)

Scuteri et al. (13)

Frayling et al. (12)

indice de massa
corporal

indice de massa
corporal

indice de massa
corporal
Obesidade
(extrema)
Tragos
relacionados a
obesidade
indice de massa
corporal

80.969 individuos
32.387 individuos

16.876 individuos

487 casos jovens
442 controles

4.471 individuos

10.657 adultos

11.036 individuos
59.092 individuos
60.352 individuos

2.269 individuos em 644 familias

3.025 individuos

19.424 adultos
10.172 criangas

rs8050136-A
rs6499640-A

rs9939609-A

rs1121980-?

rs1121980-T

rs9930506-A

rs9939609-A

Adaptado de http://www.genome.gov/26525384 (acesso em 13 de marco de 2013)
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Hotta et al. (76) investigaram a relacédo entre o FTO e obesidade em
Japoneses (idade média 48,7 anos). Para tal, os autores compararam sujeitos
obesos (IMC > 25kg/m?) e individuos com massa corporal normal (IMC < 25kg/m?).
O estudo revelou que 15 SNPs, incluindo rs9939609 e rs1121980, demonstraram
associagdo com obesidade. Estes achados corroboram um estudo realizado com
caucasianos (13). Dentre os SNPs, o rs1558902 foi o que apresentou associagéo
mais significativa com a obesidade. No entanto, este SNP n&o apresentou
associagdo a outros fenétipos associados a obesidade, tais como niveis de glicose
plasmatica, hemoglobina A1c, colesterol total, colesterol de baixa densidade (HDL-
c), triglicerideos e presséo arterial.

Ho et al. (77) investigaram os efeitos do alelo de risco, associado a
obesidade, na estrutura cerebral de idosos (idade media 76,1 anos). Os autores
identificaram dois SNP associados a obesidade: rs1421085 (alelo de risco C) e
rs17817449 (alelo de risco G), e encontraram diferengas na massa branca e
cinzenta (déficit ou excesso) relacionadas ao carreamento de, pelo menos, um alelo
de risco. Os autores concluiram que a obesidade estd associada a atrofia de
estruturas cerebrais com implicagdes para saude de idosos.

Em relacdo as diferencas na variagdo do IMC entre os sexos, os estudos
apontam que mulheres homozigotas A/A (rs9939609) apresentaram maior
propensao a sobrepeso do que homens homozigotos. Esses achados realgam a
possibilidade do sexo influenciar nos efeitos do FTO sobre a massa corporal (63,
78).

O polimorfismo rs1861868 tem sido estudado em pesquisas atuais,
apontando associac¢des similares ao rs9939609. Ao realizar busca pelo polimorfismo
na base de dados da Livraria Nacional de Medicina e Instituto Nacional de Saude

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed), ha citagcdo de apenas 3 artigos: Rampersaud

et al. (79) estudaram uma amostra com idade adulta e apontaram o alelo A do SNP
rs1861868 como um fator de risco para indice de massa corporal (IMC) elevado. No
entanto, Rodriguez-Lopez et al. (80) verificaram que o alelo G é um fator de risco
para obesidade morbida. Albuquerque et al. (81) avaliaram a associacdo de
polimorfismos do FTO, entre eles o rs1861868 com fendtipo de obesidade em
criangas portuguesas. Na amostra em questdo, ndo houve associagéo significativa

(p=0,08) entre polimorfismo e fenétipo. Verifica-se assim, uma lacuna na literatura
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referente a relacdo do polimorfismo rs1861868 e alelo de risco para fenétipos de
adiposidade corporal.

Embora os estudos nessa area apontem que individuos carreadores de
polimorfismos do gene FTO apresentem maior probabilidade de desenvolver
sobrepeso e obesidade (12, 13, 63, 76), é de grande valia para os profissionais da
area da saude compreender que o FTO nao se associa ao nivel de atividade fisica
(63, 82) e que o aumento do risco de desenvolvimento da obesidade, devido a
suscetibilidade genética do FTO, pode ser evitado por meio da atividade fisica e

mudangas no estilo de vida (11, 63, 79).

3.4 Massa livre de gordura e forca muscular

A perda substancial de massa muscular esquelética (Figura 05) é descrita
como sarcopenia e relaciona-se a importantes mudangas na composi¢ao corporal e

fungdes relacionadas (83-85).

Figura 05 - Sarcopenia. Corte de ressonancia
magnética da coxa de um adulto de 21 anos,
fisicamente ativo (acima) e idoso de 63 anos,
sedentario (abaixo). A massa muscular (cinza) esta
diminuida no idoso; a gordura (branco) subcutanea
e intramuscular estda aumentada. Adaptada de
Roubenoff et al., 2000.
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O termo sarcopenia (em grego, sark = carne ; penia = perda) foi
pioneiramente utilizado por Irwin H. Rosenberg, para se referir a perda de massa
muscular, relacionada a idade e associada a perda de fungcdo muscular (forga,
poténcia e resisténcia) (86, 87). O termo nao se refere a casos de perda muscular
em funcédo de processos inflamatérios, perda de peso, ou doencas em estagios
avancgados (85). O déficit muscular pode ser relacionado a uma contragdo muscular
inadequada, seja em fungdo de altera¢des nas proteinas actina e miosina ou por um
estresse oxidativo nas células.

Em geral, individuos saudaveis comegam a ter diminui¢do da massa muscular
a partir dos 45 anos, sendo essa queda posterior ao pico de desempenho muscular
nos primeiros anos da vida adulta (88, 89). Durante a senescéncia, ocorre
diminuicdo da forca muscular em uma taxa que varia de 20 a 40% na populagéo
entre 70-80 anos e maior que 50% em idosos nonagenarios.

A primeira definicdo da sarcopenia foi desenvolvida por Baumgartner et al.
(90) e foi sugerida através da divisdo entre a massa esquelética apendicular do
individuo e sua altura ao quadrado. Esse método é atualmente o mais utilizado para
definicdo da sarcopenia, porém o fato de esta formula considerar a massa gorda do
individuo o torna simplista. Foi observado que, através desse calculo, individuos
magros poderiam ser considerados erroneamente como sarcopénicos, enquanto que
obesos poderiam ter a sarcopenia mascarada (89).

A sarcopenia esta associada a perda de autonomia (90), risco aumentado de
quedas (91), complicacbes metabdlicas (92), redugdo da densidade mineral 6ssea
(93), declinio da capacidade aerdbia (93, 94), diminuicdo da forga muscular,
especialmente no pico de torque dos extensores dos joelhos (95, 96), perdas na
mobilidade funcional e no desempenho motor do idoso, interferindo assim nas
atividades da vida diaria (97-100). A redugdo da mobilidade tem um importante
impacto, ndo somente na capacidade fisica da mulher idosa, mas também na sua
capacidade para manter contato social e consequente bem-estar, social e mental
(101).

A redugdo na mobilidade musculoesquelética, através de uma gama de
atividades, auxiliaria, por sua vez, nos autocuidados das idosas. A investigacao de
estratégias para reduzir os problemas da redu¢do musculoesquelética traria um

grande numero de beneficios, incluindo um aumento geral na independéncia e bem
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estar da mulher idosa e uma significante reducdo nos custos dos cuidados e
tratamentos (101).

A etiologia da sarcopenia ainda ndo € totalmente conhecida, mas parece nao
depender de apenas uma variavel e sim de uma influéncia multifatorial e da inter-
relacéo desses fatores. Estudos epidemioldgicos (102, 103) sugerem que diferentes
fatores contribuem para o desenvolvimento da sarcopenia, incluindo alteragdes
hormonais, perda de neurdnios motores, nutricdo inadequada, inatividade fisica e
baixo grau de inflamacdo crénica. Essas alteragbes tém sido apresentadas até
mesmo em individuos saudaveis fisicamente ativos, resultando em perda da massa
muscular, em média 1 a 2% por ano, a partir dos 50 anos de idade (104). Sabe-se
atualmente que o componente genético contribui de maneira significativa para a
variabilidade de massa muscular e forgca (5, 105), e para o decréscimo de forca
decorrente do envelhecimento (22). A massa livre de gordura é determinada
geneticamente e pode representar cerca de 52% a 84% da massa corporal de um
individuo (6, 7). Fatores genéticos sé&o responsaveis por cerca de 60 a 80% das
variagdes individuais da massa livre de gordura (106).

O estudo da patogenia da sarcopenia e de suas comorbidades torna-se
fundamental, uma vez que mulheres idosas com sarcopenia apresentam maior
probabilidade de possuirem baixa densidade 6ssea (93) e a perda da massa
muscular no envelhecimento esta relacionada a uma série de doengas ou problemas
de saude, como limitacdo da mobilidade, osteoporose, aumento do risco de fraturas,

dislipidemias, obesidade, resisténcia a insulina e aumento da mortalidade (23).

3.5 TRHR , ACVR1b, sarcopenia e forga muscular

Estudos prévios observam uma grande variabilidade inter-individual na massa
e na forga muscular. Essas variagdes devem-se a fatores ambientais, genéticos e/ou
interacbes ambientais e genéticas (24, 57, 105, 107). Enquanto os efeitos
ambientais, como a pratica de atividade fisica, tém sido amplamente investigada,
somente recentemente se iniciaram estudos direcionados a influencia da genética
nos tragos musculoesqueléticos. No entanto, os estudos atuais ainda ndo sao

suficientes para demonstrar claramente as bases genéticas para a sarcopenia. Até o
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momento, foram identificados poucos genes que contribuiram para a variagédo da
forca e massa muscular esquelética (29).

Dentre os genes candidatos a associagdo com a massa livre de gordura e
forca muscular, estdto o TRHR e ACVR1b. Ao realizarmos uma pesquisa no
Catalogo de Publicagbes de  Estudos de  Associacdo  Genética
(http://www.genome.gov/26525384) é possivel identificar apenas o estudo de Liu et
al. (23) associado ao gene TRHR. Anteriormente, o gene estava associado ao
desfecho de adenoma pituitario (Igarashi et al., 2003) e a hipertensao arterial (108-
110). Ndo constam artigos relacionados ao ACVR1b no Catalogo de Publicagbes de
Estudos de Associagédo Genética.

O gene TRHR (Figura 06) localiza-se em humanos, na regido 8q24, e codifica
o hormdnio receptor da tireotropina. Devido a importante fungéo desse hormonio no
desenvolvimento da massa muscular esquelética, o gene TRHR é reconhecido como
um importante gene candidato para futuras investigagbes, com consequéncias
potenciais para desfechos relacionados a forca e potencia muscular (111). O
hormdnio liberador de tireotropina (TRH) é um neuropeptideo de pequeno porte (p-
Glu-His-Pro-NH2) amplamente distribuido em todo o sistema nervoso central e
periférico, bem como nos tecidos extraneurais. O TRH exerce seu efeito ao ligar-se
ao TRHR (localizado na regidao 8q.23.1) na superficie de células tireotroficas e
pituitarias. A principal consequéncia dessa ligacdo (TRH e TRHR) é a estimulagéo
da secregdo de hormdnio estimulante da tiredide (TSH). Como resposta, o TSH
estimula a liberagdo de tiroxina, que é importante no desenvolvimento do musculo

esquelético de vertebrados (112, 113).
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Figura 06 - Localizagdo do gene TRHR. Brago longo de cromossomo 8, posigdo 23.
Adaptado de http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TRHR. Acesso em 14jul2012.

Liu et al. (23) realizaram um estudo de associacdo de genomas para as
variagbes da massa livre de gordura em 1.000 individuos. Os autores identificaram
que os polimorfismos rs16892496 e rs7832552 do gene (TRHR) estao associados a

massa livre de gordura (por absormetria por raios-x de dupla energia) em um estudo
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com 379.319 SNPs examinados em aproximadamente 1.000 norte-americanos
brancos. Os sujeitos que apresentaram esse SNP tém, em média, 2,70kg e 2,55 kg
menos massa livre de gordura, respectivamente, quando comparados com aqueles
com gendtipos alternativos. Além disso, o estudo foi replicado e verificou-se as
associagbes significativas em 3 amostras independentes. Apds os estudos, os
autores sugerem que o TRHR é um importante candidato para variagdes na MLG.

Estudos de ligacdo genética e de forga muscular ainda s&o escassos.
Atualmente, apenas Windelinck et al. (24) relataram resultados relacionando o gene
ACVR1b (Activin receptor type-1B) com a forga muscular. Até 2011, o gene era
associado apenas a cancer de pancreas (114) e de pulméo (115). O gene ACVR1b
(Figura 07), localizado na regido cromossémica 12913, € membro da familia de TGF-
B (transforming growth factor beta) (116). O fator de transformacado de crescimento
beta € uma proteina que controla a proliferagcdo e diferenciagdo celular, e outras
fungbes na maioria das células. O ACVR1b regula a liberagéo de miostatina e actina
e estas, por sua vez, limita o crescimento do tecido muscular (117, 118).

Windelinck et al. (24) verificaram a associacdo do SNP rs2854464 desse gene
candidato com a forga muscular do joelho. O estudo foi realizado em uma ampla
faixa etaria (20-90 anos) e os autores verificaram que individuos homozigotos AA

para o SNP rs2854464 eram cerca de 2% mais fortes que os carreadores do alelo G.
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Figura 07 - Localizagdo do gene ACVR1b. Bracgo longo de
cromossomo 12, posicdo  13. Disponivel em
http://ghr.nIm.nih.gov/dynamiclmages/chromomap/ACVR1B.jpeg.
Acesso em 14jul2012.
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4 METODOS

4.1 Sujeitos

Participaram do estudo voluntarias residentes no Distrito Federal e
participantes de um Projeto social desenvolvido pela Universidade Catdlica de
Brasilia denominado Geragdo de Ouro. As participantes foram convidadas a
ingressar no presente estudo através de ligagcbes telefénicas, nas quais era exposto
um breve panorama da investigagcdo. Foi feito contato telefonico com cerca de 500
candidatas, das quais 300 aceitaram participar. As principais causas que levaram a
falta de éxito dos demais convites incluiram alteracdo do numero telefénico, motivo
de doenca e falta de interesse. Apds aplicagédo dos critérios de exclusédo, um total de
246 voluntarias compuseram a amostra. Excluiu-se do estudo as participantes que:
a) nao possuiam nacionalidade brasileira; b) ndo eram capazes de caminhar de
forma independente; c) possuiam prétese unilateral ou bilateral de quadril; d)
possuiam prétese metdlica; e) eram tabagistas; f) apresentavam desordem
metabdlica ou endbécrina, o que sabidamente afeta o sistema muscular; Q)
apresentaram anormalidade de condugéo ou perfusdo cardiaca que contra-indicasse
a pratica de atividades fisicas.

Apoés a aplicagdo dos critérios de exclusdo, o presente estudo contou com
241 idosas voluntarias. Para participar do estudo, as voluntarias assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido por escrito. O estudo foi previamente
aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa da Universidade (CEP/UCB 014/2007).

4.2 Caracterizagéo dos niveis de atividade fisica das participantes

Os niveis habituais de atividade fisica de cada uma das participantes foi
verificado através da verséo longa do IPAQ (do inglés, International Physical Activity
Questionnaire) (Anexo). O questionario foi administrado em entrevistas “face a face”,
conforme recomendacdo de uso em paises em desenvolvimento. O IPAQ foi
desenvolvido como um instrumento para monitorar, de forma padronizada, a
atividade e a inatividade fisica em diversos paises do Mundo (119), tendo a

Organizacédo Mundial de Saude provido o devido suporte. O modelo usado no
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presente estudo foi a traducgéo oficial em portugués da verséo curta (disponivel no
site www.celafiscs.com.br), previamente validada para a populagéo brasileira (120).
A avaliagdo leva em consideracdo a duracdo e frequéncia das atividades fisicas
realizadas em uma semana, considerando-se apenas sessdes superiores a 10
minutos continuos. Os resultados do questionario possibilitam a divisdo em quatro

categorias: sedentarios, insuficientemente ativos, ativos e muito ativos.

4.3 Avaliagdo da Composicao Corporal

As mensurag¢des de composi¢céo corporal foram realizadas no laboratério de
imagens da Universidade Catodlica de Brasilia. Para realizagcdo das medidas
antropomeétricas, as participantes estavam descalgas e vestindo roupas leves. A
massa corporal foi mensurada em uma balanga digital calibrada (mod. 2006pp
TOLEDO, Brasil, resolucéo de 0,1 kg). Para mensuragéo da estatura, utilizou-se um
estadidmetro (CARDIOMED, Brasil, preciséo de 0,1 cm), fixado na parede.

A composigéo corporal foi mensurada através da absortometria, por raios-x de
dupla energia (DXA), utilizando o equipamento da marca Lunnar, modelo DPX-IQ
(Lunar Corporation, Madison, WI, USA). Esse método expde o avaliado a minima
quantidade de radiagdo, e os exames séo realizados em um periodo de tempo
relativamente curto (aproximadamente 25 minutos). Segundo Hansen et al. (121), o
meétodo é considerado valido para avaliar a composi¢cdo corporal de mulheres
idosas, podendo ser aplicado para mensurar a Massa Livre de Gordura (MLG) dessa
populacdo. Adicionalmente, Wang et al. (122) validaram mensuragcdo de massa
muscular através do DXA contra valores obtidos com a tomografia computadorizada
e relataram diferenca inferior a 5%.

Para o procedimento, as voluntarias se posicionaram em decubito dorsal
sobre a mesa do equipamento, sendo em seguida cuidadosamente posicionadas de
forma que ficassem totalmente centralizadas em relagéo as laterais da mesa. As
voluntarias foram instruidas a se dispor com os membros inferiores estendidos,
sendo utilizada uma fita de velcro para manter os membros inferiores préximos e dar
suporte aos pés de forma que ficassem numa angulagdo de 45° com relagcdo ao
plano vertical. Os membros superiores foram dispostos estendidos e posicionados

ao longo do corpo, sem que houvesse contato com o tronco. Todas as avaliagdes
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foram realizadas pelo mesmo técnico, o qual é treinado para a realizagdo desses
exames e possui experiéncia no procedimento. Apds andlise de toda a area
corporal, o DXA possibilita a determinagdo da densidade mineral 6ssea e dos
tecidos. Os tecidos s&o ainda fracionados em Massa de Gordura e Massa Livre de
Gordura (MLG). Os apéndices (membros superiores e inferiores) foram isolados do
tronco e da cabeca, utilizando linhas geradas pelo programa, as quais, em seguida,
eram manualmente ajustadas, com precisdo. Linhas verticais nas articulagdes dos
ombros separaram os membros inferiores do corpo, enquanto que linhas anguladas
nas articulagbes coxo-femorais foram utilizadas para separar os membros superiores
do tronco.

Dessa forma, além do equipamento fornecer valores de MLG e massa de
gordura do corpo inteiro, & possivel também identificar valores de MLG e massa de
gordura para as seguintes regides corporais isoladamente: membros superiores,
membros inferiores e tronco. Com base nesses resultados, é possivel ainda se
chegar ao valor da Massa Livre de Gordura Apendicular (MLGA), a qual é
representada pelo somatério da MLG dos membros inferiores e superiores. A
importancia em analisar a MLGA de pessoas idosas foi previamente demonstrada
(90). A MLGT e MLGA foram estudadas relativas ao quadrado da estatura (kg/m?),
de forma analoga ao IMC. Dessa forma, as seguintes variaveis foram utilizadas nas
analises posteriores:

- Massa Livre de Gordura Total (MLGT): Tecido n&o-6sseo livre de gordura,

do corpo inteiro, expresso em Kkg;

- Massa Livre de Gordura Total relativa (MLGT relativa): Tecido ndo 6sseo

livre de gordura de corpo inteiro dividido pela estatura ao quadrado,
expresso em kg/m?. Trata-se de uma formula analoga ao IMC, que elimina
diferencas na MLG total decorrentes de diferencas de estatura;

- Massa Livre de Gordura Apendicular (MLGA): Tecido ndo-6sseo, livre de

gordura apendicular. Refere-se ao somatério da massa livre de gordura
dos membros inferiores e dos membros superiores, expresso em Kg;

- Massa Livre de Gordura Apendicular relativa (MLGA relativa): Tecido ndo-

6sseo, livre de gordura apendicular, dividido pela estatura ao quadrado,
expresso em kg/m?. Trata-se de uma férmula analoga ao IMC, que elimina

diferencas na MLGA decorrentes de diferencas de estatura.
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Para uma melhor caracterizagdo da amostra, bem como para verificar
diferencas entre os gendtipos, foi adotado o ponto de corte também proposto por
Baumgartner et al. (90), o qual define como sarcopénicos individuos com MLGA
relativa inferior a 5,45 kg/m?. Para classificar as idosas, conforme estado nutricional
(sobrepeso e obesidade), foram utilizados os critérios adotados pela Organizagao
Mundial da Saude (37).

4.4 Pico de torque isocinético muscular

A forca do quadriceps foi mensurada utilizando-se o dinamdmetro isocinético
Biodex System 3 (Biodex Medical Systems, New York, USA). Todas as medidas
foram realizadas por um técnico treinado de acordo com as especificagdes. Antes do
teste, as participantes foram submetidas a 5 minutos de aquecimento em
cicloergdbmetro com baixa carga e velocidade confortavel. Apds explicacéo detalhada
dos procedimentos da avaliagéo, as voluntarias foram cuidadosamente posicionadas
no assento do equipamento. O eixo de rotacdo do bragco do dinamdmetro foi
alinhado com o epicondilo lateral do fémur dominante das voluntarias. O local da
aplicacédo da forga foi posicionado aproximadamente 2 centimetros acima do
maléolo medial. Cintos fixados com velcro foram utilizados no tronco, pelve e coxa, a
fim de se evitar eventuais movimentos compensatoérios. O protocolo consistiu de trés
séries de quatro contragcbes musculares (60°/seg) com 30 segundos de intervalo
entre as séries (123). O valor registrado para as analises posteriores foi 0 maior pico
de torque (PT) das trés séries, o qual foi expresso em valores absolutos (Nm) e
relativos a massa corporal (Nm/kg). Foi solicitado as participantes que realizassem
as contracbes com o maior vigor possivel e foi oferecido encorajamento verbal
durante a mensuracgéo. A calibragdo do equipamento foi realizada de acordo com as
instru¢cdes do fabricante no inicio das sessdes de avaliagdo e o mesmo avaliador

conduziu os procedimentos.
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4.5 Analise do DNA

A coleta de amostra sanguinea foi realizada em todas as participantes,
através da veia antecubital, procedimento que foi realizado por uma enfermeira
devidamente treinada. O material biolégico foi colhido em tubos vacutainer estéreis,
contendo anticoagulante EDTA, sendo extraido um volume de 3 a 5 ml de sangue. O
DNA gendémico de alto peso molecular foi extraido dos leucécitos periféricos,
utilizando-se o método “salting out” (124) e a quantificagcdo do DNA foi estimada em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio. Para o padrao da quantificagéo,
foi utilizado o lambda DNA em concentragbes de 20, 40, 100, 200 e 400ng/pl.

Os procedimentos de extragcao envolveram basicamente trés passos:

a) Quebra das células: com remog¢do das membranas lipidicas, por meio da
adicdo de um tampdo com detergente. A solu¢cdo usada no procedimento foi
denominada Tamp&o A, composta por sacarose (0.32 M), Tris-HCI (10 mM, pH 7.6),
MgCI2 (5 mM) e o detergente nao ibnico Triton X 100 (1 %). Apbs a
homogeneizacdo do sangue, um volume inicial de 750 pl foi depositado em um
microtubo de 1,5 ml. Adicionou-se 750 pl do Tampdo A, sendo o material
centrifugado a 2.500 rpm por 20 minutos, para condensagéo do pellet, com descarte
posterior do sobrenadante.

b) Remocgao das proteinas celulares e histonas ligadas ao DNA: por meio da
adicdo de uma protease, precipitagdo com sédio e procedimento de extracdo com
fenol - o pellet foi suspenso em um composto denominado Tampéo B (25mM de
EDTA com pH 8.0 e 75mM de NaCl), sendo adicionados o SDS (sodium dodecul
sulfate) a 10% e proteinase K (10 mg/ml). Em seguida, os tubos foram incubados a
37°C durante uma hora, para ativacdo das enzimas. Apds a incubagdo, foi
adicionado NaCl (6 M) para precipitar o DNA, seguido de uma nova centrifugagcéo da
mistura com a finalidade de precipitar impurezas no fundo dos tubos.

c) Precipitacdo do DNA em alcool: transferiu-se o sobrenadante obtido no
item anterior, sendo adicionado etanol absoluto, na propor¢cdo de duas vezes o
volume contido no tubo. Misturou-se, por inversdes cuidadosas, sendo nesse
momento possivel a visualizagdo da precipitacdo do DNA. Foi realizada outra
centrifugacdo com a finalidade de aderir o DNA no fundo dos microtubos,

descartando-se em seguida o sobrenadante, com cuidado para nao perder o pellet.
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Apds a evaporagédo completa do etanol, foram adicionados 300 uyl de TE para
conservacgao do DNA.

Os sitios polimorficos foram amplificados através da técnica da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction). Essa técnica
permite que um fragmento especifico da molécula de DNA seja amplificado milhares
de vezes em poucas horas. A técnica implica na utilizacao de fragmentos de DNA
fita simples (iniciadores) que delimitam a regido a ser amplificada. A técnica de PCR
€ baseada na capacidade da enzima Taq polimerase de nao ser inativada em
temperaturas elevadas o que normalmente promove a desnaturagdo do DNA. O fato
ocorre pois a enzima € extraida de uma bactéria denominada Thermus Aquaticus,
que vive em altas temperaturas e tem caracteristica termoestavel, sendo de grande
importdncia, uma vez que a reagcdo se processa em diferentes ciclos de
temperaturas. O MgCl, favorece o estimulo da Taq polimerase e os dNTPs conferem
maior reprodutibilidade a reacao.

Os polimorfismos relacionados a composig¢édo corporal e forca muscular estéo
apresentados no Quadro 01, juntamente com iniciadores para extensdo. Os
iniciadores para PCR de uma uUnica base para a genotipagem foram desenhados
utilizando o] programa de bioinformatica Primo Pro 3.4
(http://www.changbioscience.com/primo/primoml.html) e a verificagdo para a
existéncia de dimeros foi realizada no programa Autodimer. Os iniciadores foram
arranjados de tal formar que a distribuicdo do tamanho dos fragmentos foi detectada.
Adicionou-se também uma cauda poli (GACT) na extremidade 5 de cada iniciador
(Quadro 01).

Os 7 SNPs selecionados foram amplificados individualmente em um
termociclador da marca GeneAmp® PCR System 9700, (Applid Biosystems, Foster
City, Ca, EUA). Posteriormente, ap6s verificagdo de ocorréncia perfeita da reacéo,
foi aplicada a metodologia de sistema multiplo (PCR Multiplex) (Figura 08). A PCR
seguiu o seguinte protocolo: KIT Quiagen (2,5 ul); Q solution (0,5 pl); mistura de

iniciadores, direto e reverso (1,0 pl) e DNA (1 pl) para completar 12,5 pl.



Quadro 01 - Genes candidatos e polimorfismos, e respectivos iniciadores

para extensao.

Gene SNP Alelos

Iniciador

rs9939609 AT

Direto: 5 — CTTGCGACTGCTGTGAATTT-3’
Reverso: 5 — GCCCAAGGATGGTGTTTCTA-3
Direto: 5 — CGCATCTCTGCAACTCTTTT-3’
Reverso: 5 — CCCCTTGCATCAGAGTGTTT- 3’

Direto: 5- TGTGCATAAGGTTGAAGAGCAA- 3
Reverso: 5’- CTCCAAGGGTGAAGAAACCA-3
Direto: 5'- AAAGCAACGCACTCCATTTT - 3’
Reverso: 5- GATGGTTTTGTTGAGGCACA 3’

FTO
rs1861868 A/G
rs16892496 A/C
TRHR
rs7832552 A/C
rs2854464 A/IG
ACVR1b

rs10783485 A/G

rs10783486 A/G

Direto: 5- CTGGTGGAAGTCTTGGGTGT-3
Reverso: 5’- TTTCCAGGATCTGGGAGATG- 3
Direto: 5- GTACGTGCTGGATGCTGAGA- 3’
Reverso: 5'- CCTGGCTAGAACACCAGCTC- 3’
Direto: 5'- TAGCACCAACGTGCTCAAAG-3
Reverso: 5- CTGGGGACCTTCGTTCTTCT-3
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Figura 08 - Gel decorrente de teste dos
Primers utilizados na pesquisa.
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Apéds o preparo, a reagao foi colocada em um termociclador (GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), alternando as
temperaturas entre 95, 55 e 72 graus Celsius com o intuito de promover,
respectivamente, a desnaturagcdo do DNA (separacao da fitas devido ao rompimento
das pontes de hidrogénio), o anelamento dos iniciadores as fitas simples de DNA, e
a incorporacdo dos dNTPs as novas fitas de DNA. Especificamente, o programa
utilizado adotou a seguinte variagdo de temperatura: 05 minutos a 95°C; 29 ciclos
consistidos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C; 10
minutos a 72° e manutencdo da temperatura em 10°C até a reacao ser retirada do
termociclador.

Apés amplificagdo pela PCR, os produtos co-amplificados passaram por uma
purificagdo enzimatica, para a eliminagdo do excesso de iniciadores e dNTPs ndo
incorporados na reagéo. Para a purificagédo, foram utilizadas as enzima exonuclease
1 (Exol), SAP (do inglés, shrimp alkaline phosphatase) e tampdo SAP nas
quantidades de 0,1 pl, 0,9 pl e 0,5 pl, respectivamente. Para que ocorresse a
purificacdo, foram necessarias condi¢gdes de termociclagem. Para o processo de
minissequenciamento foi utilizado o sistema comercial SNaPshot®  Multiplex
Genotyping System (Applied Biosystems) (Figura 09). Os amplicons de todos os
testes, apo6s serem amplificados, foram analisados com o objetivo de serem
confirmados em gel de agarose 1%, corado com Brometo de Etideo (1 mg/mL). O
protocolo seguinte consistiu de: Snap (1,66 ul), Primer Snapshot (1,0 ul) e agua

deionizada ultra-pura (0,34 pl).
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Figura 09 - Eletroforese em gel de agarose (1%) corado com brometo de etideo. (A)
Modelo de gel resultante de uma PCR e (B) de um teste de otimizagao dos primers.

Os fragmentos amplificados pelos métodos de extensao de uma unica base
foram submetidos a uma nova purificagcdo enzimatica, para a remog¢ao dos grupos
fosforil das extremidades 5 dos ddNTPs fluorescentes. A eletroforese foi realizada
em um sequenciador automatico de DNA, modelo ABI prism 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) utilizando o formamida Hi-Di, e o padréo Liz120 Size Standard
(Applied Biosystems). Os parametros de corrida foram: Polimero ABI3700 POP 7,
com tensédo de 3 volts e 40 segundos de injecdo, e 15 volts de corrida por 800
segundos. As corridas foram analisadas com o programa GeneMapper 4.0. A
genotipagem de 19 marcadores informativos de ancestralidade foi realizada sob as
mesmas condi¢des descritas acima.

Para estimar a ancestralidade gendmica, 19 marcadores informativos de
ancestralidade foram genotipados para todas as amostras. A ancestralidade em
cada populagdo foi estimada utiizando o  software = ADMIXMAP
(http://homepages.ed.ac.uk/pmckeigu/admixmap/), com 2.500 iteracbes para o

periodo de burnin e 10.000 iteragdes para medir dados de parametro.
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4.6 Estatistica

Para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados séo apresentados através da estatistica descritiva,
utilizando-se os procedimentos de média e erro padrdo e/ou desvio padrdo. O teste
qui-quadrado foi conduzido para: a) verificar se a frequéncia alélica das voluntarias
encontrava-se de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, e b) verificar a
existéncia de diferengas entre os gendétipos para as varidveis néo-continuas, como
presenca de sarcopenia, suplementagdo de calcio, uso de reposigdo hormonal e
nivel de atividade fisica.

Andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para testar a existéncia de
diferencas entre os genoétipos nas seguintes variaveis: idade, estatura, IMC,
percentual de gordura, MLGA, MLGA relativa, MLGT, MLGT relativa, PT e PT
relativo. A analise de covariancia (ANCOVA) foi realizada para testar a associacao
entre os genoétipos e os fendtipos relacionados a forgca muscular e 8 composigédo
corporal. Para tal, utilizou-se como covariaveis os anos de menopausa, reposi¢cao
hormonal, suplementacdo de calcio, niveis de atividade fisica e ancestralidade
africana. Ocorrendo diferenga significativa em alguma das variaveis, testes de
comparagdes multiplas LSD foram adotados para identificacdo de contrastes
relevantes entre as médias.

A analise de Mantel-Haenszel Common Odds Ratio foi utilizada, a fim de
averiguar a associagdo entre os desfechos (fendtipos) e riscos (gendtipos),
ajustados por idade (quando houve diferengca entre os grupos) e ancestralidade.
Para tal, as variaveis relacionadas aos fenétipos musculares foram divididas em
quartis, sendo Q1 o quartil inferior e Q4 o quartil superior. O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05 e os dados foram analisados por meio do programa SPSS
14.0 for Windows.
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5 RESULTADOS

Os dados descritivos da amostra, como idade, massa corporal, estatura, IMC,
anos de menopausa, composi¢do corporal e pico de torque estdo apresentados na
Tabela 02. Realizou-se a mensuragdo da composi¢cao corporal, forca muscular e
coleta sanguinea de 241 mulheres idosas (idade média 66,7 anos).

De acordo com a abordagem proposta por Baumgartner et al. (1998) e OMS
(125), 17.3% das voluntarias foram classificadas como sarcopénicas e 73,4% como
com excesso de peso (IMC>25kg/m?). Em relagcdo a reposicdo hormonal e a
suplementacéo de calcio, 19 (7.9%) e 56 (23.7 %) idosas, respectivamente, estavam
em uso de medicacdo. Os niveis de atividade fisica foram os seguintes: 5 (2.1%)
eram sedentarias, 69 (28.6%) eram insuficientemente ativas, 163 (67.6%) eram

ativas e 4 (1.7%) eram muito ativas.

Tabela 02 - Caracteristicas das participantes. Os valores sao
expressos como média £ Desvio Padré&o.

Variaveis

N 241
Idade (anos) 66.6+5.5
Massa Corporal (kg) 65.8+11.9
Estatura (m) 1.5310.1
Anos de Menopausa 18.017.5
IMC (kg/m?) 28.0x4.5
Percentual de Gordura (%) 39.545.9
MLGT (kg) 37.9+4.9
MLGT relativa (kg/m?) 16.1£1.7
MLGA (kg) 14.6+2.3
MLGA relativa (kg/m?) 6.2+0.8
PT (Nm) 95.1+22.8
PT relativo (Nm/kg*100) 145.9431.2

IMC: indice de massa corporal; %G: Percentual de gordura; MLGA: Massa livre de gordura apendicular;
MLGT: Massa livre de gordura total; PT: Pico de torque; Excesso de peso: IMC > 25kg/m2
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5.1 FTO

Os dados referentes a composi¢édo corporal, fenétipos musculares e ésseos,
de acordo com os polimorfismos rs9939609 e rs1861868 estdo apresentados nas
tabelas 03 e 04, respectivamente. A distribuicdo dos polimorfismos do gene FTO
(rs9939609 e rs1861868) esta de acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-
Weingerg (p> 0,05).

A frequéncia dos alelos A e T do polimorfismo rs9939609 foi de 0.39 e 0.61,
respectivamente. A prevaléncia de excesso de peso encontrada foi de 69,2%, 77.8%
e 70,2%, respectivamente, para os genétipos A/A, A/T e T/T, no entanto, o teste qui-
quadrado néo revelou diferengas estatisticas significantes entre os grupos. ANOVA
e ANCOVA néao revelaram diferencas estatisticas significantes para idade, IMC,
composicao corporal e forca muscular para os genoétipos.

A frequéncia do alelo G e A para o polimorfismo rs1868868 foi 0.47 e 0.52,
respectivamente. A prevaléncia de excesso de peso foi 74,5%, 75.6% e 68,7%,
respectivamente, para os genétipos G/G, G/A e A/A, no entanto, o teste qui-
quadrado n&o revelou diferengcas significativas. Da mesma forma, os testes
estatisticos ANOVA e ANCOVA nao apontaram diferengas estatisticas significantes

para idade, IMC, composi¢ao corporal e forga muscular.



Tabela 03 - Composigéo corporal e fenétipos musculares de acordo com o SNP rs9939609 do gene FTO. Dados séo
apresentados em média * erro padréo e percentual.

Variaveis p-valor p-valor
A/A AT TIT AIA AIT+TIT

N (%) 39(16.2) 108(44.8) 94(39) 39(16.2)

Idade (anos)® 68.1£7.5 66.3+5.1 66.415.0 0.18 68.1£7.5 66.4+5.0 0.07

IMC (kg/mz) 27.8%£0.7 27.910.4 28.1£0.5 0.94 27.81£0.7 28.01£0.3 0.81

Prevaléncia sobrepeso (%) 14(35.9) 51(47.2) 34(36.2) 0.64 14(35.9) 85(42.1) 0.77
Prevaléncia obesidade (%) 13(33.3) 33(30.6) 32(34.0) 0.64 13(33.3) 65(32.2) 0.77
Percentual de gordura (%) 39.1£1.0 40.0+0.6 38.91+0.6 0.42 39.1£1.0 39.4+0.4 0.77

MLGT (kg) 37.6+0.8 37.8+0.5 38.2+0.5 0.75 37.6+0.8 38.0+0.3 0.63
MLGT relativa (kg/m?) 16.0+0.3 16.0+0.2 16.3+0.2 0.46 16.0+0.3 16.2+0.1 0.61
MLGA (kg) 14.2+0.4 14.7+0.2 14.6+0.2 0.58 14.2+0.4 14.7+0.2 0.31
MLGA relativa (kg/m?) 6.1+0.1 6.2+0.1 6.2+0.1 0.49 6.1£0.1 6.2+0.1 0.23
PT (Nm) 94.5£3.7 94.2+2.2 96.5+2.3 0.75 94.5+3.7 95.3+1.6 0.83
PT relativo (Nm/kg*100) 145.015.1 144.5+£3.0 148.4£3.2 0.67 145.0£5.1  146.4+2.2 0.81

IMC: indice de Massa Corporal; MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular; MLGT: Massa Livre de Gordura Total; PT: Pique de torque; ? Valores s&o apresentados como média e desvio
padréo.



Tabela 04 - Composicao corporal e fenétipos musculares, de acordo com o SNP rs1861868 do gene FTO. Dados séo
apresentados em média * erro padrao e percentual

Variaveis p-valor p-valor
GIG A/G A/A G/IG A/IG+A/IA

N (%) 55(22.8) 119(49.4) 67(27.8) 55(22.8)  186(77.2)

Idade (anos)?® 66.415.4 66.3+5.0 67.416.4 0.43 66.415.4 66.7£5.6 0.75

IMC (kg/mz) 28.41+0.6 27.7£0.4 28.0+£0.6 0.66 28.410.6 27.810.4 0.40

Prevaléncia sobrepeso (%) 22(40.0) 54(45.4) 23(34.3) 0.86 22(40.0) 77(41.4) 0.72
Prevaléncia obesidade (%) 19(34.5) 36(30.3) 23(34.3) 0.86 19(34.5) 59(31.7) 0.72
Percentual de gordura (%) 39.5+0.8 39.240.6 39.6+0.7 0.93 39.5+0.8 39.4+0.4 0.89

MLGT (kg) 38.7+0.7 38.0+0.5 37.3+0.6 0.30 38.7+0.7 37.7£0.4 0.21
MLGT relativa (kg/m?) 16.3+0.2 16.2+0.2 16.0+0.2 0.75 16.3+0.2 16.1£0.1 0.60
MLGA (kg) 14.8+0.3 14.7+0.2 14.3£0.2 0.49 14.8+0.3 14.5+0.2 0.53
MLGA relativa (kg/m?) 6.2+0.1 6.2+0.1 6.1£0.1 0.72 6.2+0.1 6.2+0.1 0.96
PT (Nm) 96.7+3.0 96.8+2.1 91.2+2.7 0.23 96.7£3.0 94.7+1.7 0.58
PT relativo (Nm/kg*100) 144.5+4.2 149.7£2.9 141.5£3.8 0.20 144.524.2 146.7+2.3 0.64

IMC: indice de Massa Corporal; MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular; MLGT: Massa Livre de Gordura Total; PT: Pique de torque; ? Valores sdo apresentados como média e desvio
padréo.
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5.2 TRHR

A distribuicao alélica do gene TRHR (rs16892496 e rs7832552) estava de
acordo com equilibrio de Hardy-Weingerg (p>0.05). Os resultados dos genétipos
rs16892496 e rs7832552, para composicéo corporal e fendtipos de forca muscular,
estdo apresentados nas Tabelas 05 e 06, respectivamente.

A prevaléncia de sarcopenia para o polimorfismo rs16892496 foi de 27.6%,
17.8% e 13.3%, respectivamente, para os gendtipos C/C, A/C e A/A, no entanto, o
teste qui-quadrado n&o revelou diferengas estatisticas significantes. A ANOVA nao
revelou diferengas estatisticas para peso, estatura ou IMC, porém, a idade foi
significativamente superior para os individuos com gendtipo C/C e, dessa forma,
essa variavel foi utilizada como covariavel no teste ANCOVA. N&o foram observadas
diferencas para IMC e percentual de gordura. ANOVA revelou que MLGA e PT
diferiram significantemente entre os grupos, com valores inferiores para MLGA em
sujeitos carreadores do gendtipo C/C. No entanto, quando a idade e a
ancestralidade genémica foram adicionadas como covariaveis, os resultados n&o
apresentaram diferencas estatisticas significantes, mas apenas uma tendéncia
(valores de significancia variando entre 0.07 e 0.15; tabela 05). Quando o gendtipo
C/C foi comparado ao grupo composto pelo alelo A (A/A+A/C), foram observadas
diferencas estatisticas significantes para MLGA e MLGA relativa, com valores
inferiores para o gendétipo C/C (ap6s ajuste para idade e ancestralidade africana).

A prevaléncia de sarcopenia, conforme polimorfismo rs78322496 foi de
20.6%, 13.6% e 20.6%, respectivamente, para os gendétipos T/T, C/T e C/C, no
entanto, o teste qui-quadrado ndo revelou diferengas estatisticas significantes. A
ANOVA nao revelou diferenca estatistica para peso, estatura ou idade. Ndo foram
observadas diferengas para variaveis de composigdo corporal e fendtipos
musculares na ANOVA e ANCOVA.



Tabela 05 - Composicao corporal e fenotipos musculares, de acordo com o SNP rs16892496 do gene TRHR. Dados

sdo apresentados em média * erro padrdo (ajustados também para idade).

Variaveis p-valor p-valor
ciC AlC A/A ciC AIC+A/A
N (%) 29 (12) 129 (53.5) 83 (34.5) 29 (12)  212(88.0)
Idade (anos)*? 69.246.23*  66.415.25 66.1+5.53 0.03 69.246.2* 66.31+5.35 0.01
IMC (kg/m?) 27.240.85 28.110.40 28.1+0.50 0.63 27.2+0.85 28.1+0.31 0.33
Percentual de gordura (%)  38.4+1.11 39.6+0.52 39.5+0.65 0.62 38.4+1.11  39.510.41 0.33
MLGT (kg) 36.940.91 37.940.43 38.4+0.53 0.40 36.9+40.91 38.1+0.33 0.24
MLGT relativa (kg/m?) 15.9+0.32 16.1+0.15 16.3+0.19 0.59 15.9+0.32 16.2+0.12 0.42
MLGA (kg) 13.7+0.43 14.6+0.20 14.740.25 0.13 13.740.43* 14.7+0.16 0.04
MLGA relativa (kg/m?) 5.9+0.15 6.2+0.07 6.2+0.09 0.14 5.9+0.15*  6.2+0.06 0.04
PT (Nm) 90.0+4.02 93.4+1.89 99.2+2.35 0.07 90.0+4.02 95.7+1.48 0.20
PT relativo (Nm/kg*100) 143.615.64 143.0+2.65 151.1£3.30 0.15  143.615.64 146.2+2.08 0.67

IMC: indice de Massa Corporal; MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular; MLGT: Massa Livre de Gordura Total; PT: Pique de torque; @ Valores sdo apresentados como média e
desvio padréo; * diferenga estatistica significante (p <0.05) comparada com outros genétipos.
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Tabela 06 - Composic¢ao corporal e fen6tipos musculares, de acordo com o SNP rs7832552 do gene TRHR. Dados
sdo apresentados em média * erro padrao.

Variaveis p-valor p-valor
TIT CIT CciC TIT C/T+C/C
N (%) 34(14.1) 110 (45.6) 97 (40.3) 34(14.1) 207(85.9)
Idade (anos)?® 67.415.4 66.5+5.5 66.5+5.6 0.68 67.415.4 66.5+5.5 0.39
IMC (Kg/mz) 27.0+0.8 28.4+0.4 27.8+£0.5 0.23 27.0£0.8 28.1£0.3 0.17
Percentual de gordura (%) 38.2+1.0 39.7+0.6 39.3+0.6 0.69 38.2+1.0 39.5+0.4 0.46
MLGT (kg) 37.1£0.9 38.5+0.5 37.6£0.5 0.25 37.1£0.9 38.1+0.3 0.31
MLGT relativa (Kg/mz) 15.8+0.3 16.3+0.2 16.1+0.2 0.28 15.8+0.3 16.210.1 0.28
MLGA (kg) 14.2+0.4 14.8+0.2 14.4+0.2 0.30 14.2+0.4 14.6+0.2 0.41
MLGA relativa (Kg/mz) 6.1+0.1 6.3+0.1 6.1+0.1 0.27 6.1+£0.1 6.2+0.1 0.41
PT (Nm) 94.2+4.0 96.2+2.2 94.0£2.3 0.77 94.2+4.0 95.1+1.6 0.82
PT relativo (Nm/kg*100) 150.215.5 144.8+3.0 145.71£3.2 0.69 150.245.5 145.2+2.2 0.40

IMC: indice de Massa Corporal; MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular; MLGT: Massa Livre de Gordura Total; PT: Pique de torque; ® Valores s&o apresentados como média e
desvio padrao.
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A Tabela 07 apresenta os valores referentes a analises de Razao de Chance
para o genotipo rs16892496, MLGA relativa e PT relativo. Os valores para essas
variaveis foram divididos em quartis para posterior analise de Mantel-Haenszel
Common Odds Ratio (ajustado para idade e ancestralidade africana). Verificou-se
que o genotipo C/C apresenta maior chance de ser classificado no quartil inferior

para MLGA relativa e PT relativo, quando comparado ao genétipo A/A.

Tabela 07 - Razao de chance entre fendtipo e gendtipo (ajustada
para idade a ancestralidade Africana)

Fenétipo Genétipo OR (95%Cl)

: AA 1.00
MLGA relative /0 010 2.24 (1.12 — 4.49)
inferior (<3.7kg) ()¢ 3.95 (1.41 - 11.11)

_ AA 1.00
PT ';e"‘_‘t"’e A/IC 268 (1.18 — 6.10)
(<12',2 ;:cr:Ik ) AIC+C/C 2.71 (1.63 - 5.8)
' 9 c/c 3.09 (1.11 - 8.58)

MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular, PT: Pique de Torque.

5.3 ACVR1b

Os dados referentes a composi¢cao corporal e fendétipos musculares dos
polimorfismos do gene ACVR1b (rs2854464, rs10783485 e rs10783486) estéo
apresentados nas tabelas 08, 09 e 10, respectivamente. As distribui¢gdes alélicas dos
polimorfismos estdo de acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weingerg
(p> 0.05)

Em relagdo aos polimorfismos do rs2854464 (Tabela 08) verificou-se
diferenca estatistica significante na prevaléncia de sobrepeso e obesidade. N&o foi
observada diferenca significativa entre os grupos, nas demais variaveis.

Conforme Tabela 09, houve diferenga estatistica entre os gendtipos na
variavel prevaléncia de sobrepeso e obesidade. O genétipo G/T do polimorfismo
rs10783485 difere estatisticamente dos demais (G/G e T/T) no %G e PT relativo.
Individuos carreadores do genétipo T/T apresentaram percentual de gordura

estatisticamente inferior aos carreadores do alelo G.
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O polimorfismo rs10783486 (tabela 10) n&do apontou diferenca estatistica
significante para os fenétipos em questdo. Verifica-se que o gendétipo G/G tendeu

para valores menores de MLGT relativa (p=0,08) e MLGA relativa (p=0,07).



Tabela 08 - Composigéo corporal e fenétipos musculares, de acordo com o SNP rs2854464 do gene ACVR1b. Dados
sdo apresentados em média * erro padrdo e percentual.

Variaveis p-valor p-valor
AJA AIG G/IG AIA G/G+A/G

N (%) 53(22.0) 74(30.7) 114(47.3) 53(22.0) 188(78)

Idade (anos)*® 66.79+4.9 66.35+6.1 66.77+5.5 0.86 66.79+4.9 66.61+5.7 0.83

IMC (kg/m?) 28.7+0.6 27.7x0.5 27.8+0.4 0.41 28.7+0.6 27.8+0.3 0.19

Prevaléncia sobrepeso (%) 20 (37.7) 28 (37.8) 51 (44.7) 0.03 20(37.7) 79(42.0) 0.02
Prevaléncia obesidade (%) 24 (45.3) 22 (29.7) 32 (28.1) 0.03 24(45.3) 54(28.7) 0.02
Percentual de gordura (%) 40.7+0.8 38.7+0.7 39.2+0.5 0.18 40.7+0.8 39.0+0.4 0.08

MLGT (kg) 38.6+0.7 38.1+0.6 37.5+0.5 0.40 38.610.7 37.8+£0.4 0.26
MLGT relativa (kg/m?) 16.3+0.2 16.2+0.2 16.0+0.2 0.51 16.3+0.2 16.1+0.1 0.44
MLGA (kg) 14.9+0.3 14.8+0.3 14.4+0.2 0.35 14.9+0.3 14.5+0.2 0.35
MLGA relativa (kg/m?) 6.320.1 6.310.1 6.110.1 0.39 6.310.1 6.240.1 0.48
Prevaléncia sarcopenia (%) 7(13.2) 14(18.9) 21(18.4) 0.43 7(13.2) 35(18.6) 0.24
PT (Nm) 99.2+3.1 95.7+2.7 93.0+2.1 0.25 99.2+3.1 94.0+1.6 0.15
PT relativo (Nm/kg*100) 146.8+4.3 149.2+3.7 143.9+2.9 0.53 146.844.3 146.0+2.3 0.86

IMC: indice de Massa Corporal; MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular; MLGT: Massa Livre de Gordura Total; PT: Pique de torque; * Valores sdo apresentados como média e desvio
padréo.



Tabela 09 - Composicao corporal e fen6tipos musculares, de acordo com o SN rs10783485 do gene ACVR1b. Dados
sdo apresentados em média * erro padrao e percentual.

Variaveis p-valor p-valor
TIT G/IT G/G TIT G/G+G/T

N (%) 42(17.4) 106(44.0) 93(38.6) 42(17.4) 199(82.6)

Idade (anos)? 65.71+4.8 66.71+5.7 67.00+5.6 0.45 65.71£t4.8 66.84+5.6 0.23

IMC (kg/mz) 27.210.7 28.7£0.4 27.5£.0.5 0.09 27.2+£0.7 28.1£0.3 0.23

Prevaléncia sobrepeso (%) 20 (47.6) 36 (34.0) 43 (46.2) 0.04 20 (47.6) 79(39.7) 0.15
Prevaléncia obesidade (%) 9(21.4) 44 (41.5) 25 (26.9) 0.04 9(21.4) 69(34.7) 0.15
Percentual de gordura (%) 37.4+0.9 40.2+0.6* 39.5+0.6 0.04 37.4+0.9* 39.8+0.4 0.02

MLGT (kg) 38.2+0.8 38.310.5 37.5:0.5 050  38.2+0.8  37.9:t04  0.69
MLGT relativa (kg/m?) 16.2+0.3 16.30.2 15.9¢0.2  0.27  16.2¢0.3  16.10.1 0.78
MLGA (kg) 15.00.4 14.6+0.2 14.4+0.2  0.41 15.0£04  14.5:0.2  0.22
MLGA relativa (kg/m?) 6.4+0.1 6.2+0.1 6.120.1 0.28 6.4:0.1  6.17%0.1 0.19
Prevaléncia sarcopenia (%)  5(11.9) 19(17.9) 18(19.4)  0.51 5(11.9)  37(18.6)  0.21
PT (Nm) 96.5+3.5 93.312.2 96.7+2.3 052  96.5¢35  98.9:+1.6  0.66
PT relativo (Nm/kg*100) 152.5¢4.7  140.1#3.0°  149.9+32  0.03 152547 144.7¢+22  0.14

IMC: indice de Massa Corporal; MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular; MLGT: Massa Livre de Gordura Total; PT: Pique de torque;  Valores sdo apresentados como média e desvio
padréo; * diferenca estatistica significante (p <0.05) comparada com outros genétipos.



Tabela 10 - Composigéo corporal e fenétipos musculares de acordo com o SNP rs10783486 do gene ACVR17b. Dados
sdo apresentados em média * erro padrao e percentual

Variaveis p-valor p-valor
G/IG AIG A/IA G/IG A/A+AIG

N (%) 46 (19.1) 118 (49.0) 77 (31.9) 46(19.1) 195(80.9)

Idade (anos)® 67.09+5.1 66.13+5.3 67.1816.0 0.36 67.0945.1 66.54+5.6 0.55

Prevaléncia sobrepeso (%) 20(43.5) 47(39.8) 32(41.6) 0.24 20(43.5) 79(40.5) 0.32
Prevaléncia obesidade (%) 12(26.1) 42(35.6) 24(31.2) 0.24 12(26.1) 66(33.8) 0.32

IMC (kg/m?) 27.5£0.7 28.1£0.4 28.0+0.5 0.74 27.5+0.7 28.1+0.3 0.46
Percentual de gordura (%) 39.8+0.9 39.5+0.6 39.0+0.7 0.74 39.8+0.9 39.3+0.4 0.58
MLGT (kg) 37.1£0.7 38.4£0.5 37.8%0.6 0.33 37.1£0.7 38.210.4 0.20
MLGT relativa (kg/m?) 15.7+0.2 16.3£0.2 16.2+0.2 0.19 15.7+0.2 16.2+0.1 0.08
MLGA (kg) 14.2+0.3 14.9£0.2 14.4£0.3 0.15 14.2+0.3 14.7£0.2 0.18
MLGA relativa (kg/m?) 6.0+0.1 6.3+0.1 6.2+0.1 0.09 6.0+0.1 6.2+0.1 0.07
Prevaléncia sarcopenia (%) 11(23.9) 20(16.9) 11(14.3) 0.43 11(23.9) 31(15.9) 0.14
PT (Nm) 93.5+3.3 98.2+2.1 91.6+2.5 0.12 93.5+3.3 95.6+1.6 0.59
PT relativo (Nm/kg*100) 144.8+4.6 149.5+£2.9 141.9£3.5 0.24 144.8+4.6  146.5+2.2 0.64

IMC: indice de Massa Corporal; MLGA: Massa Livre de Gordura Apendicular; MLGT: Massa Livre de Gordura Total; PT: Pique de torque; ? Valores sdo apresentados como média e desvio
padréo.
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6 DISCUSSAO

6.1 Prevaléncia de sarcopenia e excesso de peso

Os dados deste estudo apontam uma prevaléncia de sarcopenia de 17.3%, a
qual se assemelha a prevaléncia no Novo México, EUA (10 a 20%), entre idosos
com idade inferior a 70 anos (90). Segundo Morley (126) € muito comum a
ocorréncia de prevaléncia de sarcopenia variar entre 5% a 13% entre idosos com 60
a 70 anos. No entanto, ha lugares em que as estatisticas apontam prevaléncias
superiores, como em Connecticut-USA (26.8% - entre idosas com idade entre 64 e
93 anos) (127) e na Tailandia (34.7% - em mulheres com idade entre 20 a 84 anos)
(128).

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade na amostra estudada foi elevada
(41,1% e 32,4%, respectivamente) ao se comparar a populagdo chinesa (129)
(32,8% e 5,6%, respectivamente), apresentando-se similar as prevaléncias relatadas
na populagao norte-americana (44) (42,3% e 31,1%, respectivamente). Esse achado
€ preocupante em fungdo das comorbidades associadas a obesidade (com maior
impacto entre idosos) e pela equiparagdo de prevaléncias alarmantes de um pais
desenvolvido com um emergente. E possivel constatar que o Brasil também esta
enfrentando as consequéncias da transi¢cao nutricional (130).

Dessa forma, é clara a necessidade de implantacdo de intervengdes visando
a manutencdo da massa magra e controle da gordura corporal em mulheres idosas.
Nesse sentido, a combinagdo da dieta com o exercicio fisico regular vem sendo
apontada como uma conduta eficaz na redugéo de peso e, consequentemente, na

reducao do risco metabolico em mulheres obesas (131).

6.2 FTO

O primeiro estudo e associagdo genética que identificou a relagdo entre o
gene FTO e a obesidade data de 2007 (12, 132). No artigo em questéo, foram

identificados multiplos polimorfismos do gene, associados a diabetes mellitus do tipo
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2 (DM2). No entanto, ap6s ajuste para o IMC, a associacdo ndo foi verificada,
mostrando que, possivelmente, esses polimorfismos estavam associados ao IMC e
ao aumento de peso e se portaram como fatores de risco para o desenvolvimento de
DM2. Carreadores do genétipo A/A apresentavam aproximadamente 3kg a mais de
massa corporal e uma probabilidade 1.67 vezes maior de apresentar obesidade,
enquanto o gendtipo heterozigoto apresentou um ganho de 1.5kg (12).

Frayling (12) foi o pioneiro, no entanto, os estudos de replicacédo se
expandiram para outras etnias, idades e racas (13, 14, 16, 133). Recentemente, Mei
e colaboradores (134) concluiram que as variagbes do gene FTO (em especial o
alelo A) podem acelerar o inicio precoce e aumentar a probabilidade de sobrepeso
em adultos jovens. Em relacéo a realizacdo de estudos com a populagéo brasileira,
foram encontrados na literatura trés artigos (20, 135, 136) que replicaram GWAS
nessa amostra (no caso, analises referentes ao gene FTO). Da Silva et al. (20)
analisou a associagdo dos polimorfismos em uma amostra com criangas de até 8
anos, concluindo que as variagdes do FTO estdo associadas ao aumento do IMC e
das dobras cutaneas em criangas brasileiras com idade acima de 4 anos. Ramos et
al. (135) encontrou associagéo entre o SNP rs9939609 e variaveis metabdlicas e
cardiovasculares em idosos (glicose sanguinea, circunferéncia da cintura e
hipertens&o), no entanto, n&o foi verificada associagdo ao IMC. Ramos et al. (136)
estudaram a contribuicdo do polimorfismo rs9939609 para a ocorréncia da
obesidade extrema em brasileiros (idade média de 45 anos). Os autores
constataram que esse polimorfismo contribui para a obesidade em individuos
brasileiros.

O presente estudo, além de envolver uma amostra de individuos idosos e a
avaliacdo do IMC, valeu-se do DXA para um diagnéstico mais sofisticado de
composicao corporal. Nao foi observada diferenca estatistica significante para os
polimorfismos do gene FTO, mesmo apds anadlises adicionais com covariaveis
(idade, anos de menopausa, nivel de atividade fisica, reposicdo hormonal,
suplementacgao de célcio e ancestralidade) nas variaveis relacionadas ao fenétipo de
massa gorda (IMC, %G, prevaléncia de excesso de peso, MLGT, MLGT relativa,
MLGA e MLGA relativa). Esses resultados corroboram os estudos realizados por
Ramos et al. (135), Jacobsson et al. (137) e Jacobsson et al. (138).

Jacobsson et al. (138) verificaram que o alelo de risco do polimorfismo

rs9939609 para obesidade ndo se associa ao aumento de IMC, em um estudo de
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coorte realizado com homens adultos suecos. Ramos et al. (135) testaram a
associagdo entre o rs9939609 e variaveis metabdlicas e cardiovasculares, no
periodo pdés-menopausa, em mulheres brasileiras. Os autores concluiram que o
polimorfismo é um preditor para doencgas cardiovasculares (valores elevados de
razdo cintura-quadril, pressao arterial e acumulagado lipidica), mas nao houve
associagdo do SNP com o IMC. Jacobsson et al. (137) examinaram se o gene FTO
estd associado a sobrepeso e a feno6tipos de composigéo corporal (circunferéncia da
cintura, massa gorda total, massa gorda do tronco, massa gorda dos membros
inferiores, tecido visceral e subcutaneo) em idosos. Da mesma forma, os autores
nao verificaram associagdo de nenhum polimorfismo, entre eles o rs9939609, com
fen6tipos da composigéo corporal (incluindo sobrepeso) em ambos os sexos. Os
autores concluiram que o gene FTO é menos associado a sobrepeso e a fenotipos
de composicao corporal (circunferéncia da cintura, massa gorda total, massa gorda
do tronco, massa gorda dos membros inferiores, tecido visceral e subcutdneo) em
idosos do que em jovens. Notadamente, a tematica € ainda controversa.

A media de idade (70.2 anos) da amostra de Jacobsson et al. (137) € similar a
desse trabalho (66.5 anos). Os demais estudos que, diferentemente, encontraram
associagdo entre o rs9939609 e fenétipos ligados a obesidade (12, 139) possuem
médias de idade diferentes e amplitudes de idade elevadas; fatos que podem causar
vieses de analise, além de que, aparentemente, os efeitos do FTO na composi¢céo
corporal parecem menos profundos entre idosos do que em idade mais jovens (137).

O polimorfismo rs1861868 do gene FTO tem sido explorado na literatura
internacional, visando melhor entendimento da associagdo do SNP com fendtipos de
massa gorda. Ao se realizar a busca desse polimorfismo no Banco de Dados de
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (140) verifica-se a citagéo do polimorfismo em
apenas 3 artigos (79, 80, 141), sendo um desses de revisdo (141). Rampersaud et
al. (79) identificaram que o SNP rs1861868 associa-se ao IMC de individuos que
apresentaram baixos escores para nivel de atividade fisica (apds ajuste para sexo e
idade), ndo revelando efeito naqueles que apresentaram nivel de atividade fisica
acima da média. Rodriguez-Lépez et al. (80) identificaram que os individuos
portadores do alelo A para rs1861868 mostraram um aumento do risco (OR: 3.03;
IC95%: 1.74-5.27) a desenvolver obesidade mérbida. No presente estudo, néo foi
verificada diferenca estatistica significante entre os genétipos. Os mesmos nédo

diferiram, mesmo apdés o ajuste das médias para as covariaveis. Observa-se,
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novamente, um viés de analise decorrente de amplitude de idades, e idades médias
diferentes do presente estudo. Rampersaud et al. (79) avaliaram individuos com
43.6 + 3.4 anos e Rodriguez-Lopez et al. (80) apresentaram uma elevada amplitude
de idade (6 a 81 anos).

Em relacdo ao nivel de atividade fisica, & importante citar que o gene FTO
ndo se associa ao nivel de atividade fisica (63, 82), desta forma, a adogao de
habitos de prevengéo, como a pratica de atividade fisica regular, auxilia no combate
ao risco aumentado de desenvolvimento da obesidade, devido a suscetibilidade
genética do FTO (63, 79).

6.3 TRHR

Liu et al. (23) publicaram o primeiro estudo de associacdo genética com
tracos musculares, especificamente MLG. Embora a forga muscular n&o tenha sido
avaliada em sua investigagdo, os autores identificaram que os polimorfismos
rs16892496 e rs7832552 do gene TRHR, estavam associados a MLG (avaliada
através da DXA) em um estudo de 9.350.000 SNP. Além disso, os autores
replicaram as associagdes significativas em trés amostras independentes. Outros
estudos evidenciaram associagdo entre um numero razoavel de polimorfismos de
genes candidatos e fenétipos musculares relacionados, mas com pouca consisténcia
sobre a contribuicdo de forma significativa dos mesmos (29, 111, 142). No ano de
2012 foram desenvolvidas poucas pesquisas na area da genética e fendtipos
musculares. Dos trabalhos que foram publicados, a maioria apresentou amostras
pequenas ou resultados inconclusivos, ndo sendo verificado GWAS significativos
que estudaram o gene TRHR, nesse ano (11). Dessa forma, pesquisadores da area
do exercicio precisam priorizar os projetos de alta qualidade e estudos de
replicacao, com grandes tamanhos de amostra e fen6tipos musculares (111).

O gene TRHR codifica o horménio receptor da tireotropina. Devido a
importante fungdo desse horménio, no desenvolvimento da massa muscular
esquelética, o gene TRHR é assim reconhecido como um importante gene candidato
para futuras investigacbes, com consequéncias potenciais para os desfechos
correlacionados a forca e a poténcia muscular (111). O horménio liberador de

tireotropina € um neuropeptideo de pequeno porte, amplamente distribuido por todo
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o sistema nervoso central e nos tecidos periféricos, bem como nos tecidos
extraneurais. Esse hormonio exerce o seu efeito por ligagdo ao TRHR (localizado na
regido 8q.23.1) na superficie de células tireotroficas e pituitarias. A principal
consequéncia dessa ligagédo é a estimulagao da secre¢cdo do hormoénio estimulante
da tireoide. Como resposta, o horménio estimulador da tiredide estimula a liberagéo
de tiroxina, que é importante para o desenvolvimento do musculo esquelético dos
vertebrados (112, 113).

O estudo realizado por Liu et al. (23) é apontado pelo catalogo do Instituto de
Pesquisa do Genoma Humano (143) como o Unico trabalho que encontrou a
associagdo entre gene TRHR com a massa magra. Estudos com esse gene
apontavam, até entdo, associagdo com outros fendtipos, tais como adenomas de
hipofise (144) e hipertensao (108, 109). O presente estudo replicou o estudo de Liu
et al. (23) em uma amostra de idosas brasileiras, sugerindo uma modesta
associagédo entre o rs16892496 e o MLG. Os individuos carreadores do genétipo
C/C apresentaram uma maior chance (OR: 3,95; IC: 1,41 — 11,11) para valores
inferiores de MLGA, quando comparaddos aos homozigotos A/A. Individuos A/A e
A/C, apresentaram 1kg e 900g, respectivamente, de MLGA extra, quando
comparados aos carreadores do gendtipo C/C. Além disso, observou-se uma
tendéncia para diferengca entre genoétipos na variavel PT. Os portadores do alelo C
possuiam maior probabilidade (OR: 3,09; IC: 1,11 — 8,58) de serem classificados no
quartil mais baixo da forca muscular. No entanto, as diferengas observadas no
presente estudo foram modestas ao se considerar a alta hereditariedade de
fendtipos musculares (23, 145).

Assim, os resultados desse estudo demonstram que o polimorfismo estudado
(rs16892496) no gene TRHR é uma variante genética que contribui para a forga
muscular e MLG em analises transversais, embora a sua relevancia clinica ainda
deva ser investigada. Analisados em conjunto com os resultados de Liu et al.(23), os
achados sugerem que o gene TRHR poderia ser um candidato importante para
diferencas interindividuais em fendtipos musculares. Os principais resultados do
presente estudo fornecem mais provas de uma associagdo entre o polimorfismo
rs16892496 THRH e MLG.
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6.4 ACVR1b

O ACVR1b é um gene explorado em estudos relacionados a céncer de
pancreas (114) e pulmao (115), mas, recentemente, foi associado a forgca muscular
(24). Esse gene carece de estudos relacionados a fen6tipos musculares (MLG e
forca muscular) visto que apenas Windelinckx (24) relatou tal associagdo com o
polimorfismo rs2854464 (140, 143).

Windelinckx et al. (2011) verificaram que o SNP rs2854644 associa-se a forga
muscular do joelho humano em trés amostras independentes, a partir de uma ampla
faixa etaria (20 a 90 anos). Os mesmos autores verificaram que individuos
homozigotos A/A para o polimorfismo rs2854464 eram ~2% mais fortes que os
carreadores do alelo G. No presente estudo, os carreadores do par de alelos A
apresentaram, de forma geral, valores superiores para os fenétipos musculares, no
entanto, ndo foi verificada diferenca estatistica significante com os demais genétipos
carreadores do alelo G.

Um achado, ao acaso do, presente estudo diz respeito a diferenga estatistica entre
0s gendtipos do rs2854464 para a prevaléncia de sobrepeso e obesidade. Embora
ndo tenha sido encontrada uma maior probabilidade (Odds Ration) de um genétipo
em questdo apresentar maior tendéncia a quadros de excesso de peso, foi verificada
diferenca significativa entre os grupos. Chama atengédo o fato do gendtipo A/A
apresentar valores condizentes para um fenétipo muscular positivo (MLGT, MLGT
relativa, MLGA, MLGA relativa, PT e PT relativo superiores e menor prevaléncia de
sarcopenia) e valores contraditérios para a composigdo corporal (maior prevaléncia
de obesidade, percentual de gordura e menor prevaléncia para ocorréncia de
sobrepeso).

Os polimorfismos rs10783485 e rs10783486 ainda n&o foram relacionados a
nenhum fendtipo (140). No entanto, verificaram-se resultados interessantes na
amostra desse estudo. Os genotipos do rs10783485 diferiram estatisticamente na
varidvel percentual de gordura. Individuos carreadores do gendtipo T/T
apresentaram percentual de gordura estatisticamente inferior aos carreadores do
alelo G. O mesmo gendétipo (T/T), embora n&o tenha apresentado diferenca
significante do genétipo G/G, apresentou valor superior para PT relativo, MLGT,

MLGT relativa, MLGA e MLGA relativa, além de menor prevaléncia de sarcopenia,
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confirmando assim uma tendéncia positiva para fenétipos de composicéo corporal e
forgca muscular.

O alelo A, do polimorfismo rs10783486 (tabela 10), mostrou tendéncia a

ocorréncia de fenétipo favoravel para valores superiores de MLGT relativa (p=0,08) e
MLGA relativa (p=0,07).
O ACVR1b é um regulador da liberagdo de miostatina (107, 108), e essa, por sua
vez, limita o crescimento do tecido muscular. A miostatina também é expressa no
tecido adiposo, porém, em menores quantidades, quando comparado ao tecido
muscular. A inibicdo da miostatina no musculo acarreta em diminuicéo do tecido
adiposo e aumento do tecido muscular (146-148), auxiliando assim no entendimento
dos resultados relatados nessa amostra.

Windelinckx et al. (24) foram os pioneiros, e até o momento, os Unicos a
verificarem associagédo do gene ACVR1b com fendtipos musculares. O presente
estudo buscou replicar os resultados desses autores em uma amostra de idosas
brasileiras, sendo encontradas tendéncias do gene para o fenétipo em questéo,

inclusive, com associag¢ao a percentual de gordura.

6.5 Consideracgdes finais

Os conhecimentos sobre Genética e Biologia (molecular e evolutiva) do
envelhecimento, aliados aos fatores ambientais, tais como nutri¢cdo, estilo de vida e
caracteristicas biopsicossociais, sdo 0 caminho para se comecgar a desvendar a rede
de complexidade biolégica que envolve os processos de saude, doenca,
envelhecimento e longevidade humana (25).

A associagao genética e os desfechos que acompanham o envelhecimento
(sarcopenia, osteoporose e obesidade) ainda s&o pouco explorados e estudados na
literatura nacional e internacional. No ano de 2012, poucos artigos qualificados sobre
exercicios fisicos e genética foram publicados (11), enfatizando, a importancia da
realizacdo de trabalhos visando investigar e determinar a associagdo dos
polimorfismos com desfechos variados. Possibilitar-se-a assim, a realizacdo de
intervencdes antecipadas, de forma precisa e adequada, com o intuito de se

minimizar ou até mesmo retardar os efeitos deletérios do envelhecimento.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados observados, conclui-se que o gene FTO néo é
determinante no fendtipo de obesidade (sobrepeso, obesidade e MLG) em uma
amostra de mulheres idosas brasileiras. O polimorfismo rs16892496 do gene TRHR
forneceu evidéncias adicionais de que o SNP pode desempenhar um papel na
variagdo da MLG e o gene candidato ACVR1b apontou tendéncia para fenoétipo
muscular positivo (A/A - rs2854464, T/T - rs10783485 e A - rs10783486) e
diferencas genotipicas para o percentual de gordura e prevaléncia de excesso de

peso.
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Association between polymorphisms in the TRHR gene, fat-free
mass, and muscle strength in older women

Claudia C. Lunardi - Ricardo M. Lima «
Hinaldo Y. Pereira - Tailee K. M. Leite -
Ana B, M. Sigueira - Ricards J. (diveira

Recewved: D& August 2013
T American Aging Asses

Abstract A previeus genome-wide association study
suggested that polymorphisms in the thyrowophin-
releasing hormone receptor (TRHA} gene contribute to
fat-free miass (FEM) variation. The aim of the present
study was to examine the association besween polymor-
phisms inthe TRAR gene with FEM and muscle strength
in older women. Volanteers (n=241; age=66.65=
5.5 wears) undenyent quadniceps sirength assessment
using tsokinetics and fat-frec mass by dual-energy X-
ray absorptiometry, TREE polymarphisms and encestry-
informative markers were genatyped through standand
procedures. Mo significant difference wes observed for
rs7832552. Regarding the rs]HE92496, ANCOVA re-
vezled that appendicular fet-free mass {AFFM] and rel-
ative AFFM were signiticantly different between groups
{p=0.04 and p=0.05, respectively). Individuals camyving
A/A and A/C genotypes respectively showed, on
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averzge, an-extre kg and W g of AFFM when com-
pared. o C/C genotype carriers. Also, the C/C genatype
group presented & significansly higher chance tor have
reduced muscle strength. The observations: presented
here provide further evidenee thas the s168929%6 poly-
morphism in the TRHR gene may play a role in FEM
variation. Moreover, the resuhs bring the novel insight
that this genetic varant can present & modest contribu-
tion to-muscle strength in older women.

Keywords Aging - Sercopenia - Genetic variation

Introduction

Sarcopenia is described as the Inssof sheletal muscle

.mass and strength related to eging (Forbes 1976,

Gallagher et al, 1947, Hughes ctal. 2001}, This process
is ssgocisted with negetive consequences emong the
ciderly, such as foss of funetional capatity and awtonomy
{Fleg and Lakatta [%88; Baumgarmer ot gl 1998 Lime
cral. 2009), increased riskoof fls (Whipple ot al. F9ET),
metaholic impairments: (Bloesch €t al. 19E%), and
reduced bone mincral density (Gentil ot al. 2007z, b,
008 Lima et al. 200%). Previous reports provide evi-
dence that sarcopenia has significant health-care cost
imiplicetions that warrant efforts to understand and coun-
teract this age-related moscle mass and strength decline
{Janssen et al. 2004).

The etiology of sarcopenia s not completely: known
but seems tobe inflienced by a varety and inferrelzied
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factors. [ois well estebiished tha heritebility significently
contributes to the interindividuzl vadability of musele
mass and strength (Arden and Spector [947; Tiainen et
al, 2000 and 1o the decrease of strengeh due w0 aging
(Carmelli and Reed 2004) Previous: studics provide
evidence that genetic- factors ane responstbbe for ahout
BB %% of the inwerindividuals veration in fat-free mess
{Seeran et al. [9%6). However, although the heritability
of muscle-related phenotypes is well documented. in the
literature, the dentification of genes and polymorphisms
associated with these phenotypes requires further stid-
ies. A reasonable number of allelic vanants have bees
studied, but lack of consistency an replicating the find-
ings makes the identification of genes with significant
conrribution still unciear. Betection of significant con-
tributor's genetic veriants may assist in improving the fife

quality of seniors, enabling to erget proventive practices:

best suited wo each individuel, reducing the sk of devel-
oping dependence and related complicetions. The edverit
of biotechnalogy and reduced costs of genotyping have
made genome-wide associztion studics {WAS]) an im-
pertant ool in the scarch for candidate genes.

Regarding muscle-roteted phenotypes, fow GWAS
have bees conducted, end fow candidate genes have
been identified. De Mars et al. (2008) sought to iden-
tify chromosomel regions linked o muscle grea and
bone crass-sectional, knee fiexors, and extensors iso-
metric torque in twins., The suthors concluded: thst
many’ genes. still have. fitle explanation for ‘muscle
strengih determination {De Mars e al, 2004, Liu et
al. {20049} studied the association of the thymrophin-
releasing hormone receptor (TRAER) gene and fat-free
mass (FEMY in 1000 individuals: The authors reported
that the polymorphisms 76892496 (GG) and
rs7832352 (TT) in the TRAR gene are associated with
FFM and replicated these findings in three independent
samples. According to the suthors, subjects with these
genotvpes have, on average, 2.70 and 2.55 kg less FEM,
respectively, when compared to those with other geno-
types. Howoever, it was not in the scope of the repost oo
exgmine the association with musele strengeh.

Studics canducted in different populations arc
necded to better understand the influence of the
TRHR geoe on muscle phenotvpes. Accordingly, this
study sought o examine candidete genes previously
identified through (i'WAS egainst muscle phenotypes.
Specificatly, the objective was to replicete the rescls
of previous studies, to verify whether thers is an
association between polymorphisms in the TRHR gene

£l Springer

(rs168924% and ra7832552) and muscle strength and
FFM phenotypes in 2 sample of Brazilizn clderly wom-
en. Awere of the high admixture in Braziliens and of its
poteritial complications when performing association
studics in such population {Lins ct al. 2001), k%
ancestry-informetive single-nucleotide: polymorphisms
were genotyped, and the estimated. genctic ancestry
values were included s covaniates during the enelysis.

Methodology
Suhiects

After applying the exclusion oriteria, this study inelud-
cd 241 women aged between 8l to 32 years and
participanis-in a volumary project developed at the
university. The following were excluded from the
study participants: those who () did not have
Brazilian nationafity, (k) were not able to welk inde-
pendensly, (o) had unileteral or bileteral hip ]::m.s:':r:'tic,
{d) had s prosthetic heart valve, {2} were smokers, (f)
had endocrine or metsbolic disorder known to affect
the muscular system, and {g) had abnormal cardiac
conduction or infusion that would contraindicate the
prectice of physical activities. To teke part in.the study,
volunteers. stgned @ writien’ consent. The study was
approved by the Rescarch Ethics :Committes of the
university {CER/LCE 014/2007).

The official Portuguese long version of the
Intermational Physical Activicy Questionnaine {IPACH)
was used to determine the physical activity level of
each velunteer. The gquestionnaire was performed in
face-to-face interviews as recommended. The [PAQ) was
developed by investigators from various couninies with
the support of the World Health Organization. It has
heen rcp:\r:r:;d ES &N iNstrument with accepable measure-
ment propertics in various countries {Craig ot-al. 2003).

Assessment of body composition

Bady compasition megsurements were conducted Using
dual-cnergy X-ray shsorptiomesry (DXA) (DPX-L,
Lunar Rediation Corporation, Madisan, WI. All mea-
surements were carmied oot by the same treined techni-
cian according o the procedures previously: described
{Eima et al. 2007}, Besides tol FEM (TFFM) and fat
mass, compater-genereted lincs with subscquent menual
adjustment enabled specification of EFM far the sms,
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Iegs, and trunk. Apnendicular FEM (AFFM) wes calou-
{ated as the sum of both arms and legs FEM. In addition
w the use of absolute TFFM -and AFFM, these vaniables
were: considered refadive: to body height squared (in
kilogram per square meter} {Baumgartner ot al. 1998).
Cocfficients of variaton abserved for the DXA were 2.1
and 1.4 % for fat mass.and FEM, respectiveby.

Isokinetic muscle peak torgue

Quadriceps strength - was measured using the Biodex
Svstern 3 isokinetic dynamonieser (Biodex Medical
Systems, New York, USA). Before each test, partici-
pants underwient 5 min of Warm-up in & cycle engom-
eter with low foad and comfortable speed. After &
detmited explanation of the eveluation procedures, vioi-
unteers were carcfully positioned on the seat of the
equipment. The rotation axis from the dynemomneter
arm was gligned with the dominant femoral
cpicondyle: The force applicetion paint was posi-
tioned 2 cm ebove the medial mallenlus. Fastensd
Velero belts ‘were used on-the trunk, pelvis, and thigh
to avoid compensatory movements. The protocol
consisted of three sets of four concentric muscle con-
tractions {A0%/5) wAth 30-5 rest intervals between sets
{Bottaro et-al. 2005 The recorded velue for-analysis
was the highest peak torque (PT) of the three scries,
which was cxpressed in absolute values {in normal
meter) end. relative to body mass {in nermal meter
per kilogram ). Participants were asked to-perform the
contractions with the greatest possible force; and ver-
bal encouragement was offered during the measure-
ment. The calibration of the cquipment was performed
according to menufEcturers: specifications at the be-
ginning of the evaluation sesstons, and the same oval-
uator cerried out the procedines.

Gerotyping

Bilood samples from all participants were collected in
the antecubital vein, and genomic DNA of high moled-
ularweight was extracted from periphersl teukocyres by
the “saiting out' method (Miller et al. 1955).
Cicnogyping of the rs16EY24%6 (AC) and rsTR32552
(ANC) SNPe was performed using a multiplex PCR
(agen® Mulipico PCR kit), followed by purification
with exanuclease | end shrinp alkaline phospharase,
and single-hase extension methed (ABI Prism®
&NaPshor® Muldplex kit, Applicd Biosystems, Foster

City, CA, USA) followed by purification with. shoimp
alkeline phosphatase. An aliquot of this purified prod-
uet, prepared with 2 molecularsize standard (G120
Liz, Applied Biosystems) and highly deionized form-
amide; was denatured at-93 °C to the subsequent capii-
lary electrophoresis ( ABI 31 30x1; Applied Bicsystems).
The clectropherograms were analyzed using the
GeneMapper™ 4.0 software (Applicd Biosysicns,
Foster City, CA, USA). Genotvping of 19 encestry-
informative. markers. was performed under the same
conditions described above.

Genetie ancestry evaluation

T estimate genomic ancestry; 19 encestryv-informative

-markers were genotyped for gll the samples, and indi-

vidusl encestry in cach perenial population was csti-
mated using the software ADMIXMAP (hetpo!/
homepages.cd.ac.uk/pmekeigu/admizmap’), with
2,500 iterations for the burn-in pericd and 10,000
iscrations: io measure parameter data

Seatisfical analysic

Normaliey of deta distribution ‘was examined using the
Kelmogorov—Smirnov test. Data are presented using
descriptive statistics, with mean and standard deviadons
procedures [unless otherwise noted). To verify if the
allelic frequencics were in-aceordance with the Hardy—
Weinberg equilibrizm, the chi-square test was used.
Analysis of verance (ANOVA] was applisd to-t2st for
differences between genotypes inthe following vari-
ables: age, weight, height, BMI, and fat percentage. To
verify differences between genotvpes for noncontinuous
variables such as the prevelence of sarcapenia, calcium
supplementation, use of hormone replacement therapy,
and physical activity level, the chi-squére test was
eonducted. To test the associaion hevaeen: genotypes
and muscle-related phenotypes, analysis of covariance
models was performed with LD post hoo-covariaies
which included years of menopeuss, hormone replace-
ment, cabeium supplementation, and physical activity
levels. The inclusion of individual African genomic
ancestry was also ussd as covariate s an attompt to
correct for populaston stratficesion. Mantel-Haenszet
commion odds ratio enehysis was used to investigai
the essociation between® outcomes (phenotypes) and
risks {genotype), adjusted forage and genomic ancesiry.
To reach this end, muscle phenotypes variables were
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divided into quertiles, where ()1 was the lower guertile,
and 4, the Righest: The significance tevel was p2ihis,
and data were analyzed using SF53 13.0 for Windows.

Hesults

The descriptive data of the sample such as age, weight,
height, BMI, years since menopause, peak torgae, and
hody composition are shown in Teble 1. According o
the approach proposed by Baumgartner et al. {1998],
17.3 % of subjects were classified as sarcopenic. In
relation o hormone replacement therapy and calcium
supplements, 19 (7.9 %) end 56 {23.7 %) women were
using hoth, respectively. Physical activity levels were
as follows: 52,1 %) were sedentary, 69 (28,6 %) were
insufficiently active, 163 {AT.6 %) were active, and 4
(1.7 %) were very active.

The genotype distribution of the TRHR gene
[re]6RYZ4%6 and rsTRIZS52) was consistent with
Hardy—Weinberg equilibrium {p=0.05). No significant
difference: wes observed for 7832552, end thus; the
resuls are all related to the rs 16892496, The prevelence
of sarcopenia was 27.6, 17.8, and 13.3 %, respectively,
for genotypes C/C, AYC, and AYA; howeves, the chi-
sguare test did not reveal significant differences.
Furthermore, ANOVA revealed no significant differ-
ence for weight, height, or BMI: however, age was

Table | Characteristics of particzpants. Vialues ere expressed a5
mean = standand deviation

Variahles

N 241

Age [year) 56.6=5.5
Boily mass (kg) A5 =119
Height {mi) 1.53=01
Yeurs of menopause 1BD=75
BMI (kgm 2B =45
Parcentage of fut {351 30.5=50
TFFM {kg) ITb=4b
Reistive TEFM {kgim®) B E=LT
AFFM (kg) ld6=23
Relive AFFM (kg'm™) G2z0E
FT {Nm} B5.l=22.8
Relbve FT (Nm'kgh 145 9=31.2

S5 body migss index, AFFM appendicnlar flalree mais, TEFM
bkl Falefrue mass, PT peak lorgue

'ﬂ Springer

significantty fiigher for fhose with genotype CiC and,
therefore, was used gs covariate in subsequent analyses
along with African genomic encestry. The resulis of
body composition snd muscle-related phenotypes
fic., FFM and strength} according to the rs168%2496
genotypes are shown in Table 2. Mo significant ditfer-
ences were observed for BMI or body fat pencentage.
ANOWA revealed thas AFFM end PT were significantly
difterent beraeen groups, with tower values of AFFM in
subjects camying C/C genotype.” However, ‘when age
and genomic ancestry were entered a5 covariates, the
results did not reach 2 statisticel sigrificance, butonly &
wrend (p velues ranging from 007 to 0015; Table 23
When genotype CiC was compared o the group com-
posed by A allele camiers (i) AA+AC) significant
differcnces were observed for AFEM and relative
AFFM with lower values for the CiC genotype (after
adjustment for age and African genomic Ancestry).

Appendicular FFM refative to height squared and PT
relative w body weight were divided into quartiles, and
the odds retio s rclation w0 genotype groups arc
presented 1 Table 3. It was observed that the CAC
genotype group presented a significanthy higher chance
to be classified in the lower quanile of AFFM when
compared to both A/A genotypes. Regarding PT relative
1o hody weight, the C/C genorvpe presented a threcfold
increase in the chanee to be classified in the fower
quartile when compared to the A‘A genotype:

Discussion

Based on previous GWAS showing an essocistion
between the rsiA8Y2406 and s7H32552 and FFMin
different populations with & wide age range, the pres-
ent study was designed to sxamine its associgtion 10
older women not enby with FFM hut also with muscie
strength, Muscle mass and strength decline with ad-
vancing age (Goodpaster et &, 2008}, and this peocess
is -associated with negative clinical outcomes in the
clderly (Baumgartner et al. 199%; Lima et al: 20097
Therefore, ‘it'is of perticuler inwerest to examine the
association of gene polymiorphisms and muscular phe-
rotypes inthe elderly. The main findings of the pres-
enz study provide further evidence of an association
hetween the THRH 1516392496 polymorphism and
FFM. Moreover, the results bring the insight that this
gonctic veriant can prescat: 2 contribution o muscle
sirength in alder women. Of note, thiese ‘ohservations
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Table 2 Buody tomposition and moscls phenotypes sccording b6 he génolypes of ] GXYZ496. Date sre presented @5 spes and African

genomis antestry=adiusted men = standard eror

Veriahles e AT ASA pvilues - CT AC+AA ERET
N3 29.412) 12945387 kI (345 19 (12) 212 {HEDY

Age [vest) £9.7=6.23% 842528 B4 1=5S5 003 £9.2=6.2% £4. 32538 001
BMI Tkgim 1722045 Ii=04n IN1=050 063 1732045 I8 1=030 0.33
Percentage of ful [36) I 4=l 19 A=0.52 IPS=085 063 w4z 1952041 033
AFEM (k) 13.720.43 [4.6=0.20 14720125 013 13.720.43 [47=006 LM
Restve AFFM (kg'm®)  59=0.15 £I=007 EI20.0H a4 59=01E £I=006 .05
TEFM (kg) 36.9=0.01 3792043 IWE=053 04D 36.9=0.01 1412033 0.24
Restive TFFM (kg'm®) 1592032 16,1 =il 18 163=008 058 15.9=0.31 1622111 .42
FT (Nm) 40, 0=4.02 U34z1ED  522=235 007 WO.0£40I U5 7=ldE D30
Riestive PT (Nmikg) 436zSEd  14I0=2ES 1§LI1=33) 0is [43fzSEd l4EI=IDE DE7

BT bady mass index, 4FFM appendicular falsfree mass, TFFA ot fasfree mass, PT peek torgus
=108, significantiy different compared with other genotypes; ¥ o008, significantly d:ffsrent compersd o genotype A4

*Wialwes ure pressnbed as mesn and stendand deviation

remainied significently after adjustment for genomic
Adrican sncestry.

A weriety of previous reports had shown association
between & reasonable number of cendidate gene poly-
morphisms and muscle-related phenotypes, but with fit-
tle agreement on significant contributors (Rankinen et al.
2000; Lima et al. H11; Tan et gl 20EZ) GWAS. has
bepome an imporent tool for better understanding the
association bepween phenotypes and genotypes. Exercise
scientists need to prioitize high-quality research designs,
and replication siudics with barge sample sizzs ene ur-
gentdy meeded {Rankinen ot al: 20100, Lin ot al. (2009)
pblished the first GWAS focusing on skeletal muscular
waits, specifically FFM.. Although muscle strength was
rot assessed in their imvestigation, the authors identified
that rs168924%6 and =TH32352 polymomphisms in the

Table 3 Ddds ratfoesseciaton adjustsd for age =nd ancesiry
betaeen phenvdype and genolype

Phenolype Clemotype.  OR (95 % CH

Low relalree AFEM (5.7 kg) AfA 5,00
ACHET 234 (L1244
) i 385 (Fai-1L1E)

Levor relative FT Al 30}

(212687 Rmibkg) Al ZEE(11E-4.10)

ACTLT 2T (LE3-5H)
Ful 3099 (1.11-K.5H)

AFFAL appendizular fatafree mass, PT peak lorgus

TRHE gene were sssociated with FFM (by dusl-enenzy
X-ray absorptiomery) in 2 study oft 9,350,000 SNPs
examined in nearly 000 vnrelated US whites.
Maoreover, these authors repliceted the significant asso-
ciatons in three independent samples. Taken together
with the present results; these observetions suggest that
the TAHA gene might be an important candidate for
insrindividuza] ditfferences in muscular phenotipes.
This replication swdy. in 2 sempie of Brazilian
clderly suggests a modest association between
m16EY2496 and FFM. Individuals cermying the C/iC
genotype prosented a higher chance for low valucs of

AFEM when compared to homozygous AdH..

Individuais A'A and A/C, on ewverage, resprotively
showed an exire 1 kg and 900 g of AFFM compared
o C/C genotype carriers.. Furthermore; we observed &
trend for the difference berween genotypes for
isokinetic pesk sorque. It was ohserved that the ©
allele carriers were more likely to be classified in the
lovwrer quartile of muscle strength. However, the dif-
ferences observed in the present study were modest
when considering the high heritability' of muscle-
related phenotypes (Lin ot al. 200%; De Mars ot al.
2008) Probebly, many genes with small contributions,
mether than few genes with strong influence, are
expected to determine the interindividual differences
of such treits { Thormpson ot &l. 2004; De Mars ot al,
H00E; Pescatcllo et al: 2006 Thus, the present siudy
provides evidence that the studied: polymomphism
[rs16892496) in the TRHA gone isone gonetic variant
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that contributes to FFM and muscle strength in cross-
sectionzl analyses, though its clinicel relevance remains
0 be investigated.

L fact, heritahility of a variety of complex pheno-
types is well documented in the liscrature ( Thompson
et-gl. 2004; Tisinen =t al. 2008; Tan et al: 3012y,
however, the contribotory genes remain unclear.

Understanding the refationship bevween genotypes:

and muscular phenotypes in the elderty might contrib-
ute to-assisy in an carly intervention and allow preven-

tive practices best suited to ecach individual, thus:

ultimately improving tite quality: in this popalstion.
Identification of Gignificant genetic vanants underky-
ing sarenpenia will provide valuebic insights into im-
pomant potential tergets for risk stratification, as well
as pharmacogenctic interventions eimed at increasing
musche mass and sirength. Few genes have been iden-
ufied o date; butlack of replication dots not eneble
unequivoesl conclusions {Tan ez al. 2012}

The TRHA gene encodes the thyrotrophin-releasing
hormone recepton. Because ofthe functional importance
of thyroid hormone in skeletal muscle development, the
TRHR gene is thus recognized as an important candidae
gene for fuwre investigations; with potential conse-
quences for the eorrelated traits of muscle strength and
power {Rankinen et al. 20109, Thyrowrophin-releasing
hormone is & ‘smell reuropeptide widely: distributed
throughout the central nervous: systeny and peripheral
tissues, 25 well a5 in the extraneurais tissues. This har-
mone cxens its effect by binding o TRHR {located in
the region #3.23. |} on the surface, thyrorophie piteitany
cells. The main conscquence of this connection is the
stimulation of secretion of thyroid-stimulating hormone.
Inresponse, the thyroid-stimuleting hormone stimealates
the release of thyroxine, which is imporant in develop-
ing skefetal muoscle of vertchrates (Larsson ot al. 19%4;

Ceispar evel. 2000% The stady by Liu el (2004) iz

pointed by the cartalog of the Mationatl Human Genome
Riscarch Instiute (Hindorff et al. 20140) as the only
work that found the assoctation of TRA R geneand body
mass:{lean). Until then, studies. with this. gens were
associated with other outcomes such as pituitEny edeno-
ma {lgarashi-Migitaka ct &l. 2003) and hypertension
(Garcia et al. 2001 Ruixing et al. 2008,

In summary, the obscrvations prescrted here provide
fumther evidence that the rs16892496 polymorphism in
the TRHE gens may play & role in FEM veriation.
Mareover, the results. bring the novel insight that this
genctic warent can present .3 contribution o muscle

1 Springer

strengih in older women. These results remained
unchanged with the inclusion of genomic ancestry 5.2
measure to correet for population stratification.
Determination 'of genetic varignts essociated with mus-
cular phenotypes in the elderty may be useful in ident-
fying individuals who are more: susceptible to Jase
muscle mass and strength with advancing age. For in-
stEnce; however, it scems that the adoption of prevertive
habits such as regutar physical activity practice is the
intervention of choice for all individuals, independent of
their genetic background,
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RESUMO
Objetivo: Examinar a associacdo entre os polimorfismos no gene FTO (rs9939609 e
rs1861868) e fendtipos de adiposidade em uma amostra de idosas brasileiras
Métodos: A amostra foi composta por 241 mulheres (66,65%5,5 anos) recrutadas de um
projeto desenvolvido na Universidade. Os dados referentes & composi¢do corporal
foram mensurados através da absortometria por raios-x de dupla energia (DXA) e a
genotipagem dos SNPs foi realizada utilizando o sistema SnaPShot Multiplex System
(Applied Biosystems).
Resultados: Nio foi observado diferenga estatistica significante para Indice de Massa
Corporal (p=0.99), Massa Gorda (p=0.67), Percentual de Gordura (p=0.28) e Massa
Livre de Gordura (p=0.30) entre os genotipos nos polimorfismos estudados.
Conclusdes: Nesta amostra de idosas brasileiras os polimorfismos do gene FTO
(rs9939609 ¢ rs1861868) ndo mostraram associacdo a fendtipos de obesidade
(sobrepeso, obesidade, percentual de gordura e massa gorda).

Descritores: gene, obesidade, idoso, variagdo genética, densitometria, IMC
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ABSTRACT
Objective: Examine the association of polymorphisms in the FTO gene (rs9939609 and
rs1861868) with obesity phenotypes in a sample of Brazilian elderly women
Methods: The sample included 241 older women project’s volunteer developed at the
University. Data concerning body composition were measured by dual energy X-ray
absorptiome (DXA) and genotyping of SNPs was carried out using the system snapshot
Multiplex System (Applied Biosystems).
Results: The elderly showed age, body mass and body mass index average of 66, 65,
65.81 kg and 27.99 kg/m2, respectively. There was no significantly different between
genotypes the polymorphisms studied.
Conclusions: In this sample of elderly Brazilian, the FTO gene polymorphisms
(rs9939609 and rs1861868) showed no association with phenotypes of obesity

(overweight, obesity, body fat percentage and fat mass).

Keywords: gene, obesity, genetic variation, aged, densitometry, BMI,
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INTRODUCAO

O excesso de gordura corporal constitui um problema de saude publica, sendo
associado a condigdes negativas como dificuldades respiratorias, problemas
dermatoldgicos, distirbios do aparelho locomotor, alguns tipos de céancer, doencas
cardiovasculares, dislipidemia, hipertensdo arterial, resisténcia a insulina e diabetes (1-
3). A prevaléncia da obesidade vem aumentando nas ultimas décadas (4-8), tornando-se
particularmente preocupante no envelhecimento, devido a perda progressiva da massa
magra concomitante ao aumento da propor¢do de gordura corporea (9). Os estudos
epidemioldgicos sobre o estado nutricional em idosos indicam que os distarbios
nutricionais estdo associados com aumentado risco de morbidade ¢ de mortalidade (3,
10). Desta forma, atengdo deve ser demandada nesse sentido uma vez que o nimero de
idosos vem aumentando progressivamente.

A obesidade apresenta etiologia multifatorial, envolvendo fatores nutricionais,
inatividade fisica, aspectos pscicologicos dentre outros (11, 12). Adicionalmente,
estudos envolvendo pares de gémeos uni e bivitelinos fornecem evidencias de que a
adiposidade corporal apresenta um importante influencia hereditaria. Fatores genéticos
estimam cerca de 40 a 70% da variagdo de adiposidade (13). Evidéncias recentes
indicam que a obesidade ¢ causada por uma complexa intera¢do entre genes ¢ ambiente
(14-16) e o estudo dessa interagdo ¢ importante para determinar quais individuos sao
mais propensos a desenvolver obesidade em resposta a um determinado meio (15, 17,
18). Embora seja bem documentado que a hereditariedade contribui para determinar a
adiposidade, a identificagdo de genes especificos requer futuros estudos. Mais de 253
genes ja foram associados com indices de adiposidade em estudos prévios, porém,

apenas 61 foram reproduzidos em pelo menos cinco estudos (19).
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Estudos denominados GWAS (do inglés, Genomewide association studies)
proporcionam investigar a associagdo entre inumeras variantes genéticas e um fendtipo
de interesse e vem sendo apontado como uma ferramenta mais robusta para
identificacdo de genes candidatos. Dentre os estudos de GWAS realizados, o estudo de
Frayling et al (15) merece destaque pois foi o primeiro a identificar a relagdo entre o
gene FTO e a obesidade. O gene Fat mass and obesity associated gene (FTO) vem
sendo associado com tragos de obesidade em populacdes de diferentes etnias e idades
(15, 16, 20, 21). Dentre os polimorfismos de nucleotideo simples (SNP) do gene FTO, o
r$9939609 ¢ estudado com maior frequéncia, pois apresenta maior sucesso na taxa de
genotipagem (100%) e possibilita associagdes com menores chances de erro (15).
Estudos mais recentes apontam uma relagdo direta entre o rs1861868, indice de massa
corporal (IMC) e obesidade (22, 23).

Nao obstante, a literatura disponivel € controversa em relagdo ao gene FTO, pois
embora alguns estudos tenham observado associacdo (15, 24), outros ndo confirmaram
esses resultados (25-27). Nesse sentido, poucos estudos foram conduzidos em
individuos idosos e limitaram-se a utilizacdo do IMC como método de avaliacido da
composi¢do corporal. Desta forma, torna-se importante que futuros estudos avaliem a
composi¢do corporal por meio de métodos diretos como a Absor¢do Radiologica de
Dupla Energia (DXA) (28). Ademais, uma vez que o numero de idosos vem
aumentando consistentemente e que o percentual de gordura aumenta com o avancar da
idade, ¢é importante investigar genes candidatos nessa populagéo.

Dessa forma, o presente estudo buscou examinar os genes candidatos
previamente identificados em estudos de GWAS para fendtipos de obesidade.

Especificamente, o objetivo foi o de replicar os resultados de estudos anteriores, para
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verificar se existe uma associacdo entre polimorfismos no gene FTO (rs9939609 e

rs1861868) e obesidade em uma amostra de mulheres idosas brasileiras.

METODOS

Sujeitos

Apds a aplicagdo dos critérios de exclusdo, este estudo incluiu 241 participantes
idosos mulheres em um projeto voluntario desenvolvido na Universidade. Foram
excluidos os participantes do estudo que: a) ndo tinham nacionalidade brasileira, b) ndo
foram capazes de caminhar de forma independente, ¢) possuiam protese de quadril
unilateral ou bilateral d) possuiam prétese metdlica, e) fumantes, f) apresentavam
desordem metabdlica ou enddcrina que sabidamente afeta o sistema muscular; g)
apresentavam anormalidade de condugdo ou perfusdo cardiaca que contraindique a
pratica de atividades fisicas. Para participar as voluntarias do estudo assinaram um
termo de consentimento escrito. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade (CEP / UCB 014/2007).

A versdo longa do Questiondrio Internacional de Atividade Fisica (IPAQ) foi
utilizada para determinar o nivel de atividade fisica de cada voluntaria. O questionario

foi realizado em entrevistas “face-a-face” como recomendado (29).

Avalia¢io da Composi¢cio Corporal

Para realizacdo das medidas antropometricas as participantes estavam descalcas

e vestindo roupas leves. A massa corporal foi mensurada em uma balanca digital

calibrada digital (mod 2006pp TOLEDO, Brasil, resolugéo de 0,1 kg). Para mensuracdo
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da estatura utilizou-se um estadidometro (CARDIOMED, Brasil, precisdao de 0,1 cm)
fixado na parede.

Os dados referentes 8 MLG foram mensurados através da absortometria por
raios-x de dupla energia (DXA). Para tal, utilizou-se o equipamento da marca Lunnar,
modelo DPX-IQ (Lunar Corporation, Madison, WI, USA) conforme procedimentos
previamente especificados por Lima et al. (30). Brevemente, as voluntarias foram
posicionadas em decubito dorsal sobre a mesa do equipamento, sendo em seguida
cuidadosamente posicionadas de forma que ficassem totalmente centralizadas em
relacdo as laterais da mesa. Apds analise de toda a 4rea corporal, o DXA possibilita a
determinag@o da MLG para diferentes regides corporais. Com base nesses resultados, ¢
possivel se chegar ao valor da MLG Apendicular (MLGA), a qual ¢ representada pelo

somatorio da MLG dos membros inferiores e superiores.

Genotipagem

Amostra sanguinea de todas as participantes foi coletada na veia antecubital e o
DNA gendmico de alto peso molecular foi extraido dos leucocitos periféricos pelo
método “Salting Out” (Miller). A genotipagem dos SNPs foi realizada utilizando o
sistema SnaPShot Multiplex System (Applied Biosystems). A genotipagem através
deste sistema envolveu a amplificacdo pela PCR dos fragmentos de DNA contendo os
sitios polimorficos. Em seguida a purificagdo dos produtos da amplificacdo com Exol e
SAP, respectivamente uma exonuclease ¢ uma fosfatase para eliminagdo dos primers e
do excesso de dNTPs utilizados na PCR. Os produtos da PCR de diferentes fragmentos
contendo até dez SNPs a serem genotipados foram misturados. Uma aliquota desta
mistura foi adicionada ao kit e a outra mistura contendo os primers adjacentes aos SNPs

a serem genotipados. Esta mistura foi levada ao termociclador onde utilizando um
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programa de ciclagem recomendado pelo fabricante permite-se a extensdo de uma tnica
base. A cada um dos ddNTPs tem-se uma fluorescéncia diferente o que permitiu a
genotipagem dos SNPs. Os fragmentos gerados durante a reag@o para extensdo de uma
unica base sdo purificados com SAP para remog¢do do excesso de ddNTPs fluorescentes
ndo incorporados. Uma aliquota deste produto purificado foi adicionada a um padréo de
tamanho molecular (GS120 Liz, Applied Biosystems) e a formamida altamente
deionizada. Esta mistura foi desnaturada a 95°C durante 3 minutos € em seguida
mantida em gelo por no minimo 5 minutos. As amostras desnaturadas foram submetidas
a eletroforese em um seqilienciador automatico de DNA ABI Prism 3100. Os

eletroferogramas foram analisados pelo software GeneMapper v3.5.

Analise estatistica

Para verificar a normalidade da distribui¢cdo dos dados foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados sfo apresentados através da estatistica descritiva,
utilizando-se os procedimentos de média e erro padrdo. Para verificar se a freqiiéncia
alélica das voluntarias encontrava-se de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg,
foi utilizado o teste chi-quadrado. Foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA) para
testar a existéncia de diferencas entre os gendtipos nas seguintes variaveis: idade, massa
corporal, estatura, IMC e percentual de gordura. Para verificar a existéncia de diferencas
entre os genodtipos para as variaveis ndo continuas como suplementagdo de calcio, uso
de reposi¢do hormonal e nivel de atividade fisica, foi conduzido o teste chi-quadrado.
Para verificar a associagdo entre os gendtipos com os fendtipos relacionados a
composi¢do corporal, foram realizados modelos de analise de covariancia (ANCOVA).
Ocorrendo diferenga significativa em alguma das varidveis, testes de comparagdes

multiplas LSD foram adotados para identificagdo de contrastes relevantes entre as
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médias. Na ANCOVA utilizou-se como covariaveis os anos de menopausa, reposi¢ao
hormonal, suplementagéo de calcio e niveis de atividade fisica. O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05 e os dados foram analisados por meio do programa SPSS 13.0

for Windows.

RESULTADOS

Os dados descritivos da amostra (idade, anos de menopausa e composi¢do
corporal) estdo apresentados na tabela 01. De acordo com OMS (3) 73,4% dos sujeitos
foram classificados como sobrepeso ou obesidade (IMC>25kg/m?). Em relagdo a
reposi¢do hormonal e suplementagdo de calcio, 19 (7.9%) e 56 (23.7 %) mulheres
estavam em uso de ambos, respectivamente. Os niveis de atividade fisica foram os
seguintes: 5 (2.1%) eram sedentarios, 69 (28.6%) eram insuficientemente ativos, 163
(67.6%) era ativos e 4 (1.7%) muito ativos.

Tabela 01

As distribuigdes genotipicas do gene FTO (1s9939609 e rs1861868) estiveram de
acordo com equilibrio de Hardy-Weingerg (p>0.05). Os resultados da composicdo
corporal de acordo com o gendtipo do r$9939609 estdo apresentados na Tabela 02. A
frequéncia dos alelos A e T foram 0.39 e 0.61, respectivamente. A prevaléncia de
sobrepeso ¢ obesidade foi de 69,2%, 77.8% e 70,27%, respectivamente, para os
genotipos A/A, A/T e T/T, no entanto, o teste chi-quadrado ndo revelou diferenca
estatisticas significante entre os grupos. Além disso, a ANOVA ¢ ANCOVA nio
revelou diferenca estatistica significante para idade, IMC e composicdo corporal
avaliada através do DXA.

Tabela 02

A Tabela 3 apresenta os resultados da composicdo corporal de acordo com o

genotipo 1s1861868. Nido foram observadas diferencgas significativas para rs1861868. A
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frequéncia do alelo G e A foi 0.47 e 0.52, respectivamente. A prevaléncia de sobrepeso
foi 74,5%, 75.6% e 68,7%, respectivamente, para os genotipos G/G, G/A e A/A, no
entanto, o teste chi-quadrado nio revelou diferengas significativas. Da mesma forma, os
testes estatisticos ANOVA e ANCOVA nao apontaram diferenga estatistica significante
para idade, IMC e composi¢ao corporal.

Tabela 03

DISCUSSAO

Com base em resultados de GWAS prévios apontando uma associagdo entre
polimorfismos no gene FTO (1s9939609 e rs1861868) e obesidade em populacdes
diferentes com uma ampla faixa etaria, o presente estudo objetivou verificar essa
associa¢do em uma amostra brasileira. Entretanto, esse estudo envolveu uma amostra de
individuos idosos e avaliou, além do IMC, a adiposidade por um método mais
sofisticado que ¢ o DXA. Os principais resultados ndo indicaram associagdo entre as
duas variantes genéticas examinadas com nenhuma das variaveis relacionadas a gordura
corporal (i.e., massa corporal, IMC, gordura corporal ou percentual de gordura).

O primeiro GWAS que identificou a relagdo entre o gene F7O e a obesidade
data de 2007 (15, 31). No artigo em questdo identificou-se multiplos polimorfismos do
gene associados a diabetes mellitus do tipo 2 (DM2). No entanto, apds ajuste para o
IMC a associag@o ndo foi verificada, mostrando que, possivelmente, os polimorfismos
estavam associados ao IMC e se portou como um fator de risco para o desenvolvimento
de DM2. Carreadores do gendtipo A/A apresentavam, aproximadamente, uma média de
3kg a mais na massa corporal ¢ uma probabilidade de 1,67 vezes de apresentar
obesidade enquanto o gendtipo heterozigoto apresentou um ganho de 1,5kg (15).
Frayling (15) foi o pioneiro, no entanto, os estudos de replicacdo se expandiram para

outras etnias, idades e racas (16, 20, 21). Recentemente, Mei et al. (32) concluiram que
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as variagoes do gene FTO (em especial o alelo A) podem acelerar o inicio precoce e
aumentar a probabilidade de sobrepeso em adultos jovens. Resultados semelhantes
foram apontados por Pyrzak et al. (33) ao estudar o polimorfismo rs9939609 do gene
FTO. Os autores concluiram que esse polimorfismo esta associado a IMC e %G em
criangas.

O presente estudo ndo observou diferenca estatistica significante para os
polimorfismos candidatos do gene F70O, mesmo apds analises adicionais com
covariaveis (idade, anos de menopausa, nivel de atividade fisica, reposi¢do hormonal e
suplementacdo de calcio) nas varidveis relacionadas ao fenotipo de massa gorda (IMC,
%G e prevaléncia de excesso de peso). Estes resultados corroboram os estudos
realizados por Jacobsson et al. (25), Ramos et al. (26) e Jacobsson et al. (27)

Jacobsson et al (25) verificaram, em um estudo de coorte, que o alelo de risco (A
- 189939609) para obesidade ndo se associa ao aumento de IMC em homens adultos
suecos. Ramos et al (26) testaram a associacdo entre o 1rs9939609 e variaveis
metabolicas e cardiovasculares no periodo pds-menopausa em mulheres brasileiras e
concluiram que o polimorfismo ¢ um preditor para doencas cardiovasculares (valores
elevados de razdo cintura-quadril, pressdo arterial ¢ acumulag@o lipidica). Os autores
ndo verificaram associagdo do SNP com o IMC e, apds a revisdo de literatura realizada,
foi o Unico estudo a examinar o gene FTO em brasileiros. Jacobsson et al (27),
concluiram que o gene FTO € menos associado a sobrepeso e fenotipos de composicéo
corporal (circunferéncia da cintura, massa gorda total, massa gorda do tronco, massa
gorda dos membros inferiores, tecido visceral e subcutaneo) em idosos do que em
jovens. Notadamente, a tematica € ainda controversa.

A amostra do estudo de Jacobsson et al. (27) foi composta por uma idade média

de 70,2 anos, a qual ¢ similar a deste trabalho (66,5 anos). Os demais estudos que,
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diferentemente, encontraram associacdo entre o 1s9939609 e fenodtipos ligados a
obesidade (15, 24) possuem médias de idade diferentes e amplitude de idades elevadas.
Fatos que podem causar viés de analise, além de que, aparentemente, os efeitos do FTO
na composi¢do corporal parecem menos profundos entre idosos comparados com idade
mais jovens (27). Ramos et al. (26) relatam uma média de idade ligeiramente inferior a
desta pesquisa (52 anos), no entanto, este foi o Unico trabalho encontrado que buscou
associacdo do gene FTO com fendtipos de composi¢do corporal entre uma amostra
brasileira (Porto Alegre, RS, Brasil). Os resultados aqui apresentados corroboram o
supracitado estudo no que diz respeito a ndo existéncia da associagcdo do r$9939609 com
o IMC.

Outro polimorfismo do gene FTO associado a fendtipos de massa gorda ¢
rs1861868. Ao realizar a busca deste polimorfismo no Banco de Dados de Polimorfismo
de Nucleotideo Unico (34) verifica-se a citagdo do polimorfismo em apenas 3 artigos
(22, 23, 35), sendo um destes de revisdo (35). Rampersaud et al. (22) identificou que o
SNP rs1861868 esta associado ao IMC de individuos que apresentaram baixos escores
para nivel de atividade fisica (apds ajuste para sexo e idade), ndo revelando efeito
naqueles que apresentaram nivel de atividade fisica acima da media (gasto energético
acima de 860 e 980 calorias para mulheres e homens, respectivamente). Rodriguez-
Lépez et al. (23) identificaram que os individuos portadores do alelo G para rs1861868
mostraram um aumento do risco (odds ratio de 3,03; intervalo de confianca de 95%:
1,74-5,27) a desenvolver obesidade mdrbida. No presente estudo, ndo foi verificado
diferenca estatistica significante entre os gendtipos (rs1861868). Em relac@o ao nivel de
atividade fisica, ¢ importante citar que o gene F'70 nao se associa ao nivel de atividade

fisica (36, 37), desta forma, a adog@o de hébitos de prevencdo, como a pratica de
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atividade fisica regular, auxilia no combate ao risco aumentado de desenvolvimento da
obesidade, devido a suscetibilidade genética do FTO (22, 37).

Possivelmente, diversos s3o os genes que contribuem para fenotipos
relacionados a adiposidade. A identificacio de polimorfismos funcionais que
contribuem para os fenotipos de adiposidade aumentario o conhecimento dos
mecanismos fisioldgicos que permeiam a obesidade. A combinacdo da informagéo
genética com os fatores de risco ambientais pode ser futuramente utilizada para
identificar aqueles com risco aumentado ¢ encaminha-los a programas de prevengao e
tratamento. Por outro lado, a identificacdo desses genes é uma tarefa desafiadora,
particularmente, devido ao fato de que um outro polimorfismo pode ser uma variavel de
confundimento para aquele polimorfismo que estd sendo estudado (38). Resultados
conflitantes ndo sdo inesperados em estudos de associacdo, podendo estar relacionado a
diferengas de etnia, interagdes com outros genes ou a defini¢do do fenotipo (39). Outros
fatores de confundimento incluem diferencas entre os gendtipos para idade e héabitos
que interfiram no fenotipo estudado, bem como o método utilizado para avaliar a
varidvel de estudo.

Com base nos resultados observados, conclui-se que o gene FTO nio ¢
determinante no fendtipo de obesidade em uma amostra de mulheres idosas brasileiras.
No presente estudo a obesidade foi avaliada através de dois métodos comumente
utilizados no meio académico (IMC e %GQ) e através do DXA, método pouco utilizado
mas de mensuragdo direta e considerado padrdo ouro na avaliacdo dos componentes

corporais.
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Tabela 01. Caracteristicas das participantes. Valores s@o expressos

em média £ desvio padrio.

Variaveis

N 241
Idade (anos) 66,65+5,5
Massa Corporal (Kg) 65,81+11,9
Estatura (m) 1,53+0,1
Anos de menopausa 17,96+7,5
IMC (Kg/m?) 27,99+4,5
Massa Gorda (kg) 26,43+7,9
Percentual de gordura (%) 39,46+5,9
MLGT (kg) 37,95+4,9
MLGT Relativa (Kg/m?) 16,15+1,7
MLGA (kg) 14,56+2,3
MLGA Relativa (Kg/m?) 6,19+0,8

IMC: Indice de massa corporal; MLGT: Massa livre de gordura total; MLGA: Massa livre de gordura

apendicular.
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Tabela 02. Dados descritos e composi¢@o corporal de acordo com gendtipo r$9939609.

Valores sdo expressos em média + desvio padrao

Variaveis p-valor
A/A A/T T/T

N (%) 39(16,2) 108(44,8) 94(39)

Idade 68,13+7,5 66,29+5,1 66,45+5,0 0.18
IMC (Kg/m?) 27,96+4,9 28,04+4,3 27,95+4,6 0.99
Massa Gorda (kg) 26,40+8,7 26,91+7,6 25,90+8,0 0.67
Percentual de gordura (%) 39,48+6,3 40,07+5,3 38,74+6,3 0.28
MLGT (kg) 37,48+4,6 37,9545,2 38,1544,8 0.77
MLGT Relativa (Kg/m?) 16,02+1,5 16,09+1,6 16,27+1,8 0.64
MLGA (kg) 14,034+2,4 14,70+2,5 14,61+2,0 0.30
MLGA Relativa (Kg/m?) 5,98+0,8 6,224+0,9 6,23+0,8 0.22

IMC: Indice de massa corporal; MLGT: Massa livre de gordura total; MLGA: Massa livre de gordura apendicular.
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Tabela 03. Dados descritos e composi¢@o corporal de acordo com gendtipo rs1861868.

Valores sdo expressos em média + desvio padrao

Variaveis p-valor
G/G A/G A/A

N (%) 55(22,8) 119(49,4) 67(27,8)

Idade 66,44+5.4 66,3345,0 67,39+6,4 0.43
IMC (Kg/m?) 28,25+4,6 27,70+£3,7 24,4742 0.65
Massa Gorda (kg) 27,67+9,7 25,96+6,5 26,25+8,5 0.40
Percentual de gordura (%) 39,92+6,2 39,61+5,6 39,33+5,6 0.75
MLGT (kg) 14,65+1,9 14,60+2,1 14,10+1,9 0.21
MLGT Relativa (Kg/m?) 6,14+0,6 6,21+0,8 6,07+0,6 0.45
MLGA (kg) 38,75+5,0 37,814+4,1 36,89+4.4 0.37
MLGA Relativa (Kg/m?) 16,23+1,6 16,10+£1,5 15,91+1,6 0.50

IMC: Indice de massa corporal; MLGT: Massa livre de gordura total; MLGA: Massa livre de gordura apendicular



