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RESUMO

Pioltine MB. Influéncia de polimorfismos nos genes dos receptores de sabor gorduroso, doce e amargo no
consumo alimentar e no perfil metabilico de criancas e adolescentes obesos |dissertacao]. Sao Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

INTRODUCAO: A obesidade infantil é um importante problema de saide publica e
apresenta impacto direto na qualidade de vida das criangas e adolescentes, bem como no
desenvolvimento futuro de doengas cronicas. O padrio alimentar rico em gordura e
agucar, ¢ com baixo aporte de fibra dietética, vitaminas e minerais é reconhecido como
fator de risco para o surgimento da obesidade, no entanto os fatores que contribuem
para a preferéncia por alimentos ricos nestes nutrientes nao sio bem estabelecidos. O
sabor dos alimentos ¢é reconhecido como um importante preditor das escolhas
alimentares, e os polimorfismos nos genes que codificam os receptores do sabor podem
explicar a variabilidade da preferéncia e consumo alimentar na populagao. OBJETIVO:
Avaliar a influéncia de polimorfismos de genes de receptores de sabor gorduroso
(CD36), doce (I'ASTR2) e amargo (I/AS2R38) no consumo alimentar e no perfil
metabdlico de criancas e adolescentes obesos. METODOS: Estudo transversal com 668
criangas e adolescentes obesos e um grupo controle de 135 criangas eutrdficas, de
ambos os géneros. Foi realizado o estudo molecular dos polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) rs1761667 e 11527483 do CD36, ts9701796 e rs35874116 do T ASTR2, e
rs1726866 e 15713598 do T'AS2R38, bem como analise do consumo alimentar e perfil
metabdlico. RESULTADOS: Em relacao ao CD36, o alelo A do rs1761667 relacionou-
se com menor consumo de lipidios totais, gorduras poli e monoinsaturadas, consumo de
alimentos de sabor gorduroso, ingestao de 6leos vegetais e agtcares totais em obesos. O
alelo A do rs1527483 associou-se com menor percentil de pressio arterial diastolica,
menor massa gorda e maior massa livte de gordura em obesos. Quanto ao gene
TASTR2, a variante rs9701796 teve maior risco metabdlico segundo a razao
circunferéncia da cintura-estatura (RCE), bem como relacio com maior consumo de
achocolatado em p6 em obesos. Ja a variante rs35874116 mostrou relagio com a menor
ingestdo de fibras dietéticas em obesos. No TAS2R38, o alelo G do 151726866 foi
associado com menor consumo de gorduras monoinsaturadas e maior consumo de
acucares totais, em obesos. O alelo G do rs713598 mostrou relacio com maior
consumo de carboidratos, consumo de alimentos de sabor doce, refrigerantes e menor
ingestio de fibras pelos individuos eutréficos. CONCLUSAO: Nio houve relagio entre
gendtipos e risco de obesidade. Os achados mostram a associagao entre polimorfismos
dos genes de receptores de sabor com o consumo alimentar, indicando diferengas entre

obesos e magros, e alelos de protecao e de risco cardiometabélico, respectivamente dos
genes CD36 e TASTR2.

Descritores: Obesidade pediatrica/genética; Consumo de alimentos; Comportamento
alimentar; Polimorfismo de nucleotideo tnico; Genétipo; Paladar; Receptores de sabor;
Percepgao gustatoria; Habitos alimentares; Sabor gorduroso, Doces; Amargo; proteina
CD36; proteina humana TAS1TR2; proteina humana TAS2R38;

Obesidade/metabolismo; Nutrientes/metabolismo; Crianca; Adolescente.
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ABSTRACT

Pioltine MB. Influence of polymorphisms in fat, sweet and bitter taste receptors genes in food intake
and metabolic profile in obese children and adolescents [dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2015.

BACKGROUND: Childhood obesity is a major public health problem and it has a
direct impact on the quality of life of children and adolescents, as well as the future risk
for development of chronic diseases. The dietary pattern rich in fats and sugars
associated to the low intake of dietary fibers, vitamins and minerals is widespread for the
rise of obesity. However the factors that contribute to the preference for foods rich in
these nutrients are not well established. Taste is recognized as an important predictor of
food choices, and polymorphisms in genes encoding its receptors may explain the
variability of taste preference and food intake on population. OBJECTIVE: To evaluate
the influence of polymorphisms of fat (CD36), sweet (I’AS7R2) and bitter (IZAS52R38)
taste receptor genes in diet and metabolic profile in obese children and adolescents.
METHODS: Cross-sectional study with 668 obese children and adolescents and a
control group of 135 normal-weight children. The molecular study was made for single
nucleotide polymorphisms (SNPs) rs1761667 and rs1527483 of CD36, 159701796 and
rs35874116 of TASTR2, rs1726866 and rs713598 of T AS2R36, and the analysis of food
intake and metabolic profile. RESULTS: In relation to CD36, the A allele of rs1761667
was associated with lower intake of total fat, poly and monounsaturated fats,
consumption of fatty flavor food, intake of vegetable oils and total sugars in obese. The
A allele of rs1527483 was associated with lower percentile of diastolic blood pressure,
lower fat mass and increased fat-free mass in obese. Regarding T-AS7R2 gene, the
variant 1s9701796 was associated to increased metabolic risk according to waist-height
ratio, as well as with higher consumption of chocolate powder in obese. The variant
rs35874116 showed a lower intake of dietary fiber. In TAS2R38, the G allele of
rs1726866 was associated with a lower intake of monounsaturated fat and a higher
intake of total sugars in obese. The G allele of rs713598 was related to the higher
carbohydrate intake, consumption of sweet tasting food, soda drinks and less fiber
intake by normal weight children. CONCLUSION: There was no relationship between
genotypes and risk of obesity. The findings show the association between
polymorphisms of taste receptor genes with dietary intake, indicating differences
between obese and lean children, as well as the protective and risk alleles for
cardiometabolic risk in CD36 and T ASTR2, respectively.

Descriptors: Pediatric obesity/genetics; Food consumption; Feeding behavior;
Polymorphism, Single Nucleotide; Genotype; Taste; Taste receptor; Taste perception;
Food habits; Fat taste; Sweet; Bitter; CD36 protein; TAS1R2 protein, human; TAS2R38
protein, human; Obesity/metabolism; Nutrients/metabolism; Child; Adolescent.
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1.1 Obesidade

1.1.1 Epidemiologia da obesidade infantil no Brasil

O Brasil encontra-se em uma grande transicio demografica, epidemioldgica e
nutricional desde a década de 1970, marcada pelo crescimento econémico, urbaniza¢ao
e diminuicio da morbidade por doencas infecciosas e mortalidade infantil™”. Este
desenvolvimento acarretou modifica¢Ges na estrutura etaria da populagao brasileira, com
aumento da expectativa de vida e consequente envelhecimento populacional,
apresentando impacto direto na mudanca do perfil de enfermidades, com aumento de
doencas crénicas ndo transmissiveis, como obesidade, diabetes e doencas
cardiovasculares, a0 mesmo tempo em que ainda ocorrem endemicamente doengas
infecciosas®.

Atualmente a obesidade constitui um importante problema de satde publica em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, apesar dos avancos ocorridos em relagao a

2, Em criancas e adolescentes, a incidéncia de

sua fisiopatologia e ao seu tratamento
obesidade e doengas cronicas é menor quando comparada a individuos com idades mais
avangadas, no entanto sua prevaléncia tem aumentado consideravelmente nas ultimas
décadas e impactam no aumento de doengas cronicas na idade adulta e diminuigao da
expectativa de vida®.

No Brasil, houve o aumento de mais de 10% na prevaléncia de excesso de peso em
adultos entre os anos 2003 e 2013. Atualmente, 56,9% das pessoas com mais de 18 anos
estdo com excesso de peso, ou seja, tem um indice de massa corporal (IMC) maior ou igual a
25 Kg/m®. Além disso, 20,8% dos adultos sdo classificados como obesos por terem IMC
maior ou igual que 30 Kg/m*”. Em criangas e adolescentes de 10 a 19 anos, identificou-se
o aumento da prevaléncia de sobrepeso de 7,6% para 19,4% nas meninas, ¢ de 3,7%
para 21,7% nos meninos, por meio do Estudo Nacional da Despesa Familiar
(ENDEF)® realizado nos anos 1974 e 1975, comparado a Pesquisa de Or¢amentos
Familiares (POF)® realizada nos anos 2008 e 2009. A obesidade teve aumento de 0,7%

para 4,0% nas meninas, bem como de 0,4% para 5,9% nos meninos, o que confirma que

a obesidade esta em franco crescimento também entre criancas e adolescentes®.
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1.1.2 Etiopatogénese e consequéncias da obesidade

Os aspectos etiologicos da obesidade sio complexos e multifatoriais e envolvem
o desequilibrio no balanco energético, caracterizado pelo elevado consumo calérico e
sedentarismo, causando, por sua vez, o acimulo excessivo de gordura corporal®. O
estilo de vida e algumas condi¢des endécrino-metabolicas, também se relacionam com a
predisposicao para o excesso de peso. Trata-se de uma doenga geneticamente

determinada, de heranca multipla, e modificada pelo meio ambiente!"'?

. O risco para
desenvolvimento da obesidade quando nenhum dos pais é obeso é de 9%. Por outro
lado, quando um dos genitores é obeso, o risco eleva-se a 50%, atingindo 80% quando
ambos apresentam obesidade™'”.

Outros fatores determinantes para o estabelecimento da obesidade na infancia
sao ganho de peso gestacional excessivo, desmame precoce, introdu¢ao inadequada de
alimentos complementares, emprego de férmulas lacteas com preparagao incorreta,
distirbios do comportamento alimentar e relacio familiar conturbada"’. Na
adolescéncia, somam-se a isto todas as alteragoes do periodo de transi¢ao para a fase
adulta, como baixa autoestima, sedentarismo, consumo excessivo de lanches
industrializados e suscetibilidade as propagandas consumistas®'".

As consequéncias da obesidade apresentam impacto direto na qualidade de vida
de um individuo"*". Dados do Harvard Growth Study® indicam o excesso de peso desde
a infancia e adolescéncia como risco para permanéncia neste estado nutricional na fase
adulta, e destacam que quanto maior a adiposidade corporal, maior o risco de
desenvolver doencas cronicas™®. Dessa forma, as principais consequéncias clinicas da
obesidade sao dislipidemias, hipertensio arterial sistémica, resisténcia a insulina, diabetes
tipo 2, lesdes osteomusculares, alteragbes respiratorias, doengas dermatolédgicas,
esteatose hepitica, algumas neoplasias e aumento das taxas de mortalidade®**'".
Também pode haver reducao significativa da qualidade de vida, distarbios psicolégicos,
deficiéncias nutricionais e maior risco de perseguicbes e humilhagao levando a
isolamento social'”.

Torna-se importante considerar que uma variedade de mediadores pro-
inflamatérios associados a disfuncdo cardiometabdlica sao influenciados pela

obesidade™". Sabe-se também que o desenvolvimento da aterosclerose pode ter inicio

desde a infancia e adolescéncia, de acordo com o grau de exposi¢ao aos diversos fatores
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de risco, como bem documentado no classico Bogalusa Heart Study"”. Destaca-se assim o
maior risco para doengas cardiovasculares, as quais representam, atualmente, a principal
causa de 6bito no Brasil e no mundo®. O estabelecimento precoce da obesidade e sua
perpetuagdo na vida adulta, como anteriormente aludido, pode acarretar perda de anos
de vida, sendo essa perda proporcional ao grau de obesidade e a precocidade do seu
desenvolvimento”.

Ressalta-se que o manejo para tratamento da obesidade na infancia e
adolescéncia pode ser mais complexo do que no adulto, pois se relaciona com mudangas
de habitos alimentares e comportamentais, comprometimento dos pais e cuidadores e

menor percepcao tanto da presenga do excesso ponderal, como dos danos causados

pela obesidade nessa faixa etaria"”.
1.1.3 Diagnoéstico da obesidade em criangas e adolescentes

A referéncia global para avaliar e classificar a obesidade é o IMC, calculado por
meio do peso em quilogramas dividido pelo quadrado da estatura em metros. Trata-se
de uma medida eficiente na avaliagio da adiposidade corporal"®. No entanto, para o
diagnostico apropriado e seguimento, bem como para prevengao e acompanhamento do
IMC eutréfico e da adiposidade infantil, tornou-se importante o desenvolvimento de
uma referéncia especifica para a avaliacio de criancas e adolescentes!"”.

Por conseguinte, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) optou por reconstruir
a referéncia recomendada anteriormente pelo National Center for Health Statistics™® para
individuos de 5 a 19 anos. As novas curvas de crescimento segundo o IMC para a idade,
especificas para cada género, foram publicadas em 2007 pela OMS®’ e sio adotadas
pelo Ministério da Saude do Brasil.

Para estabelecer as novas curvas, foram examinadas seis populagoes distintas,
compreendendo cidades dos Estados Unidos, da India e do Brasil, além de paises da
Europa, Oriente Médio e Africa. Os graficos da OMS sio padroes que descrevem como
as criancas saudaveis devem desenvolver-se em condi¢Ges ambientais e de saude ideais.
Alguns fatores levados em considera¢ao foram o nascimento a termo, o aleitamento
materno exclusivo até 4 meses € o continuo até pelo menos 12 meses de vida®. O uso
das curvas é um método nio invasivo, com boa reprodutibilidade e facil mensuracio®.
Os pontos de corte para o diagnoéstico populacional do estado nutricional sio definidos

em percentis ou z-escores, como demonstra a Tabela 1 e as Figuras 1 e 2.
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Tabela 1. Valores criticos de diagnéstico nutricional para individuos de 5 a 19 anos de
idade

Estado nutricional Percentil z-Escore
Magreza acentuada <0,1 <-3
Magreza >0,le<3 >-3e<-2
Eutrofia >3e=85 >-2e=+1
Sobrepeso >85e=97 >+le=+2
Obesidade >95¢<999 >+2e<+3
Obesidade grave >999 >+3

Fonte: Organiza¢io Mundial da Saide®.

IMC por idade MENINAS

Dos 5 aos 19 anos (escores-z)

[
=
O
<
=

14

ldade (meses completos e anos)

Fonte: Organizagio Mundial da Saide®.

Figura 1. Curva de z-IMC para meninas de 5 a 19 anos de idade
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IMC por idade MENINOS

Dos 5 aos 19 anos (escores-z)

E
[+
x 1
)
2

14

Idade (meses completos e anos)

Fonte: Organizagio Mundial da Saide®.

Figura 2. Curva de z-IMC para meninos de 5 a 19 anos de idade

Destaca-se que as técnicas indiretas para quantificar e classificar os diferentes
graus de adiposidade, como a ressonancia magnética, tomografia computadorizada,
bioimpedancia elétrica e densitometria também merecem destaque devido as suas
elevadas precisdes, porém sio métodos que demandam equipamentos e técnicas
especializadas com elevado custo financeiro, ou uso de radiag¢ao, o que dificulta sua

aplicabilidade a nivel populacional®".

1.2 Consumo alimentar

1.2.1 Recomendac¢bes nuttricionais

As recomendagbes nutricionais para a prevenc¢ao da obesidade possuem enfoque
populacional e se associam com o menor risco de doengas cronicas e carenciais em
decorréncia de déficits nutricionais®. As recomendag¢des qualitativas e semiquantitativas
do consumo alimentar para a populagio brasileira se baseiam nas por¢des de grupos

alimentares preconizados pelo Ministério da Satde™. O guia alimentar para a populagio
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brasileira, em sua edicio publicada em 2014, embora nao estabeleca de forma
quantitativa o porcionamento por grupo alimentar, mantém qualitativamente as mesmas
recomendacdes®.

Desde que utilizados com moderagao, os 6leos, as gorduras, o sal e o aglcar
contribuem para diversificar e tornar a alimentagao mais saborosa, sem torna-la
nutricionalmente desbalanceada. Contudo, o Ministério da Saude enfatiza que se prefira
sempre alimentos 7z natwra ou minimamente processados e preparagoes culinarias a
alimentos ultraprocessados®”. A recomendagio no consumo de agucares de adicio, que
inclui aqueles adicionados no processamento de alimentos e bebidas, em sua forma de
xarope ou em sua forma refinada, é de até 10% do valor energético total da dieta, tendo
sido recentemente proposta uma redugdo para 5%.

As recomendagoes quantitativas do consumo alimentar para individuos de 4 a 18
anos, das Dietary Reference Intakes (DRIs)*?, é de 45-65% de carboidratos, 10-30% de
protefnas e 25-35% de gorduras totais do valor energético total (VET). Quanto ao
consumo dos diferentes lipidios dietéticos, a OMS®” e a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC)® recomendam, para a populagio geral, a ingestio de até 10% do
VET de gorduras saturadas. No entanto, na presenca de perfil lipidico alterado, a
ingestio de acidos graxos saturados deve ser limitada a até 7% do VET®. A OMS
também recomenda a ingestio de até 10% de gorduras poli-insaturadas, e de 10-15% de
gorduras monoinsaturadas para a prevencio de doengas cronicas®.

No que diz respeito a ingestio de fibras dietéticas, sabe-se que, em adultos, ha
significativa relacido com o menor risco de obesidade, diabetes e constipagdo intestinal
quando se consome, pelo menos, 25 gramas de fibras totais por dia®. Entretanto, as
recomendacOes para criancas e adolescentes sao conflitivas e o consumo de fibras deve
ser encorajado por meio da ingestiao habitual de frutas, legumes e verduras, fontes deste
nutriente, uma vez que nao existem estudos clinicos realizados nesta faixa etaria, para
apoiar tais associagoes™.

A OMS® aponta que os habitos alimentares inadequados sio considerados os
principais fatores ambientais modificaveis para o desenvolvimento da obesidade,
principalmente o elevado consumo calérico, advindo do consumo excessivo de, por
exemplo, alimentos ricos em agucatres, gorduras totais e gorduras saturadas, que
aumentam o aporte energético da dieta. Este padrio alimentar tem sido

consistentemente associado a0 excesso de peso e doencas cronicas™”, no entanto os

b
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fatores que contribuem a preferéncia por alimentos ricos nestes nutrientes nao sao bem

estabelecidos.

1.3 Gustacio

1.3.1 Visao geral sobre o paladar

O paladar é o sentido do corpo humano que permite o reconhecimento do
sabor. As cinco modalidades basicas de sabor que o ser humano tem a capacidade de
reconhecer sio: doce, salgado, amargo, azedo e umami®’. Recentemente, no entanto, a
percepgao oral da gordura dietética foi nomeada oleogustus como a sexta modalidade
bésica de sabor®.

Os humanos se desenvolveram como onivoros (do latim, omnis, “tudo”, e vorare,
“comer”), comendo, conforme as circunstancias, plantas que podiam colher e animais
que conseguiam encontrar ou cagar. Um sensivel e versatil sistema de gustacdo foi
necessatio para distinguir entre novas fontes de alimentos e possiveis toxinas®.

Uma vez que a fungdao primaria do sistema gustatorio é de ordem nutricional,
algumas preferéncias gustativas sao inatas, como o doce e umami, presentes no primeiro
alimento a0 qual o ser humano € exposto - o leite materno™. E desde uma perspectiva
evolucionaria, a percep¢ao do sabor das gorduras se relaciona com a detecgao de
alimentos de elevado teor energético e que contenham vitaminas lipossoluveis e acidos
graxos essenciais, importantes para a sobrevivéncia do homem®*.

Por outro lado, as substancias amargas siao instintivamente rejeitadas por
estarem relacionadas no passado a substancias toxicas ou nocivas, ou a alimentos
estragados™. Entretanto, a experiéncia pode modificar fortemente este instinto de
aversao, e ¢ possivel aprender a gostar ou tolerar o amargor de substancias como o café,
o quinino da agua tonica e diversos vegetais, como agriao, jilo, toranja e endivia, ou ao
azedo do limdo, maracuja e outras frutas citricas™.

A percepcao do sabor ocorre quando as moléculas quimicas do alimento entram
em contato com receptores localizados nas papilas gustativas da lingua®®. O ser
humano possui aproximadamente 5.000 papilas gustativas, as quais sao classificadas em
quatro tipos: fungiformes, foliaceas, circunvaladas e filiformes. As papilas filiformes se

relacionam apenas a percepgao da textura dos alimentos, uma vez que nao possuem
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receptores de sabor®?

. As papilas, por sua vez, podem conter de uma unidade a varias
centenas de botdes gustativos, sendo que cada botdo gustativo, esta associado com cerca
de 50 a 100 células receptoras gustativas, responsaveis pela deteccdo de nutrientes e
compostos diversos®**?.

As células receptoras gustativas sao células neuroepiteliais que também se
encontram no palato, faringe e regido superior do esofago. Essas células podem ser do
tipo I, II e III, ou podem ser células basais, também denominadas células do tipo TV®?,
As células do tipo I possuem longas microvilosidades, fornecem suporte estrutural para
as células adjacentes e possuem canais i0nicos para deteccio de sabor. Além disso,
possuem ag¢oes semelhantes as desempenhadas pelas células da glia no sistema nervoso
central. As células do tipo II possuem microvilosidades curtas e apresentam receptores
de sabor transmembrana (do tipo cluster, ou do tipo acoplados a proteina G),
relacionados principalmente a percepgao dos sabores gorduroso, amargo, doce e umami.
As células do tipo III possuem canais de fons para a detecgdo dos sabores azedo e
salgado, e sao consideradas também células pré-sinapticas. Em relagao a sua morfologia,
essas células sdo finas com um unico microvilo. As células basais, ou do tipo IV,
possuem forma esférica e se localizam na base do botdo gustativo, podendo ser
transicionais e se diferenciarem em novas células receptoras®™.

O principal fluxo da informac¢io gustativa segue dos botdes gustativos para os
axonios gustativos primarios, e entao para o tronco encefalico, talamo e cortex

cerebral®

. Trés nervos cranianos contém os axonios gustativos primarios e levam a
informacao gustativa ao encéfalo. Os dois ter¢os anteriores da lingua e o palato enviam
axonios gustativos para um ramo do nervo craniano VII ou nervo facial. O terco
posterior da lingua ¢ inervado por um ramo do nervo craniano IX ou nervo
glossofaringeo. As regides em volta da orofaringe enviam axonios gustativos para um
ramo do netvo craniano X ou nervo vago™. Esses nervos estio envolvidos em uma
variedade de outras fungdes motoras e sensoriais, mas todos 0s seus axonios gustativos

entram no tronco encefilico, reunidos em um feixe, e estabelecem sinapses dentro do

ntcleo gustativo delgado, que é parte do nticleo do trato solitirio no bulbo®™.
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Cortex

Gustatono

Cr rtex
Frontal

7

7\

Hipotalamo
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Nervos X, IX e VII

NOTA: NGD-TSB - Nucleo gustativo delgado do trato solitario no bulbo. NMVP-T - Nucleo medial
ventroposterior do talamo.

Figura 3. Fluxo da informacio gustativa pelo sistema nervoso central

1.3.1.1 Formagao e regeneragao das papilas gustativas

As papilas gustativas iniciam sua formac¢ao na fase embrionaria e sio mantidas
através de renovagao celular que ocorre continuamente, de modo que estas células
nascem, amadurecem, realizam suas func¢des, entram em senescéncia e eventualmente
morrem, em um tempo de vida de 10 dias a 2 semanas®™. O rompimento da homeostase
do tecido do paladar pode ser prejudicial para todo o sistema gustatério, ja que
determinadas doengas ou fases da vida, como a gestacio ou o envelhecimento, podem
estar associadas com alteragdes do paladar®™. A regeneragio das células presentes nas
papilas gustativas pode ser um dos fatores pelos quais as criangas nio gostam de
determinados alimentos, mas os aceitam quando adultos, independentemente do
aprendizado®”

Nos seres humanos, o funcionamento do paladar ¢é evidente no
desenvolvimento intrauterino, uma vez que ao longo da gesta¢ao, o liquido amniético ¢é

o823,

continuamente ingerido pelo fet Apds o nascimento, o primeiro estimulo

orossensorial ocorre quando o recém-nascido é exposto ao leite materno, que pode ter

(33.3438)

influéncias da alimentagdo materna Um exemplo classico da influéncia da

alimentacdo materna foi retratado no estudo de Mennella et al., onde durante o ultimo
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trimestre da gestagdo e primeiros dois meses de lactacio maes consumiram suco de
cenoura periodicamente, e observou-se que as criancas de 6 meses de vida tiveram
menor expressao facial negativa, quando alimentados pela primeira vez com bebida ou
papinhas a base de cenoura, quando comparadas ao grupo controle onde as maes
ingeriram 4gua ao invés deste suco®.

A gustacio também ¢ importante para comportamentos basicos, como o
controle da digestao, que ocorre por meio da fase cefalica antes do bolo alimentar
chegar ao estdbmago®. Outrossim, a informagio gustativa ¢ distribuida ao hipotilamo e
a regioes relacionadas na base do telencéfalo, como as estruturas do sistema limbico, e

que parecem estar envolvidas na palatabilidade dos alimentos e na motivacio para

COH’ICI‘GS).

1.3.2 Interag¢do com sistema cortico-limbico

Além da participagao de estruturas do sistema nervoso na identificagdo de
sabores dos alimentos, outro fator de grande importancia sio os processos cognitivos e
emocionais envolvidos no consumo alimentar™®™”*. As estruturas cortico-limbicas lidam
com cogni¢dao, recompensa e emogao. O cérebro possui sua fun¢io metabodlica, que
responde a sinais provindos do estomago, do intestino e de nutrientes, e exerce também
sua fungao cognitiva, onde uma complexa rede de integracio faz parte do gostar de
determinados alimentos, com consequéncia no querer, na procura e em sua ingestao™*".

Estudos eletrofisiolégicos realizados em ratos mostram que neuronios do
complexo amigdaloide do nucleo accumbens (que faz parte do sistema dopaminérgico
mesolimbico) e do cortex orbitofrontal respondem a ingestio de alimentos caléricos,
ricos em agtcares e gorduras*.

Destaca-se que a preferéncia por um alimento envolve circuitos neuronais que
passam pelo nucleo accumbens e pelo nucleo palido ventral, na por¢ao limbica e motora
do cérebro, respectivamente. Os receptores opioides e canabinoides parecem ser muito
importantes nesse processo, visto que a inje¢ao de agonistas desses receptores no nicleo
accumbens desencadeia uma fome voraz, especialmente por alimentos doces* e com alto
teor de gordura®*.

Portanto, de forma oposta ao que sempre se pensou, o sistema dopaminérgico

mesolimbico nio tem influéncia no gostar ou na preferéncia hedoénica por determinado
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alimento, mas ¢ importante para o comportamento motor para a sua obtencdo, de
forma que ¢é possivel querer comer algo, mas niao necessariamente gostar dessa

Comida<41’48’49>.

1.3.3 Receptores de sabor

Em relagao ao sabor dos alimentos, sabe-se que quando um tastante interage
com seu receptor, as células receptoras gustativas das papilas se despolarizam, e ha um
influxo de calcio do meio extra para o intracelular. O calcio faz com que um sinal seja
traduzido em uma mensagem a ser enviada para o cortex gustativo no cérebro®™.

Os receptores do sabor amargo, azedo, salgado, umami, doce e da gordura
localizam-se na regido apical das papilas gustativas®. A Figura 4 ilustra os receptores de
sabor, que sio acoplados a proteina G no caso dos sabores amargo, umami e doce,

enquanto que os receptores do sabor da gordura sao do tipo cluster. Os sabores azedo e

salgado sdo detectados por meio de canais de fons.

\0 * v 7L Tastante

ofeopssis

Cat++ ‘
Na+
TR, x v * ] |
. ) Botio gustativo
U Canal de ions Cavidade oral /
W TRPV/PKD Celula receptora
N gustativa (1, 11 ou III)
Meio intracelular

x Mensagen enviada via nervo aferente
para cdrtex cerebral

NOTA: CD36 - Receptor do tipo custer. TIR/T2R - Receptotes de sabor tipo 1 e tipo 2. TRPV/PKD -
Receptores do sabor salgado e azedo.

Figura 4. Os trés tipos de receptores de sabor - custer, canais de fons e acoplados a
proteina G - localizados nas papilas gustativas
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Os receptores do sabor amargo pertencem a familia T2R (receptor do sabor,
tipo 2)®", sendo esta a modalidade de sabor mais estudada, j4 que sua percepgio se
relacionava no passado com a prevencao do consumo de substancias toxicas, venenosas
e deterioradas pelo homem primitivo®". Nio obstante, as fontes dietéticas do sabor
amargo sao comuns e incluem diversos legumes e verduras. O comportamento em

relagio a esse sabor ¢ de aversio, tolerincia ou atragio por aprendizado®™?.

Os canais de {fons PKDI1L3 (polyeystic kidney disease, 1-3) e PKD2L1 (polyeystic
kidney disease, 2-1) atuam como receptores do sabor azedo®. Fontes dietéticas do sabor
azedo incluem moléculas inorganicas como o acido cloridrico, bem como compostos
organicos como os acidos acético, citrico, latico e tartarico. Geralmente essas
substancias sio produtos da fermentagdao, ou de vias metabodlicas. O sabor azedo é
encontrado em frutas citricas, vinhos, vinagre, solu¢des carbonatadas e produtos
industrializados®. O comportamento em relagio a esse sabor também ¢ de aversio,
tolerancia ou atracio por aprendizado®>*.

Os receptores dos canais de sodio, TRPV1 (transient receptor potential vanilloid-1),
sdo responsaveis pela percepcio do sabor salgado®, que por sua vez atenua os sabores
amargo e azedo, além de conferir a sensagao adstringente. A fonte mais comum desse
sabor na alimentacao ¢ o cloreto de sodio, presente no sal de cozinha, sendo também
presente em alimentos embutidos e processados. O sédio é importante para a
manuteng¢ao do balango hidroeletrolitico no organismo, bem como para a regulagao dos
niveis presséricos do sangue, homeostase da 4gua e volume sanguineo®*. O
comportamento humano em relacio a esse sabor ¢ de atragao™?.

O sabor umami (receptor do sabor da familia T1R) foi descrito pela primeira vez
em 1909 e ¢ representado por substancias fontes do aminoacido L-glutamato,
abundantemente encontrado em alimentos como leites, queijos curados, carnes, algas,
cogumelos secos, ostras, anchovas, lula, tomates e molhos industrializados a base de

0(3235.56

glutamato monossédic ). O comportamento humano em relacio a esse sabor é de

atragio inata®>*?,
O receptor do sabor doce é um heterodimero de duas subunidades de proteinas,
a T1R2 (receptor do sabor, tipo 1, membro 2) exclusiva do sabor doce e composta por

839 aminoacidos, e a T1R3 (receptor do sabor, tipo 1, membro 3) responsavel pela

{56

percepcio dos sabores doce e umami®. As substincias doces incluem o leite materno,

acucares de adi¢do, agucares naturalmente presentes em alimentos e bebidas adogadas.
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Estes alimentos apresentam boa palatabilidade e comportamento de atracdo inata, além
de ser bem estabelecido que seu consumo estimula os reflexos da fase cefélica, sendo
importante para o inicio da digestao®>*°.

O receptor do sabor da gordura, CD36 (cluster determinant 36), é¢ uma proteina
composta por 472 aminoacidos. Trata-se de uma glicoproteina de membrana
responsavel pela identificacio sensorial das gorduras, por meio da captagdo de acidos
graxos de cadeia longa®” e que, além da lingua, palato, faringe e regido supetior do
esOfago, também ¢é expressa no estdbmago, intestino, macréfagos, adipocitos, midcitos,
células endoteliais e plaquetas®.

Os receptores de sabor também parecem ter agao em outras partes do sistema
digestorio, como estomago e intestino, causando respostas aferentes via nervo vago, e
que podem modular a sensibilidade ao sabor e participar de novas vias regulatorias de

homeostase energética®?.

1.3.4 Variagoes nos genes de receptores de sabor e consumo alimentar

O sabor dos alimentos ¢é reconhecido como um importante preditor da escolha e

(34,58)

preferéncia alimentar, e consequentemente dos habitos alimentares” ™. As escolhas

alimentares envolvem fatores fisiologicos, nutricionais, ambientais e socioculturais®”.
No entanto, as qualidades sensoriais dos alimentos sio imprescindiveis para a
preferéncia alimentar, sendo importantes para a aderéncia as mudangas dietéticas,
incluindo a redu¢do do consumo excessivo de doces e gorduras, e o aumento do
consumo de verduras e hortalicas, ricos em fibras dietéticas, vitaminas e minerais®**”.
Os polimorfismos nos genes que codificam os receptores do sabor também
podem explicar a variabilidade da preferéncia e consumo alimentar na populagio® V. O
exemplo classico de um tnico gene que influencia o sabor é o do receptor do sabor
amargo, T'AS52R38, uma vez que trés alelos neste gene contribuem para um haplétipo
que determina a capacidade de detectar compostos de feniltiocarbamida (PTC) e
propiltiouracil (PROP)“"?, As variacdes neste gene, que se localiza-se no cromossomo
7934 e possui 1 exon®), sugerem que os individuos taster, que percebem estes
compostos como fortemente amargos, podem consumir alimentos como vegetais com

menor frequéncia, do que os individuos nontaster® . Todavia, as associagdes entre a

variacdo na percepg¢ao do paladar, o consumo alimentar e seu impacto na saude nao sao
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claras. Dessa forma, levanta-se a hipotese de que variagées individuais no paladar sio
provavelmente determinadas geneticamente®*.

Como segundo exemplo, pode-se citar o gene CD36, responsavel pela
codificacdo da proteina CD36. Este gene localiza-se no cromossomo 7q11.2 e possui 18
exons™. Variagdes no CD36 tém sido associadas com as diferencas na percepcio e
ingestio de gordura. O gendtipo AA do rs1761667 foi associado a maior percepgao de
gordura em molhos para salada, ao relato de aceitagao de gorduras e dleos adicionados,
e a obesidade em adultos afrodescendentes em comparacao com portadores do alelo
G, Por outro lado, outros estudos com coortes norte-africanas e italianas relataram
que os portadores do alelo A tém um limiar de detecgao maior para alimentos
gordurosos, e como resultado, uma redugao a percep¢ao do sabor gorduroso, mas nao
foi investigado se ocorrem mudangas no consumo alimentar de gordura®®.

O gene TASTR2, responsavel pela codificagao da proteina T1R2 (receptor do
sabor doce), localiza-se no cromossomo 1p36.13 e possui 6 exons®. Até a presente
data, dois estudos avaliaram o efeito da variacio no gene T AS7R2 na percepgao do
sabor doce. Fushan et al.”¥ fizeram sequenciamento de DNA para identificar o efeito de
polimorfismos de nucleotideo unico no T:AS7R2 sobre a capacidade dos individuos em
discriminar solucoes de sacarose de diferentes concentracbes. Nenhuma das variantes
examinadas foi relacionada a percep¢io do sabor doce™. Dias et al. encontraram que
outro polimorfismo nesse gene, o rs12033832, ¢ relacionado com o limiar de percepgao
do sabor doce e com consumo de acticar, mas seu efeito varia de acordo com o IMC®,

Eny et al. examinaram o efeito de dois polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPs) do tipo missense, rs9701796 que leva a substitui¢do de serina por cisteina no
cbédon 9 (Ser9Cys) e 1535874116 que leva a substituicao de isoleucina por valina no
cédon 191 (Ile191Val), no T/ AS7TR2 na ingestao de agucar. Houve uma interagio SNP-
IMC significativa do 1le191Val na ingestio de agticar™. Entre aqueles com excesso de
peso, os que carreavam a valina consumiram quantidades significativamente menores de
acucares do que os homozigotos para isoleucina. Variagoes no T.AS7R2 também tém
sido associadas com a percep¢ao do sabor doce e o risco de carie dentaria, que é
diretamente relacionada com o consumo de acucares. No entanto, nenhum destes
estudos avaliou o consumo quantitativo de agucar em criangas de diferentes estados

nutricionais”"?.
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Os genes de receptores de sabor sio altamente polimérficos®, mas cabe
destacar que a maioria dos polimorfismos nao confere mudangas funcionais as proteinas
codificadas. No entanto, entender a relagdo entre variantes nao-funcionais no gene e

fenotipos relacionados a alimentagdo torna-se importante a fim de identificar

51,75,76)

marcadores de risco para as doengas cronicas que se relacionam com a nutri¢io’

1.4 Justificativa do estudo

Sdo poucos os estudos que relacionam a presenca de polimorfismos nos genes
CD36, TASIR2 e TAS2R38 com o consumo alimentar e doencas cronicas. B
importante a identificacdo precoce de fatores que predispéem os individuos a diferentes
habitos alimentares, a fim de estudar estratégias de prevencdo e intervencao da

obesidade.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de polimorfismos de genes de receptores de sabor sobre o

consumo alimentar e perfil metabdlico de criangas e adolescentes obesos.

2.2 Objetivos especificos

Analisar o consumo alimentar e perfil metabdlico nos participantes obesos e

controles normais, segundo gendétipos dos SNPs rs1761667 e 151527483 no CD36.

Verificar o consumo alimentar e perfil metabdlico nos participantes obesos e

controles normais, segundo genétipos dos SNPs rs9701796 e 1s35874116 no T ASTR2.

Analisar o consumo alimentar e perfil metabdlico nos participantes obesos e

controles normais, segundo genétipos dos SNPs rs1726866 e 15713598 no T AS2R3S6.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal realizado com criangas e adolescentes com
idades entre 7 e 18 anos. A coleta de dados ocorreu entre dezembro de 2012 e maio de
2015. Foram avaliados 668 individuos obesos e um grupo controle de 135 participantes
eutroficos. Os dados dos participantes obesos foram obtidos do Ambulatério de
Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (HC-FMUSP), localizado na cidade de Sao Paulo (Sio Paulo, Brasil). Utilizou-
se o banco de DNA com 300 integrantes do Grupo de Obesidade e Sindrome
Metabdlica (CAPPesq 0253/10). Os demais participantes sdo provenientes da Liga de
Obesidade Infantil do HC-FMUSP. Os dados do grupo controle foram obtidos de
alunos de escolas publicas de Sao Bernardo do Campo, SP.

Considerou-se como fatores de inclusio no estudo individuos alfabetizados,
com capacidade de leitura e compreensiao, com obesidade de acordo com os critérios de
z-escore da OMS®. Foram excluidos do estudo aqueles em uso de medicamentos para
perda de peso, com sindromes genéticas ou enfermidades enddcrinas com demanda de
tratamento assistido por uma equipe especializada. A coleta de dados consistiu na
analise do consumo alimentar, avaliacio clinica, identificagado do comportamento
alimentar compulsivo e coleta de sangue para analise do perfil metabdlico e estudo
molecular do DNA. Os participantes do grupo controle foram submetidos a avaliagio
de wvariaveis antropométricas, avaliagago do consumo alimentar e comportamento

alimentar compulsivo, além do estudo molecular.

3.2 Perfil dietético

O consumo alimentar dos participantes foi avaliado por meio de dois
recordatérios de 24 horas (R24h) aplicados por 3 nutricionistas e 3 académicos da
nutri¢do, treinados e sob supervisio, em um intervalo aproximado de 30 dias. Nos
obesos, a segunda aplicacio do R24h foi feita em 50% dos participantes. Ja no grupo
controle, todos os participantes tiveram dois R24h aplicados. Este método abrange
todos os alimentos e preparacSes consumidas nas 24 horas antecedentes a aplicagao do
inquérito (Anexo 1). O participante do estudo pode receber auxilio de seu responsavel

para a descricdo correta das preparagoes e quantidades consumidas. Trata-se de um
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método validado, de baixo custo e boa reprodutibilidade””. Para sistematizar as
informagoes necessarias a critica dos recordatorios, foi utilizado o manual elaborado por
Fisberg e Marchioni”™, no qual foram abordadas as bibliografias a serem consultadas, as
equivaléncias de medidas e as adaptagoes para alimentos ou preparagdes para os quais
nao existem padronizagdes estabelecidas, a fim de garantir o retrato do consumo
alimentar o mais préximo do real.

Utilizou-se o Multiple Pass Method, desenvolvido em 1999 pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), por meio do qual o entrevistado é orientado
por cinco etapas”™. Esse método contribui para que o individuo se recorde dos
alimentos e bebidas consumidos no dia anterior a entrevista ¢ os relate de maneira
detalhada, reduzindo os erros na medida dietética. As etapas incluem a listagem rapida
dos alimentos, listagem de alimentos comumente esquecidos, defini¢do do horario e
refeicdo, ciclo de detalhamento e revisdo, e a revisao final "™,

Para a analise do consumo alimentar, as medidas caseiras presentes nos R24h
foram transformadas em gramas, utilizando-se a tabela elaborada por Pinheiro et al.*”.
O valor caldrico total da dieta, os macronutrientes (carboidratos, proteinas, lipidios
totais), fracdes de acidos graxos dietéticos (gorduras saturadas, monoinsaturadas e poli-
insaturadas), agucares totais (representando a somatdria de todos os agucares do
alimento/preparacao, incluindo os monossacarideos, dissacarideos, ou outras formas de
acucares) e fibras dietéticas foram calculadas segundo valores da Tabela Brasileira de
Composicio de Alimentos - TACO® e USDA® (quando nio presente na TACO), e
entdo computadas de forma padronizada em Planilha Excel®.

Foram excluidos da analise os individuos que apresentaram consumo inferior a
500 Kcal ou superior a 5.000 Kcal (n=23), por serem valores de consumo improvaveis,
que poderiam sub ou superestimar a ingestdo de nutrientes®”.

Foram considerados alimentos de sabor doce aqueles com agucar de adigao em
alimentos industrializados com objetivo de adogar, ou alimentos com pelo menos 1
grama de frutose a cada 100 gramas do alimento. Foram considerados alimentos de
sabor gorduroso aqueles com teor, em gramas, de gordura predominante ou com
percentual calérico superior a de demais macronutrientes (Quadro 1). Os alimentos que

nao se enquadraram nessas caracteristicas nao foram incluidos em nenhum grupo, mas

aqueles mais consumidos foram analisados de forma isolada.
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Quadro 1. Critérios para caracterizagao de alimentos de sabor doce e gorduroso

Acgucar natural ou de adicio em

Acucar refinado, achocolatado em

alimentos  industrializados com | p6, balas, caldo de cana, sucos,
Doce objetivo de adogar, ou alimentos | refrigerantes, biscoito recheado,
com pelo menos 1 grama de | maioria das frutas e alguns
frutose a cada 100 gramas. legumes como a beterraba.
Aqueles com teor, em gramas, de | Frituras, carnes gordas,
gordura predominante ou com | embutidos, leite integral, macarrao
Gorduroso

percentual calérico superior a de | instantaneo, sorvete de massa,

demais macronutrientes.

queijos, 6leos, manteigas.

Aplicou-se a Escala de Compulsio Alimentar Periddica (ECAP) proposta por
Gormally et al.*¥ em sua versio traduzida e adaptada por Freitas et al.*? (Anexo 2), a

fim de conhecer a presenca e gravidade do comportamento alimentar compulsivo.

3.3 Avaliacao clinica

3.3.1 Exames fisicos

Foram coletadas as medidas antropométricas de peso, estatura e circunferéncia
da cintura dos participantes. Os participantes do estudo foram orientados quanto ao uso
de vestimentas leves no momento da coleta destes dados. Para analise do peso dos
participantes obesos foi utilizada uma balanca digital de plataforma da marca Lucastec®
(modelo PLE), com capacidade para 300 quilos e precisao de 100 gramas. O grupo
controle teve seu peso analisado por balanca portatil da marca Tanita® (modelo 1632),
com capacidade para 150 quilos e precisao de 100 gramas. Para a aferi¢do da estatura, os
participantes foram posicionados no plano horizontal de Frankfurt, utilizando-se um
estadidmetro de 2 metros e precisao de 1 milimetro. Todas as medidas foram realizadas
em triplicata e utilizou-se o valor médio obtido. Por meio destes dados, o estado
nutricional dos participantes foi classificado a partir do indice de massa corporal para a
idade (IMC/I), conforme proposto pelas curvas de crescimento da OMS®. A

classificagio do z-escore foi realizada pelo Software AnthroPlus®®°.
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A circunferéncia da cintura foi aferida através de uma fita métrica inextensivel de
2 metros e precisao de 1 milimetro, no ponto médio entre a por¢ao inferior da dltima
costela e a borda superior da crista iliaca, ao final de uma expiragio normal. Foi
analisada a composi¢do corporal (massa gorda e massa livre de gordura) por meio dos
dados de resisténcia e reatancia mensurados em bioimpedancia elétrica de sistema
tetrapolar da marca RJL Systems® (modelo Quantum II, Michigan, Estados Unidos).
Para a realizacdo da bioimpedancia elétrica, o paciente foi orientado a nao realizar
atividade fisica vigorosa e nao ingerir bebidas alcodlicas ou bebidas contendo cafeina
(café, refrigerante, cha preto, chocolate) nas 12 horas antecedentes ao exame. Nao foi
realizado o exame em meninas durante o periodo menstrual. No momento da realiza¢io
do exame foram removidos os acessérios e adornos que pudessem conter metal a fim de
nao interferir nos resultados deste. A higienizacao e a aplicagdo dos eletrodos foram
realizadas de acordo com as orientagoes do fabricante em hemicorpo direito.

Foi aferido o valor médio da pressao arterial e da frequéncia cardfaca apods trés
medidas realizadas com esfigmomanometro digital da marca Microlife® (modelo

BPW90, Suica).

3.3.2 Exames bioquimicos

Os exames bioquimicos para analise do perfil metabdlico sio referentes a rotina
da Liga de Obesidade Infantil do Ambulatério de Endocrinologia do HC-FMUSP, e
constam de glicemia de jejum, perfil lipidico (colesterol total, HDIL-c, LDL-c,
triglicérides), testes de fun¢ao hepatica (ALT, AST), insulina, acido urico, leptina, bem
como calculo de HOMA-IR®” e leptina ajustada (ng/ml./Kg).

Os participantes receberam orientacao detalhada quanto a realizagao dos exames
descritos e seguiram protocolos propostos pelo HC-FMUSP. Os resultados foram

avaliados por equipe multidisciplinar com endocrinologista responsavel.
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3.4 Estudo molecular

O estudo molecular foi realizado no Laboratério de Carboidratos e
Radioimunoensaio - LIM/18 da FMUSP. Nos pacientes obesos, as amostras de DNA
foram extraidas a partir de leucocitos de 15 mL de sangue periférico, utilizando o
método de salting-out*®. Nos individuos do grupo controle, a extragio de DNA foi
realizada a partir de amostra de 2 mlL de saliva coletada utilizando-se kit comercial
Oragene DNA G-500® (DNA Genotek Inc., Ontario, CA). A obten¢ao da amostra de
saliva foi conduzida seguindo os protocolos padronizados estabelecidos pelo fabricante,
mediante a orientagdo do individuo permanecer sem ingerir alimentos, bebidas ou
utilizar qualquer substancia capaz de remogao das células da mucosa oral pelo periodo
minimo de 30 minutos previamente a coleta.

A concentragao e a pureza de todas as amostras de DNA foram determinadas
através da leitura da densidade o6tica por espectrofotometro NanoDrop®
(ThermoScientific, Medison, WI, USA). A genotipagem dos polimorfismos foi realizada
utilizando ensaios TagMan, tendo a reagao um volume final de 10 pL contendo:
TagMan Genotyping Master Mix® (2x) — 5,0 L, Assay 20x — 0,5 uL., DNA genémico
1,0 pL, agua Milli-Q estéril — 3,5 pL, de acordo com o protocolo do fabricante, Applied
Biosystems®. A genotipagem dos SNPs foi realizada por meio dos seguintes ensaios
TagMan: assay 1D ¢_8314999_10, ¢_8315330_10, c_27269371_20, c_55646_20,
c_950682710 e ¢_8876467_10 (Applied Biosystems, EUA). A fluorescéncia do ensaio
foi visualizada pelo sistema de PCR em tempo real no Step One Plus® (Applied
Biosystems, EUA), através da seguinte ciclagem: 60°C durante 1 minuto Pre-PCR Read
(Holding Stage - Step 1), 95°C durante 10 minutos (Holding Stage - Step 1), 95°C durante 15
segundos com 40 repeticdes (Cycling Stage - Step 1) e a 60°C durante 1 minuto (57 2).

A confiabilidade da genotipagem para cada um dos polimortfismos foi verificada
através da repeticdo das variantes encontradas em trés individuos com genoétipos
diferentes (homozigoto sem polimorfismo, homozigoto para o polimorfismo e
heterozigoto). A descri¢ao dos genes e polimorfismos estudados pode ser encontrada na

Tabela 2.
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Tabela 2. Descricdao dos polimorfismos, segundo o gene estudado

Gene Substituicdo Tipo de
[nome oficiall SNP an* Localizagao SNP Alelos  Ancestral  Variante
Ch36 £s1761667  Nio ha Chr. T Intron  A/G G A
[CD36 molecule 80244939
thrombospondin 1557483 Nio ha el jpwen A/G G A
receptor]| 80301500
Chr.1: .
TASTR2 rs9701796 Ser9Cys Missense C/G C G
19186129
[taste receptor,
type 1, member  ¢535874116  Tle191Val Chr.1: Missense  C/T C T
2] 19181393
TAS2R38 151726866 Ala262Val Chr.7: Missense A/G G A
141672705
[taste receptor,
type 2, member rs713598 Pro49Ala Chr.7: Missense C/G C G
38] 141673345

NOTA: *aa - aminoacido. Fonte: Ensembl Project©?.

3.5 Analise estatistica

A amostra de criancas e adolescentes foi caracterizada quanto as variaveis
antropométricas, clinicas e metabdlicas. Para as variaveis continuas, a apresentacao dos
dados foi realizada pelo calculo da média, desvio-padrao, mediana e intervalos
interquartis, enquanto para varidveis nominais, foram apresentadas as frequéncias
absolutas e relativas. As variaveis continuas foram submetidas ao teste de Kolmogorov-
Smirnov para verificagao da normalidade.

Para as comparagdes entre grupos de variaveis continuas foram utilizados o Teste
t de Student ou Teste Mann-Whitney U, respectivamente, para variaveis continuas com
distribuicao paramétrica e nao paramétrica.

As frequéncias dos polimorfismos nos genes CD36, TASTR2 e TAS2R38 foram
testadas utilizando-se o Teste de Qui-Quadrado para o calculo do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). As analises dos polimorfismos foram conduzidas pelo modelo
dominante, no qual individuos homozigotos para o alelo ancestral e individuos

89)

portadores do alelo polimérfico sao comparados™. Adotou-se este modelo com a

finalidade de diminuir o nimero de classes e aumentar o poder estatistico da amostra.
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Utilizou-se o Software JMPv.10 para a comparagdo entre as frequéncias dos
polimorfismos de acordo com o grupo de estudo. Para tanto, procedeu-se com a analise
de regressao logistica ajustada para variaveis de confusio e a magnitude do risco
conferido por cada variavel foi estimada pela razio de chances - Odds Ratio (OR) - e
respectivos intervalos de confianga (IC) de 95%.

Os testes estatisticos foram realizados através do Soffware SPSS® (Statistical Package
for Social Science Inc., Chicago, Illinois, USA), versio 22.0°” adotando-se o nivel de
significancia p<0,05.

3.6 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Ftica em Pesquisa da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sio Paulo (CAPPesq), e obedece, em todas as fases de sua execugdo, aos preceitos da
Resolugio n°. 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Satde®™ que
regulamenta as normas e diretrizes para realizagdo de pesquisas envolvendo seres
humanos. Sua aprovag¢ao encontra-se sob registro CAAE 12247613.0.0000.0068.

A identificagao dos participantes do estudo foi mantida no anonimato, sob forca
do sigilo profissional, a fim de garantir a confidencialidade dos dados. Os participantes e
seus responsaveis legais receberam o Termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 3) contendo informagdes detalhadas sobre a pesquisa, o qual foi assinado
voluntariamente para ser dado inicio a participagdo da crianca e/ou adolescente neste
estudo. Os dados e os materiais coletados foram utilizados somente para fins

académicos.
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4.1 Populagio do estudo e risco de obesidade

A populagio do estudo foi composta por 668 individuos obesos, sendo 52,7% e
47,3% dos géneros feminino e masculino, respectivamente. A idade média do grupo
obeso foi de 12,2 *+ 3,1 anos e o z-IMC médio de 3,2 + 0,7. O grupo controle foi
constituido por 135 individuos eutréficos, sendo 55,5% e 44,5% dos géneros feminino e
masculino, respectivamente, com idade média de 10,4 £ 0,9 anos e z-IMC médio de 0,2
T 0,7. Todos os 668 individuos obesos tiveram dados antropométricos clinicos e
bioquimicos coletados. Destes, 513 tiveram dados genéticos coletados e 297 tiveram
dados de consumo alimentar avaliados. Todos os 135 integrantes do grupo controle

tiveram dados antropométricos, genéticos e de consumo alimentar coletados.

Tabela 3. Frequéncia dos genotipos e risco de obesidade

Gene SNP Obesos Controle OR¥* (IC 95%) p
CD36 rs1761667 0,78 (0,47-1,31) 0,344
GG 26,0% 23,7%
GA/AA 74,0% 76,3%
rs1527483 1,98 (0,91-4,29) 0,184
GG 83,9% 91,9%
GA/AA 16,1% 8,1%
TASIR2 rs9701796 0,77 (0,49-1,22) 0,267
CC 64,9% 62,3%
CG/GG 35,1% 37,7%
rs35874116 1,04 (0,49-2,18) 0,921
CC 7,8% 9,8%
CT/TT 92,2% 90,2%
TAS2R38 51726866 0,85 (0,54-1,33) 0,481
AA 27,5% 34,6%
AG/GG 72,5% 65,4%
rs713598 0,85 (0,52-1,38) 0,514
CC 32,4% 30,1%
CG/GG 67,6% 69,9%

NOTA: *Regressio logistica ajustada para sexo e idade.
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A Tabela 3 apresenta a frequéncia de cada variante genética e é possivel observar

que nenhuma delas teve relagao com o risco de obesidade.

4.2 CD36 e gendtipos do rs1761667

A presenca do SNP rs1761667 no gene CD36, que codifica o receptor de sabor

gorduroso, nao implicou em diferengas nos parametros clinicos e bioquimicos avaliados.

das criancas e adolescentes com obesidade (Tabela 4).

Tabela 4. Dados clinicos e bioquimicos de criangas e adolescentes obesos, segundo

gendétipos do rs1761667
Pardmetro 51761667 P
GG GA/AA

zIMC 3,39 £ 0,74 3,29 £ 0,79 0,101
RCE 0,67 0,08 0,66 + 0,08 0,301
PAS (percentil) 74 (49-90) 80 (59-93) 0,069
PAD (percentil) 64 (40-77) 66 (48-82) 0,312
Massa livre de gordura (%) 607 606 0,788
Massa gorda (%) 40+ 7 396 0,788
ECAP (escore) 17£8 17£8 0,404
Glicose (mg/dL) 78 £10 80 £ 10 0,093
Insulina (uU/mL) 22 (13-35) 20 (14-31) 0,807
HOMA-IR 3,99 (2,49-7,09) 4,10 (2,78-6,38) 0,766
Colesterol total (mg/dL) 166 (149-186) 165 (147-188) 0,925
LDL-c (mg/dL) 103 + 28 102 £ 30 0,666
HDL-c (mg/dL) 42 (37-49) 42 (37-49) 0,915
Triglicérides (mg/dL) 104 (76-134) 102 (76-144) 0,748
Leptina (ng/mL) 43 (27-59) 42 (27-50) 0,378
Leptina ajustada (ng/mL/Kg) 1,35+ 0,65 1,39 £ 0,75 0,984
ALT (U/L) 19 (15-28) 20 (16-27) 0,775
AST (U/L) 21 (18-26) 22 (18-26) 0,518
Acido urico (mg/dL) 5,58 £ 1,48 545 £ 1,28 0,231

NOTA: zIMC - z-escore do Indice de Massa Corporal para a idade. RCE - Razao cintura-estatura. PAS -
Pressdo arterial sistélica. PAD - Pressio arterial diastolica. ECAP - Escala de compulsiao alimentar
periédica. LDL-c - Lipoprotefna de baixa densidade. HDL-c - Lipoproteina de alta densidade. ALT -
Alanina aminotransferase. AST - Aspartato aminotransferase.
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As diferencas quantitativas no consumo alimentar, entre os eutréficos e entre 0s

obesos, segundo a presenca do rs1761667, podem ser visualizadas nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Dados de consumo alimentar do grupo controle segundo variantes rs1761667
do gene CD36

Grupo controle

Consumo alimentar GG GA/AA p

Energia (Kcal/dia) 1746 £ 718 1713 £ 833 0,834
Carboidratos (%) 54,8 £8,9 50,5 £ 9,1 0,315
Carboidratos (g/dia) 203 (160-264) 195 (149-258) 0,402
Proteinas (%) 17,4 £ 7,6 17,7 £ 6,2 0,830
Proteinas (g/dia) 69 (58-91) 71 (40-98) 0,944
Lipidios (%) 26,5* 6,8 23,1 £6,7 0,186
Lipidios (g/dia) 54 (37-66) 52 (36-74) 0,428
Gordura saturada (%) 11,4 £35 10,1 £3,2 0,085
Gordura saturada (g/dia) 23 (14-29) 21 (15-33) 0,442
Gordura poli-insaturada (%) 47 +22 371106 0,464
Gordura poli-insaturada (g/dia) 8 (4-13) 7 (4-11) 0,249
Gordura monoinsaturada (%) 9,731 85127 0,126
Gordura monoinsaturada (g/dia) 19 (13-23) 18 (12-28) 0,435
Fibras (g/dia) 12,7+ 7,6 11,6 £ 5,8 0,494
Accares totais (g/dia) 43 (24-601) 45 (21-65) 0,138

NOTA: Valores em % sdo referentes a contribui¢do percentual ao valor energético total.

E possivel verificar que essa variante teve relagdo com o menor consumo de
lipidios totais (g), gorduras poli e monoinsaturadas (em gramas e em porcentagem) e
acucares totais nas criancas e adolescentes com obesidade, mas nio em criancas

eutroficas.
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Tabela 6. Dados de consumo alimentar dos obesos segundo variantes rs1761667 do
gene CD36

Obesos

Consumo alimentar GG GA/AA p

Energia (Kcal/dia) 2178 £ 951 2011 £ 998 0,195
Carboidratos (%) 53,2+ 9,6 53,7+ 8,9 0,460
Carboidratos (g/dia) 246 (201-352) 242 (184-320) 0,222
Proteinas (%) 15,7 £ 5,6 172 £ 5,7 0,276
Proteinas (g/dia) 70 (54-100) 76 (54-101) 0,692
Lipidios (%) 259 £ 6,1 24,1+ 6,7 0,167
Lipidios (g/dia) 62 (48-84) 49 (37-74) 0,012
Gordura saturada (%) 10,5+ 3,0 10,1 £ 3,1 0,503
Gordura saturada (g/dia) 25 (17-34) 21 (15-30) 0,295
Gordura poli-insaturada (%) 54£29 48+29 0,031
Gordura poli-insaturada (g/dia) 11 (8-16) 8 (6-13) 0,006
Gordura monoinsaturada (%) 9,6 26 8,81+ 28 0,032
Gordura monoinsaturada (g/dia) 24 (16-31) 17 (13-28) 0,011
Fibras (g/dia) 15,0 £ 8,3 154 £ 75 0,867
Acucares totais (g/dia) 60 (38-87) 49 (32-68) 0,008

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicio percentual ao valor energético total.

Apbs analise do consumo de alimentos de sabor gorduroso, encontrou-se que a
variante polimorfica do 151761667 também se associou com o menor consumo desses
alimentos apenas nos obesos (311 [227-560] vs. 264 [154-425]; p=0,009), como
demonstra a Figura 5. Quando avaliados isoladamente os alimentos que mais
contribuiram com o sabor gorduroso, foi encontrada uma relaco significativa (18 [10-
25] vs. 10 [7-20]; p=0,028) para a ingestao de 6leos vegetais, sendo essa também menor

em obesos com essa variante (Figura 06).
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Figura 6. Consumo de oleos vegetais entre obesos de diferentes genétipos do
rs1761667
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Em suma, o efeito dessa variante no consumo de alimentos relacionados ao

sabor doce e gorduroso esta descrito no Quadro 2.

Quadro 2. Influéncia da variante rs1761667 no consumo de alimentos de sabot doce ¢

gorduroso, alimentos ou nutrientes relacionados

Doce

Nao ha

Menor consumo*

Gorduroso

N2ao ha

Menotr consumo**

NOTA: *agtcares totais. **lipidios totais, gorduras poli e monoinsaturadas, alimentos de sabor gorduroso

e bleos vegetais.

4.3 CD36 e gendtipos do rs1527483

Em relagao aos dados clinicos e bioquimicos das criangas e adolescentes com

obesidade, segundo a variante rs1527483, a Tabela 7 mostra que a mesma se relacionou

com o menor percentil de pressao arterial diastolica, maior teor de massa livre de

gordura e menor teor de massa gorda, em criangas e adolescentes obesos.
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Tabela 7. Dados clinicos e bioquimicos de criancas e adolescentes obesos, segundo
gendétipos do rs1527483

rs1527483

Pardmetro GG GA/AA p

zIMC 3,32+ 0,76 3,28 £ 0,87 0,381
RCE 0,67 £ 0,08 0,64 + 0,07 0,116
PAS (percentil) 80 (57-91) 73 (55-89) 0,397
PAD (percentil) 66 (48-81) 58 (32-78) 0,043
Massa livre de gordura (%) 60£6 63+6 0,015
Massa gorda (%) 39+6 366 0,015
ECAP (escore) 17+ 8 16+ 8 0,370
Glicose (mg/dL) 79+ 10 80 = 10 0,752
Insulina (WU/mL) 21 (14-33) 20 (11-31) 0,394
HOMA-IR 4,10 (2,76-6,50) 4,45 (2,36-6,34) 0,831
Colesterol total (mg/dL) 165 (148-1806) 166 (145-199) 0,354
LDL-c (mg/dL) 102 £ 29 103 + 34 0,582
HDL-c (mg/dL) 42 (37-49) 43 (37-50) 0,597
Triglicérides (mg/dL) 102 (76-137) 106 (86-142) 0,653
Leptina (ng/mL) 42 (28-58) 40 (23-57) 0,304
Leptina ajustada (ng/mL/Kg) 1,35 £ 0,70 1,54 £ 0,82 0,201
ALT (U/L) 20 (16-28) 20 (16-27) 0,995
AST (U/L) 22 (19-20) 21 (18-20) 0,538
Acido trico (mg/dL) 5,51 % 1,36 537 £1,22 0,598

NOTA: zIMC - z-escore do Indice de Massa Corporal para a idade. RCE - Razio cintura-estatura. PAS -
Pressdao arterial sistdlica. PAD - Pressio arterial diastélica. ECAP - Escala de compulsio alimentar
periédica. LDL-c - Lipoprotefna de baixa densidade. HDL-c - Lipoproteina de alta densidade. ALT -
Alanina aminotransferase. AST - Aspartato aminotransferase.

Quanto ao consumo alimentar, essa variante nao mostrou quaisquer diferengas

tanto em obesos como em magros (Tabelas 8 e 9).
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Tabela 8. Dados de consumo alimentar do grupo controle segundo variantes rs1527483
do gene CD36

Grupo controle

Consumo alimentar GG GA/AA p

Energia (Kcal/dia) 1684 + 819 2012 £ 717 0,205
Carboidratos (%) 51,8 £9,6 48,51 6,2 0,152
Carboidratos (g/dia) 198 (159-264) 207 (109-351) 0,395
Proteinas (%) 17,6 £ 6,6 18,2 £ 4,7 0,715
Proteinas (g/dia) 71 (35-93) 71 (42-96) 0,106
Lipidios (%) 255+ 74 27,7+ 3,6 0,124
Lipidios (g/dia) 54 (38-72) 48 (22-73) 0,119
Gordura saturada (%) 10,9 £ 3,7 10,9 £ 2,6 0,947
Gordura saturada (g/dia) 23 (17-33) 20 (10-26) 0,441
Gordura poli-insaturada (%) 44+ 271 59+ 1,6 0,895
Gordura poli-insaturada (g/dia) 8 (5-13) 10 (3-14) 0,979
Gordura monoinsaturada (%) 93 +32 10,3+ 1,8 0,178
Gordura monoinsaturada (g/dia) 15 (13-27) 19 (7-28) 0,072
Fibras (g/dia) 12,0 £ 6,4 11,473 0,812
Acucares totais (g/dia) 45 (22-63) 43 (31-77) 0,193

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicdo percentual ao valor energético total.
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Tabela 9. Dados de consumo alimentar dos obesos segundo variantes rs1527483 do
gene CD36

Obesos

Consumo alimentar GG GA/AA p

Energia (Kcal/dia) 2102 = 1024 1831 + 765 0,626
Carboidratos (%) 53,6 £ 9,4 535+73 0,700
Carboidratos (g/dia) 248 (191-341) 207 (174-300) 0,128
Proteinas (%) 16,7 £ 5,7 172 16,3 0,997
Proteinas (g/dia) 65 (54-102) 78 (53-88) 0,070
Lipidios (%) 24,6+ 6,8 245+ 54 0,903
Lipidios (g/dia) 56 (39-81) 47 (33-66) 0,263
Gordura saturada (%) 10,2 £33 10,1 £2,0 0,756
Gordura saturada (g/dia) 23 (16-31) 22 (14-30) 0,185
Gordura poli-insaturada (%) 49129 49+ 34 0,918
Gordura poli-insaturada (g/dia) 9 (6-14) 7 (5-11) 0,638
Gordura monoinsaturada (%) 89129 8,9t 18 0,945
Gordura monoinsaturada (g/dia) 19 (13-29) 18 (12-20) 0,216
Fibras (g/dia) 15,6 £ 8,0 13,9 £59 0,301
Acucares totais (g/dia) 52 (35-80) 43 (29-59) 0,225

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicio percentual ao valor energético total.

Essa variante, portanto, nao teve efeito no consumo de alimentos relacionados
ao sabor doce e gorduroso (Quadro 3).

Quadro 3. Influéncia da variante rs1527483 no consumo de alimentos de sabor doce e
gorduroso, alimentos ou nutrientes relacionados

Doce Nao ha Nao ha

Gorduroso Nao ha Nao ha
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4.4 TASTR2 e genodtipos do rs9701796

Os individuos obesos portadores do alelo G da variante 159701796 do gene do
receptor do sabor doce, T/AS7R2, apresentaram maior RCE (Tabela 10). Nao houve

relagao entre os demais parametros clinicos e bioquimicos analisados.

Tabela 10. Dados clinicos e bioquimicos de criangas e adolescentes obesos, segundo
gendétipos do rs9701796

19701796

Parametro p
CC CG/GG

zIMC 3,28 £ 0,73 3,38 £ 0,86 0,543
RCE 0,66 £ 0,08 0,68 £ 0,09 0,018
PAS (percentil) 79 (54-91) 82 (59-91) 0,172
PAD (percentil) 66 (48-82) 63 (42-81) 0,684
Massa livre de gordura (%) 60£6 60 +£7 0,432
Massa gorda (%) 396 39+7 0,435
ECAP (escore) 16 £8 17£8 0,224
Glicose (mg/dL) 80 + 10 7919 0,571
Insulina (uU/mL) 21 (14-33) 22 (14-32) 0,515
HOMA-IR 4,11 (2,67-6,76) 4,11 (2,73-6,32) 0,948
Colesterol total (mg/dL) 164 (147-186) 167 (148-193) 0,261
LDL-c (mg/dL) 101 £ 29 104 £ 31 0,186
HDL-c (mg/dL) 42 (36-49) 43 (38-49) 0,330
Triglicérides (mg/dL) 104 (78-139) 100 (75-144) 0,943
Leptina (ng/mL) 40 (26-53) 44 (28-59) 0,178
Leptina ajustada (ng/mL/Kg) 1,36 £ 0,73 1,40 £ 0,72 0,534
ALT (U/L) 19 (16-27) 20 (16-28) 0,293
AST (U/L) 22 (19-20) 22 (18-27) 0,981
Acido trico (mg/dL) 542+ 1,35 5,56 £ 1,33 0,311

NOTA: zIMC - z-escore do Indice de Massa Corporal para a idade. RCE - Razio cintura-estatura. PAS -
Pressdo arterial sistlica. PAD - Pressdo arterial diastélica. ECAP - Escala de compulsio alimentar
periédica. LDL-c - Lipoproteina de baixa densidade. HDL-c - Lipoproteina de alta densidade. ALT -
Alanina aminotransferase. AST - Aspartato aminotransferase.
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Em relagio ao consumo alimentar quantitativo, nio foram encontradas
associagdes entre os genotipos do 1s9701796 (Tabelas 11 e 12). No entanto, quando os
alimentos mais consumidos foram avaliados isoladamente (Figura 7), encontrou-se
maior consumo de achocolatado em pé por obesos com a variante (15 [10-20] vs. 20

[16-20]; p=0,041).

Tabela 11. Dados de consumo alimentar do grupo controle segundo variantes
rs9701796 do gene T ASTR2

Grupo controle

Consumo alimentar cC CG/GG P

Energia (Kcal/dia) 1698 £ 807 1756 £ 796 0,691
Carboidratos (%) 51,2 £ 8,7 52,2+ 10,2 0,585
Carboidratos (g/dia) 206 (148-268) 185 (159-255) 0,575
Proteinas (%) 17,9 £ 6,7 17,4 £ 5,8 0,654
Proteinas (g/dia) 74 (40-90) 71 (50-96) 0,892
Lipidios (%) 25,6 £ 6,7 25,6 7,6 0,966
Lipidios (g/dia) 56 (40-72) 48 (28-65) 0,828
Gordura saturada (%) 11,2+33 10,9 £ 3,7 0,809
Gordura saturada (g/dia) 23 (17-33) 21 (14-29) 0,934
Gordura poli-insaturada (%) 43+19 44+19 0,615
Gordura poli-insaturada (g/dia) 10 (5-13) 6 (4-11) 0,654
Gordura monoinsaturada (%) 94129 95t 34 0,974
Gordura monoinsaturada (g/dia) 18 (13-28) 19 (10-25) 0,527
Fibras (g/dia) 11,3+ 58 12,7 £ 6,7 0,255
Acucares totais (g/dia) 45 (23-63) 45 (20-60) 0,542

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicio percentual ao valor energético total.
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Tabela 12. Dados de consumo alimentar dos obesos segundo variantes 1rs9701796 do
gene TASTR2

Obesos

Consumo alimentar cC CG/GG p

Energia (Kcal/dia) 1965 £ 819 2113 £1068 0,966
Carboidratos (%) 53,9 8,9 53,2+ 9,5 0,712
Carboidratos (g/dia) 244 (191-341) 248 (182-318) 0,307
Proteinas (%) 16,9 £ 6,1 16,2 £ 4,8 0,316
Proteinas (g/dia) 75 (54-103) 75 (51-90) 0,073
Lipidios (%) 242+ 6,4 254169 0,411
Lipidios (g/dia) 52 (40-80) 56 (35-79) 0,377
Gordura saturada (%) 10,0 £ 3,0 10,5 £ 3,3 0,153
Gordura saturada (g/dia) 22 (16-31) 23 (15-30) 0,431
Gordura poli-insaturada (%) 49 £28 51+£3]1 0,446
Gordura poli-insaturada (g/dia) 9 (6-13) 9 (5-16) 0,682
Gordura monoinsaturada (%) 8,71 26 94130 0,208
Gordura monoinsaturada (g/dia) 19 (14-28) 20 (12-29) 0,655
Fibras (g/dia) 153 £ 7,7 153+ 7.8 0,783
Acucares totais (g/dia) 50 (34-80) 51 (34-70) 0,422

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicio percentual ao valor energético total.
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NOTA: *p=0,041.

Figura 7. Consumo de achocolatado em pé entre obesos de diferentes gendétipos do
rs9701796

Dessa forma, a acdo da variante 1rs$9701796 no consumo de alimentos
relacionados ao sabor doce e gorduroso esta descrita no Quadro 4.

Quadro 4. Influéncia da variante rs9701796 no consumo de alimentos de sabot doce ¢
gorduroso, alimentos ou nutrientes relacionados

Sabor Grupo controle Obesos
Doce Nao ha Maior consumo*
Gorduroso Na2ao ha Na2ao ha

NOTA: *achocolatado em pé.
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4.5 TASTR2 e genodtipos do rs35874116

Quanto aos dados clinicos e bioquimicos das criangas e adolescentes com
obesidade, a Tabela 13 indica que nao houve diferenca quanto aos gendtipos do

rs35874116.

Tabela 13. Dados clinicos e bioquimicos de criangas e adolescentes obesos, segundo
genotipos do rs35874116

rs35874116

Parametro cC CT/TT P

zIMC 3,41 £0,85 3,3+ 0,77 0,941
RCE 0,65 = 0,09 0,66 + 0,08 0,194
PAS (percentil) 87 (68-93) 79 (56-91) 0,177
PAD (percentil) 67 (43-80) 64 (46-81) 0,816
Massa livre de gordura (%) 62%6 60£6 0,084
Massa gorda (%) 376 39£6 0,084
ECAP (escore) 18+ 9 17+ 8 0,386
Glicose (mg/dL) 80 %38 79 £ 10 0,958
Insulina (uU/mL) 18 (10-31) 21 (14-32) 0,277
HOMA-IR 3,39 (2,00-6,02) 4,13 (2,70-6,62) 0,201
Colesterol total (mg/dL) 159 (143-189) 165 (148-188) 0,249
LDL-c (mg/dL) 95+ 27 103 £+ 30 0,172
HDL-c (mg/dL) 44 (35-49) 42 (37-49) 0,964
Triglicérides (mg/dL) 104 (64-133) 103 (77-139) 0,563
Leptina (ng/mL) 45 (25-61) 42 (27-50) 0,713
Leptina ajustada (ng/mL/Kg) 1,59 + 0,71 1,35 £ 0,71 0,067
ALT (U/L) 18 (16-28) 20 (16-27) 0,612
AST (U/L) 22 (20-20) 22 (18-20) 0,495
Acido urico (mg/dL) 5,36 £ 1,20 5,50 £ 1,35 0,380

NOTA: zIMC - z-escore do Indice de Massa Corporal para a idade. RCE - Razio cintura-estatura. PAS -
Pressdo arterial sistolica. PAD - Pressdo arterial diastélica. ECAP - Escala de compulsio alimentar
periédica. LDL-c - Lipoproteina de baixa densidade. HDL-c - Lipoproteina de alta densidade. ALT -
Alanina aminotransferase. AST - Aspartato aminotransferase.
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Em relacio ao consumo alimentar quantitativo, observou-se que os obesos
carreadores do alelo polimérfico T tiveram o menor consumo de fibras, o que nio foi

observado nos magros (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14. Dados de consumo alimentar do grupo controle segundo variantes
rs35874116 do gene T ASTR2

Grupo controle

Consumo alimentar CC CT/TT p

Energia (Kcal/dia) 1739 £ 811 1451 £ 680 0,189
Carboidratos (%) 53,1 £8,7 51,6 £ 94 0,588
Carboidratos (g/dia) 183 (82-267) 203 (159-260) 0,264
Proteinas (%) 15,5 6,2 17,8 £ 6,4 0,225
Proteinas (g/dia) 45 (27-79) 74 (47-96) 0,066
Lipidios (%) 26,3 £ 7,6 254 %70 0,703
Lipidios (g/dia) 49 (37-57) 54 (37-72) 0,311
Gordura saturada (%) 10,8 £ 5,3 11,0 £33 0,922
Gordura saturada (g/dia) 22 (11-27) 22 (15-31) 0,194
Gordura poli-insaturada (%) 51+£35 43*£18 0,485
Gordura poli-insaturada (g/dia) 11 (5-16) 8 (5-12) 0,779
Gordura monoinsaturada (%) 921256 94 31 0,798
Gordura monoinsaturada (g/dia) 16 (12-22) 19 (13-20) 0,177
Fibras (g/dia) 12,2+ 6,5 91+£38 0,333
Accares totais (g/dia) 49 (10-59) 45 (23-65) 0,044

NOTA: Valores em % sdo referentes a contribui¢do percentual ao valor energético total.
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Tabela 15. Dados de consumo alimentar dos obesos segundo variantes rs35874116 do
gene TASTR2

Obesos

Consumo alimentar cC CT/TT p

Energia (Kcal/dia) 2231 £ 931 2042 + 994 0,258
Carboidratos (%) 55,8 £ 8,2 53,4+£9,1 0,659
Carboidratos (g/dia) 307 (191-349) 241 (185-332) 0,192
Proteinas (%0) 16,1 £ 5,3 16,9 = 5,8 0,592
Proteinas (g/dia) 87 (65-108) 75 (54-101) 0,620
Lipidios (%) 23,7+ 6,3 247 £ 6,7 0,832
Lipidios (g/dia) 53 (44-89) 54 (38-79) 0,421
Gordura saturada (%) 9,8+ 3,0 10,2 £ 3,1 0,884
Gordura saturada (g/dia) 26 (17-34) 22 (15-31) 0,770
Gordura poli-insaturada (%) 5,0 %39 49+29 0,891
Gordura poli-insaturada (g/dia) 10 (6-12) 9 (6-14) 0,957
Gordura monoinsaturada (%) 83+22 9,1 t28 0,185
Gordura monoinsaturada (g/dia) 20 (16-34) 19 (13-28) 0,591
Fibras (g/dia) 20,6 £ 11,9 14,8 £ 7,1 0,024
Acucares totais (g/dia) 57 (48-68) 49 (32-73) 0,996

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicio percentual ao valor energético total.

Assim, a variante rs35874116 niao teve efeito no consumo de alimentos

relacionados ao sabor doce e gorduroso (Quadro 5).

Quadro 5. Influéncia da variante 135874116 no consumo de alimentos de sabor doce e
gorduroso, alimentos ou nutrientes relacionados

Doce Nao ha Na2ao ha

Gorduroso Nao ha Na2ao ha
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4.6 TAS2R38 e gendtipos do 151726866

A variante rs1726866 no TASZR38, que codifica o sabor amargo, nio se
associou com os dados clinicos e bioquimicos de criangas e adolescentes obesos, como

demonstra a Tabela 16.

Tabela 16. Dados clinicos e bioquimicos de criangas e adolescentes obesos, segundo
gendétipos do rs1726866

Pariametro rs1726866 p
AA AG/GG

zIMC 3,40 £ 0,85 3,27 £ 0,74 0,345
RCE 0,67 0,08 0,66 + 0,08 0,808
PAS (percentil) 81 (59-93) 79 (56-90) 0,773
PAD (percentil) 066 (46-81) 64 (46-81) 0,894
Massa livre de gordura (%) 6116 60+ 7 0,071
Massa gorda (%) 38106 39+7 0,072
ECAP (escore) 17£8 17£8 0,554
Glicose (mg/dL) 80 £ 10 80 £ 10 0,937
Insulina (uU/mL) 20 (13-33) 21 (14-32) 0,867
HOMA-IR 4,24 (2,76-6,81) 4,01 (2,66-6,33) 0,397
Colesterol total (mg/dL) 169 (149-195) 164 (147-1806) 0,555
LDL-c (mg/dL) 106 £ 33 100 £ 28 0,077
HDL-c (mg/dL) 42 (37-50) 42 (37-49) 0,579
Triglicérides (mg/dL) 106 (79-151) 102 (75-137) 0,172
Leptina (ng/mL) 40 (27-55) 43 (27-58) 0,728
Leptina ajustada (ng/mL/Kg) 1,38 £ 0,78 1,38 £ 0,70 0,647
ALT (U/L) 20 (16-27) 20 (15-28) 0,669
AST (U/L) 21 (19-27) 22 (18-20) 0,918
Acido trico (mg/dL) 5,62 £ 1,42 542 + 1,30 0,082

NOTA: zIMC - z-escore do Indice de Massa Corporal para a idade. RCE - Razao cintura-estatura. PAS -
Pressdo arterial sistélica. PAD - Pressio arterial diastolica. ECAP - Escala de compulsiao alimentar
periédica. LDL-c - Lipoprotefna de baixa densidade. HDL-c - Lipoproteina de alta densidade. ALT -
Alanina aminotransferase. AST - Aspartato aminotransferase.
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Quando avaliado o consumo alimentar, verificou-se que, como as variantes
genéticas anteriores, esta variante também teve efeito apenas nos obesos e nao nos
magros (Tabelas 17 e 18). Encontrou-se o menor consumo percentual de gorduras
monoinsaturadas e o maior consumo de acuicares totais, em obesos carreadores do alelo

G, como demonstra a Tabela 18.

Tabela 17. Dados de consumo alimentar do grupo controle segundo variantes
rs1726866 do gene T ASZR38

Grupo controle

Consumo alimentar AA AG/GG P

Energia (Kcal/dia) 1723 = 704 1702 £ 853 0,882
Carboidratos (%) 52,4 £87 51,4 £9,7 0,541
Carboidratos (g/dia) 223 (179-302) 191 (137-257) 0,745
Proteinas (%) 17,0 £ 6,8 17,9 £ 6,2 0,466
Proteinas (g/dia) 71 (50-96) 71 (39-95) 0,553
Lipidios (%) 255%73 255%7,0 0,992
Lipidios (g/dia) 60 (44-72) 49 (34-70) 0,824
Gordura saturada (%) 10,8 £ 3,6 11,1 £3,6 0,707
Gordura saturada (g/dia) 24 (17-34) 21 (12-29) 0,998
Gordura poli-insaturada (%) 43+1,8 44+22 0,795
Gordura poli-insaturada (g/dia) 10 (5-13) 8 (4-12) 0,716
Gordura monoinsaturada (%) 97+33 92%29 0,469
Gordura monoinsaturada (g/dia) 21 (15-28) 18 (11-25) 0,777
Fibras (g/dia) 12,7 £ 6,2 11,4 £ 6,4 0,265
Agucares totais (g/dia) 45 (28-60) 44 (21-63) 0,444

NOTA: Valores em % sdo referentes a contribui¢do percentual ao valor energético total.
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Tabela 18. Dados de consumo alimentar dos obesos segundo variantes 151726866 do
gene TAS2R38

Obesos

Consumo alimentar AA AG/GG p

Energia (Kcal/dia) 1968 £ 739 2087 £ 1066 0,629
Carboidratos (%) 51,6 £9,2 54,4 £89 0,358
Carboidratos (g/dia) 242 (185-307) 244 (190-347) 0,142
Proteinas (%) 172 £ 6,5 16,6 £ 5,5 0,797
Proteinas (g/dia) 74 (52-93) 77 (54-102) 0,948
Lipidios (%) 26,1 + 6,5 24,0 £ 6,6 0,064
Lipidios (g/dia) 61 (40-80) 50 (37-79) 0,948
Gordura saturada (%) 10,8 £ 2,7 99 +32 0,057
Gordura saturada (g/dia) 25 (16-31) 21 (15-30) 0,976
Gordura poli-insaturada (%) 52130 49+29 0,457
Gordura poli-insaturada (g/dia) 9 (6-16) 9 (6-13) 0,940
Gordura monoinsaturada (%) 9,6 £ 28 8,727 0,020
Gordura monoinsaturada (g/dia) 22 (14-29) 18 (13-28) 0,680
Fibras (g/dia) 15,4 £ 8,0 14,9 £ 6,9 0,740
Acucares totais (g/dia) 43 (27-60) 53 (35-81) 0,011

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicdo percentual ao valor energético total.

Nio foram encontradas relacbes entre essa variante e os alimentos mais
consumidos pelas criangas e adolescentes, como o achocolatado em pd, refrigerantes,
Oleos vegetais, café, frutas e verduras. O efeito dessa variante no consumo de alimentos

relacionados ao sabor doce e gorduroso esta descrita no Quadro 0.

Quadro 6. Influéncia da variante 51726866 no consumo de alimentos de sabor doce e
gorduroso, alimentos ou nutrientes relacionados

Doce Nao ha Maior consumo*

Gorduroso Nao ha Menor consumo™**

NOTA: *agucares totais. **gorduras monoinsaturadas.
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4.7 TAS2R38 e genotipos do rs713598

No que diz respeito a variante rs713598, ndo houve relacdo entre a sua presenca

e os dados clinicos e bioquimicos de criangas e adolescentes obesos (Tabela 19).

Tabela 19. Dados clinicos e bioquimicos de criangas e adolescentes obesos, segundo
gendétipos do rs713598

Parametro £s713598 P
CC CG/GG

zIMC 3,22 £ 0,69 3,35 £ 0,81 0,772
RCE 0,67 £ 0,08 0,066 £ 0,08 0,244
PAS (percentil) 79 (53-91) 79 (59-91) 0,831
PAD (percentil) 64 (46-78) 66 (46-82) 0,827
Massa livre de gordura (%) 607 606 0,573
Massa gorda (%) 397 39£6 0,573
ECAP (escore) 17£8 17£8 0,876
Glicose (mg/dL) 79 (73-85) 80 (74-87) 0,232
Insulina (uU/mL) 22 (14-29) 20 (13-33) 0,894
HOMA-IR 4,06 (2,66-6,22) 4,15 (2,68-6,68) 0,753
Colesterol total (mg/dL) 165 (148-186) 165 (147-189) 0,916
LDL-c (mg/dL) 103 £ 30 102 £ 30 0,856
HDL-c (mg/dL) 43 (37-49) 42 (37-49) 0,646
Triglicérides (mg/dL) 99 (73-144) 104 (77-139) 0,665
Leptina (ng/mL) 43 (27-61) 42 (27-54) 0,350
Leptina ajustada (ng/mL/Kg) 1,42 £0,77 1,36 £ 0,70 0,610
ALT (U/L) 19 (15-27) 20 (16-28) 0,463
AST (U/L) 21 (18-25) 22 (19-20) 0,520
Acido trico (mg/dL) 543 1,35 5,50 £ 1,33 0,667

NOTA: zIMC - z-escore do Indice de Massa Corporal para a idade. RCE - Razao cintura-estatura. PAS -
Pressdo arterial sistélica. PAD - Pressio arterial diastolica. ECAP - Escala de compulsiao alimentar
periédica. LDL-c - Lipoprotefna de baixa densidade. HDL-c - Lipoproteina de alta densidade. ALT -
Alanina aminotransferase. AST - Aspartato aminotransferase.
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Por outro lado, foram encontradas relagdes entre seus genoétipos e o consumo
alimentar. Na Tabela 20 é possivel observar que criangas magras que possuem o alelo T
consomem mais carboidratos (g) e menos fibras. Esta é a unica variante desse estudo

que mostrou relacio apenas com criangas magras, mas nao em obesas (Tabela 21).

Tabela 20. Dados de consumo alimentar do grupo controle segundo variantes rs713598
do gene T/AS2R38

Grupo controle

Consumo alimentar cC CG/GG P

Energia (Kcal/dia) 1682 £ 512 1855 + 575 0,723
Carboidratos (%) 53,1 £9,0 531%£73 0,947
Carboidratos (g/dia) 172 (122-216) 208 (163-301) 0,002
Proteinas (%) 18,6 £ 6,8 17,1 £5,0 0,161
Proteinas (g/dia) 75 (36-88) 71 (50-96) 0,408
Lipidios (%) 25551+ 6,5 25,7+ 6,4 0,806
Lipidios (g/dia) 53 (21-69) 52 (41-75) 0,187
Gordura saturada (%) 10,5+ 3,3 11,3+35 0,284
Gordura saturada (g/dia) 20 (8-29) 23 (17-33) 0,110
Gordura poli-insaturada (%) 4,8+ 27 43+18 0,272
Gordura poli-insaturada (g/dia) 8 (4-13) 8 (5-12) 0,490
Gordura monoinsaturada (%) 89126 9,6 £32 0,289
Gordura monoinsaturada (g/dia) 16 (8-24) 19 (15-28) 0,125
Fibras (g/dia) 12,7+ 6,6 9,5t 4,8 0,019
Agucares totais (g/dia) 46 (20-69) 45 (23-65) 0,630

NOTA: Valores em % sdo referentes a contribui¢do percentual ao valor energético total.
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Tabela 21. Dados de consumo alimentar dos obesos segundo variantes rs713598 do
gene TAS2R38

Obesos

Consumo alimentar cC CG/GG p

Energia (Kcal/dia) 2161 £ 1281 2004 £ 809 0,716
Carboidratos (%) 53,5%£9,6 53,7£838 0,159
Carboidratos (g/dia) 227 (187-362) 245 (187-323) 0,530
Proteinas (%) 16,9 = 6,1 16,7 £ 5,6 0,709
Proteinas (g/dia) 77 (54-113) 75 (53-97) 0,428
Lipidios (%) 244 %69 247%6,5 0,529
Lipidios (g/dia) 50 (37-82) 56 (38-79) 0,307
Gordura saturada (%) 10,1 £ 3,1 10,2 £ 3,1 0,871
Gordura saturada (g/dia) 22 (15-36) 23 (16-30) 0,345
Gordura poli-insaturada (%) 50 %32 49 £28 0,591
Gordura poli-insaturada (g/dia) 10 (6-13) 9 (6-14) 0,260
Gordura monoinsaturada (%) 9,0 £ 27 8,8 £ 27 0,868
Gordura monoinsaturada (g/dia) 19 (13-29) 19 (13-28) 0,458
Fibras (g/dia) 154£79 15,0 £ 7.4 0,519
Acucares totais (g/dia) 53 (29-86) 49 (35-68) 0,160

NOTA: Valores em % sio referentes a contribuicio percentual ao valor energético total.

A Figura 8 demonstra que a variante rs713598 esteve associada com o maior
consumo de alimentos de sabor doce por criangas magras (307 [160-496] vs. 412 [255-
598]; p=0,016). Quando avaliados isoladamente os alimentos mais consumidos,
encontrou-se o significativo maior consumo de refrigerante por criangas magras com

essa variante (150 [100-300] vs. 400 [200-400]; p=0,001), como demonstra a Figura 9.
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Figura 8. Consumo de alimentos de sabor doce entre criangas eutréficas de diferentes
genotipos do rs713598
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Figura 9. Consumo de refrigerante entre criangas eutroficas de diferentes gendétipos do
15713598
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Portanto, a acdao da variante rs713598 no consumo de alimentos relacionados ao

sabor doce e gorduroso esta descrita no Quadro 7.

Quadro 7. Influéncia da variante rs713598 no consumo de alimentos de sabor doce e
gorduroso, alimentos ou nutrientes relacionados

Sabor Grupo controle Obesos
Doce Maior consumo* Na2o ha
Gorduroso Na2ao ha Nao ha

NOTA: *carboidratos, alimentos de sabor doce e refrigerantes.



5. DISCUSSAO
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5.1 Parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos

O presente estudo teve como finalidade investigar o efeito de polimorfismos de
genes de receptores de sabor sobre o perfil dietético e metabdlico de criangas e
adolescentes obesos. Foi observada a média de z-IMC de 3,2 no grupo de criangas e
adolescentes obesos. Esse valor caracteriza a populagio como obesos graves, e trabalhos

072_0
20294

anteriores com essa COOft demonstram que as alteragdes bioquimicas mais

frequentes ocorrem no perfil lipidico (triglicérides elevados e HDL-c baixo), sendo bem
estabelecido que o excesso de peso exerce um efeito de risco para as dislipidemias™*”,
incluindo a presenca de particulas de LDI.-c pequenas e densas ja na infancia® e com

19 Essas alteracdes se relacionam aos valores totais da

risco de aterogénese precoce
amostra, uma vez que nao tiveram relacio com os genoétipos estudados.

A deteccao precoce de peroxidacio lipidica em criangas e adolescentes obesos
pode auxiliar a conduta clinica pediatrica quanto ao retardo e a prevencao de
complicagdes cronicas, uma vez que propiciam a formacgio de placas de ateroma®®.
Estudo de caso-controle realizado com adolescentes brasileiros identificou que a
peroxidagao lipidica é uma alteragdo marcante da obesidade infantil, onde a
hipercolesterolemia parece ser mais frequente no sexo masculino e a hipertrigliceridemia
no sexo feminino”. Além da alteragio do perfil lipidico, incluindo colesterol total,
LDL-c, VLDL-c e triglicérides, o excesso de adiposidade também ¢é associado a outros
fatores de risco para doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica®”®. Os
mecanismos fisiopatolégicos relacionados a sindrome metabdlica estio se tornando cada
vez mais frequentes na infancia e adolescéncia e seu crescimento ¢ diretamente
propotcional ao aumento da prevaléncia de obesidade nessa faixa etaria, sendo os
fatores de diagndstico da sindrome, em adolescentes, a obesidade abdominal, os
triglicérides elevados, o HDIL-c baixo, a glicemia e a pressio arterial elevadas®”.

As alteragoes no perfil glicidico (glicemia de jejum alterada) sio menos
frequentes em nossa populacio””, mas observa-se a média elevada de insulina nesses
pacientes conforme observado nas tabelas de dados clinicos e bioquimicos apresentadas
no decorrer deste trabalho, o que pode indicar uma condi¢ao fisiopatolégica onde ha
sua maior secre¢do como mecanismo compensatorio decorrente da resisténcia a agao

desse hormonio. O indice de resisténcia a insulina ¢ um forte preditor para a diminui¢ao

da tolerancia a glicose, fato este que confirma que na infancia, a resisténcia a insulina
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associada a hiperinsulinemia sao os fatores de risco mais importantes para a diminui¢ao
da tolerdncia a glicose em criangas obesas!". Além disso, destaca-se que o processo de
desenvolvimento de diabetes tipo 2 na infancia parece evoluir de maneira mais rapida
que em adultos, uma vez que, no periodo de crescimento e desenvolvimento ja ocorrem
aumentos fisiolégicos da insulina®'™'"*'"%V.,

No presente estudo tivemos duas variantes que se relacionaram com parametros
clinicos e antropométricos no grupo obeso. A primeira, rs1527483, localizada no gene
CD36, exerceu um efeito protetor nos portadores do alelo A. Estes, por sua vez,
apresentaram menor percentil de pressao arterial diastolica, menor massa gorda e maior
massa livre de gordura. A segunda variante que teve relacio com esses parametros foi a
rs9701796 no TASTR2, onde obesos carreadores do alelo G tiveram maior risco
metabodlico segundo a razao circunferéncia da cintura-estatura, bem como maior
consumo de achocolatado em pé6. E importante salientar que este é o primeiro estudo
que encontrou tais relagdes, sobretudo em uma populagao tio jovem.

Ainda que as variantes genéticas avaliadas ndao tenham se relacionado
diretamente com a obesidade, estas se associaram fortemente com o consumo alimentar,
que por sua vez, pode vir a desenvolver efeitos na saude, ja que é bem estabelecida a
relagdo entre desvios alimentares e doenga, principalmente no que diz respeito as
doengas metabolicas e cardiovasculares, que sio a principal causa de mortalidade no
Brasil e no mundo?. O estudo caso-controle Interheart, publicado em 2004, foi
desenvolvido para avaliar a importancia dos fatores de risco potencialmente
modificaveis associados com infarto do miocardio, realizado em 29.972 participantes de
52 pafses'”®. Em 2008, foram publicados os resultados de consumo alimentar
encontrados no estudo Interheart, onde foi possivel analisar os padroes alimentares de
16.407 patticipantes com o risco de infarto do miocardio™”. Esse estudo identificou
trés principais padroes alimentares ao redor do mundo, denominados, respectivamente,
dieta oriental (normolipidica, rica em produtos de soja e pobre em frutas), dieta
ocidental (hiperlipidica, com alimentos fritos, salgados, proteinas animais e pobre em
frutas) e dieta prudente (normolipidica e rica em frutas e hortalicas). Observou-se um
aumento de risco para infarto agudo do miocardio de aproximadamente 30% na
populacio que segue a dieta ocidental"™.

Destaca-se que a populagio do presente estudo mostrou um padrio alimentar

rico em gorduras, quando comparadas as tabelas apresentadas anteriormente, tanto em
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obesos como magros, com a Tabela 22, abaixo, que aponta as principais recomendagoes
quantitativas em relagao ao valor energético total diario para a alimenta¢do na infancia e

adolescéncia.

Tabela 22. Recomendagio de consumo alimentar segundo IOM®?, OMS®” e SBC*

Nutriente Recomendacio
Carboidratos 45 a 65%
Proteinas 10 a2 30%
Gorduras totais 252 35%
Gorduras monoinsaturadas 102 15%
Gorduras poli-insaturadas até 10%
Gorduras saturadas até 10%
Gorduras saturadas em caso de dislipidemia até 7%

NOTA: IOM - Institute of Medicine. OMS - Organiza¢io Mundial da Saude; SBC - Sociedade Brasileira
de Cardiologia.

A inadequagao nutricional ocorreu principalmente em relagiao as gorduras, sendo
que o tipo de gordura que mais contribuiu para os lipidios totais da dieta em criangas
magras e obesas, independentemente de seu gendtipo, foram as gorduras saturadas.
Contudo, ressalta-se que nao foram feitas analises da adequagao do consumo alimentar e
este ¢ um dado comparativo apenas entre as tabelas apresentadas neste estudo. Por mais
que o consumo alimentar esteja diretamente relacionado com o risco de doengas
cronicas, identificar causas multifatoriais da percepgao e preferéncia alimentar, incluindo
aquelas de origem genética, pode nos ajudar a entender a variabilidade no consumo

alimentar entre as pessoas e seus efeitos na saude, conforme mostra a Figura 10.
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Figura 10. Variagdes em genes de receptores de sabor e seus efeitos na saude

5.2 CD36, sabor da gordura e consumo alimentar

O presente estudo é o primeiro a mostrar que gendtipos do CD36 estao
associados a diferencas na ingestao de gordura em criancas e adolescentes obesos. A
ingestdo e a percepgdao orossensorial de gordura da dieta dependem claramente de
multiplos fatores, especialmente em uma populagio obesa que tem fatores de risco

(139 Nossos resultados

genético-ambientais multifatoriais para doencas cronicas
mostram que os portadores do alelo A do rs1761667 tém uma ingestao notavelmente
menor de gordura em pacientes obesos, mas nio em criancas com peso normal,
indicando um efeito protetor dessa variante nos obesos. Em nosso estudo, nao
encontramos associacdes entre o consumo alimentar e o SNP rs1527483, mas este
também demonstrou efeito protetor quanto aos dados clinicos de pressio arterial e
composi¢ao corporal, como mencionado anteriormente.

Sabe-se que o alelo A do 151761667 esta associado com menor ingestio de
gordura e diminuicdo na expressio do gene e na funcdo de seu receptor de sabor, que
pode resultar em menor intensidade da percepcio de gordura®. Uma evidéncia
importante para o papel da proteina CD36 na percepcao do sabor da gordura foi
demonstrada em modelo animal, quando ratos com ablacdo génica do CD36 tinham
auséncia da preferéncia por solugdes enriquecidas com 4acidos graxos de cadeia longa.
Estes ratos tiveram uma capacidade diminuida para selecionar uma dieta contendo
acidos graxos livres através de uma dieta controle de textura similar. A auséncia de
preferéncia por gordura entre ratos com anulagdo do CD36 nao foi devida a perda geral

de sabor, uma vez que estes ratos continuaram a preferir estimulos doce e evitar os
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estimulos amargos. Isso sugere que o receptor CD36 pode contribuir para a deteccdo
oral de 4cidos graxos livres e predilecio por gordura’”.

Estudos recentes tém mostrado uma relacdo entre genotipos do rs1761667 e
limiares de gordura gustativa. Individuos homozigotos para o alelo A apresentaram uma
menor sensibilidade a0 acido oleico do que os individuos homozigotos para o alelo G“Y.
Além disso, portadores do genétipo AA deste SNP apresentaram um limiar de detecgao
de gordura maior em mulheres da Tunisia® e um limiar mais elevado de sensibilidade
a0 sabor da gordura em criangas da Argélia®”. Um resultado oposto realizado com uma
pequena amostra (n=21) mostrou que os individuos homozigotos para o alelo G do
rs1761667 tinham 8 vezes menor limiar de detec¢io de acido oleico do que os
individuos AA, embora nido tenha sido observada associagdo com a ingestao de

gordura"?

, semelhante ao encontrado por Keller et al. que relatou que a presenca do
alelo A eleva o risco de consumo de gorduras®. Uma possivel explicagio para esta
discrepancia pode ser a variabilidade genética das populagdes estudadas.

Nao foram encontradas associagdes entre os genotipos e o perfil metabdlico em
individuos obesos, o que nao esta de acordo com o relato anterior, onde o genétipo GG
apresentou maior nivel de acidos graxos e triglicérides circulantes"””. Todavia, em nossa
populacdo de estudo, individuos GG consumiram mais energia a partir de gordura do
que os individuos GA/AA, o que, por sua vez, pode se relacionar com o aumento nos
niveis de lipidios no sangue!"”.

Em épocas ancestrais, quando o consumo de energia poderia estar relacionado
com a sobrevivéncia da espécie humana, a preferéncia por gordura e carboidrato
provavelmente era priotitariamente vital®”. Todavia, com o aumento da prevaléncia
global de obesidade e com o aumento da disponibilidade de gorduras na alimentacao, as
variantes GA/AA fornecem um efeito protetot, relacionado com um consumo menor

tanto de gordura como de agucar. No entanto, a ingestio de alimentos e a obesidade sao

multifatoriais e sua relagdo deve ser continuamente investigada.

5.3 TASTR2, sabor doce e consumo alimentar

Até o momento, poucos estudos tém examinado o efeito da variagao genética

em genes de receptores de sabor doce na percepcio do sabor ou consumo de agticar®

™. O presente estudo ¢ o primeiro a identificar uma variante em um gene do receptor de
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sabor doce, que afeta tanto a ingestio de um alimento doce, como o aumento de risco
metabolico. A variante rs9701796 teve relagdo com o maior risco metabdlico segundo a
razao circunferéncia da cintura-estatura, bem como relacio com maior consumo de
achocolatado em p6 em obesos. Apenas um estudo realizado até a presente data avaliou
essa variante e sua relacio com consumo alimentar e diferentes estados nutricionais, mas
nenhuma associacio foi encontrada”’, o que poderia ser explicado por esse estudo ter
sido composto por uma amostra de adultos, enquanto em nosso estudo a populagio foi
composta por criangas e adolescentes. Nenhum outro estudo encontrou associa¢oes
com essa variante.

Destaca-se também que a leptina atua nos receptores do sabor e inibe,
especificamente, as respostas gustativas ao sabor doce, sem afetar as respostas aos
sabores azedo, salgado e amargo, o que nao foi observado na deficiéncia do receptor da
leptina, indicando que esse hormonio pode ser um modulador da percep¢ao do sabor

1% O maior consumo de

doce, com ag¢ao direta na regulagio do consumo alimenta
achocolatado em p6 em obesos, observado no presente estudo, pode estar relacionado a
leptina, que é conhecida por aumentar os limiares de sabor da sacarose e glicose, além
de que niveis mais altos de leptina estio associados com maior IMC®. No presente
estudo, criancas e adolescentes com obesidade, portadoras do alelo G do SNP
rs9701796, consumiram mais achocolatado em po, no entanto nao houve diferencas
para outros alimentos de sabor doce ou ricos em aguicares ou carboidratos. A leptina
interfere na transduciao do sinal durante a percepc¢ao do sabor doce, fazendo com que as
células permanecam em estado de hiperpolarizagao e diminuam respostas ao estimulo

doce™, o que poderia sugerir uma menor sensibilidade a esse sabor, e

consequentemente explicar o maior consumo de achocolatado em p6 (Figura 11).
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4) B)
Tastante doce Tastante doce
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Figura 11. Acao da leptina em receptores de sabor doce

Em nosso estudo observou-se que a variante 1535874116 mostrou relacio com a
menor ingestao de fibras dietéticas em obesos, sendo considerada portanto uma variante
de risco. Devido ao pequeno numero de participantes com essas variantes € seus
diferentes consumos de agucares, nao foi possivel estabelecer uma conclusao quanto ao
consumo de alimentos de sabor doce. Essa variante tem sido alvo de estudo para
pesquisas sobre risco de caries, utilizando-se como método de analise a presenca de
dentes deciduos cariados. Estudos realizados com criancas da Republica Tcheca™ e
Turquia”, encontraram que o alelo T (carreadores da valina) tiveram maior incidéncia
de caries. Ainda que ndo tenha sido feita analise do consumo alimentar nestes estudos,
sabe-se que a presenca de caries é diretamente relacionada com o consumo de agucares,
mesmo podendo envolver multiplos fatores como menor higiene(m’“o). Por outro lado,
estudo com populagao canadense encontrou que essa mesma variante rs35874116
esteve relacionada com a menor presenca de caries em adultos”™, o que poderia ser
explicado tanto por aspectos relacionados a higienizagao bucal, como pela preferéncia e
consumo alimentar ser diferente durante a infancia e a fase adulta.

Outro estudo encontrado até a data, conduzido por Eny et al. encontrou que
entre os individuos com sobrepeso e obesidade, o SNP rs35874116 no gene T AS7R2

) da mesma forma como

foi associado com o menor consumo de fibras dietéticas
encontrado no presente estudo. No entanto, esses mesmos participantes também
tiveram o menor consumo de carboidratos e agtcar, o que nao foi identificado no
presente estudo possivelmente pela diferenca de idade dos participantes, sugerindo

novamente que a faixa etaria pode ser um importante modificador de habitos
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alimentares, uma vez que a presenca de agucar esta relacionada com o sabor dos

alimentos, enquanto que a presenca de fibras, nao necessariamente.

5.4 T/AS2R38, sabor amargo e consumo alimentar

A sensibilidade ao sabor amargo é uma caracteristica variavel na populacio, e
diferencas na resposta ao sabor tém sido documentadas"'"""?. Os receptores codificados
pelo gene T/AS2R38 podem classificar um individuo como Zaster, quando percebem ou
detectam PTC e PROP moderada ou intensamente amargos ou xontaster quando a
sensibilidade ¢ ausente ou fraca. Um estudo europeu com 1.903 adultos encontrou que
mulheres homozigotas para o haplotipo PAV (tasters) consumiram menos vegetais do
que aquelas homozigotas para o haplotipo AVI (nontasters) (269 e 301 gramas por dia,
para homozigotos PAV e AVI, respectivamente) ¢ o consumo de doces foi maior nos
tasters em ambos os géneros, sugerindo que ao ter maior sensibilidade ao sabor amargo,
deixa-se de preferir vegetais e passa-se a preferir alimentos doces"'”. Estudos também
apontam que individuos zasters nao tém preferéncia por alimentos como cha verde, café
e bebidas alcodlicas®'>'"7,

No presente estudo, encontramos maior consumo de agucares totais em obesos
carreadores do alelo G no SNP rs1726866. Ainda que o presente estudo tenha
encontrado esse resultado quando foi avaliado o consumo diretamente com seu

gendtipo, este achado sugere o mesmo observado por Sandell et al.!"¥

, que encontraram
o mesmo para o haplétipo PAV desse gene em adultos da Finlandia. Em nosso estudo,
também encontramos menor consumo relativo de gorduras monoinsaturadas nos
obesos portadores desse mesmo alelo, o que pode indicar que haja uma compensacio
no consumo de alimentos energéticos, mas apenas em relacdo aos doces, e nao aos
gordurosos.

Em relagio ao segundo polimorfismo estudado neste gene, observou-se que
criancas eutréficas carreadoras do alelo T do SNP 1s713598 consomem mais
carboidratos, alimentos doces e refrigerantes e menor consumo de fibras, sugerindo que
esta seja uma variante de risco. Esta é a unica variante desse estudo que mostrou relagao
apenas com criangas eutréficas, mas nao em obesas.

Os dois polimorfismos do T:AS2R38 estudados neste trabalho sugerem que haja,

outrossim, maior consumo de doces, e este por sua vez ratifica estudo realizado por
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Colucci et al., que avaliou o efeito do consumo de agucares de adigdo sobre a ingestao
de nutrientes por adolescentes residentes no municipio de Sao Paulo, e encontrou que
os trés alimentos agucarados mais consumidos foram refrigerante, agtcar refinado e

achocolatado em po!'Y.

Destaca-se que o agtcar é o principal ingrediente de
achocolatados em p6 e o segundo ingrediente mais presente em refrigerantes, depois da
4gua gaseificada®. Nos resultados da POF 2008-2009 pdde-se observar um elevado
consumo per capita de refrigerante da populagio (94,7 g/dia), principalmente entre

adolescentes (122 g/dia)”, em conformidade com os dados do National Health and

)
Nutrition Examination Survey (NHANES) que assinalam um aumento significativo do
consumo de refrigerantes e bebidas acucaradas em um periodo de 15 anos"”. O
consumo em excesso de alimentos industrializados, como refrigerantes, salgados,
embutidos e doces elevam o teor energético da dieta e podem favorecer o surgimento da
obesidade e de suas complicagoes cardiovasculares em individuos suscetiveis. Por sua
vez, uma dieta rica em frutas e hortalicas, é fonte de fibras, vitaminas e minerais, sendo
considerados fatores de protecio contra a obesidade e outras doengas cronicas nao

transmissiveis®?.

5.5 Papel da preferéncia alimentar na evolu¢ao humana

Diversos fatores podem estar envolvidos na preferéncia alimentar em diferentes
faixas etarias ou fases da vida. A preferéncia pelo sabor doce parece ser inata nos seres
humanos. A quase totalidade dos recém-nascidos reage positivamente a solucbes de
agucar em oposicao a solugoes de suco de limao, como estimado por suas expressoes

faciais, conforme exemplificado na Figura 12¢%.



Discussao 62

Fonte: Wardle & Cooke(1?). Reprodugio de imagem autorizada pelos autores.

Figura 12. Expressao facial de recém-nascido com 2 semanas de vida em reagdo ao
sabor doce (A) e ao sabor do suco de limao (B)

A malioria das criangas também mostra uma forte aversao aos sabores amargo e
azedo"™. A preferéncia pelo sabor salgado também é comum, mas emerge um pouco
mais tarde na vida, com aproximadamente quatro meses de vida"*. Até mesmo criangas
exclusivamente amamentadas mostram uma preferéncia por papinhas com sal a partir
do 4° més de vida, apesar do leite materno ter baixo teor de sédio. A preferéncia por sal
persiste a0 longo da primeira infincia, juntamente com a preferéncia pelo sabor doce*.

Estudo realizado com criangas (9-10 anos), adolescentes (14-16 anos) e adultos
(20-25 anos) que investigou a percep¢ao da intensidade do sabor doce em solugbes
contendo diferentes teores de agucar identificou que criangas tinham mais preferéncia
por altas concentragoes de agucar que os adolescentes, que por sua vez tiveram mais
preferéncia do que os adultos. A idade teve efeito semelhante quando avaliou-se dgua
com sacatose e suco de laranja com sacarose!'*".

Outro estudo realizado com criancas (3-10 anos) e adolescentes (11-19 anos)
encontrou que individuos com o mesmo haplétipo do gene T AS2R38 tiveram o limiar
de sabor amargo semelhante, independentemente de raga, sexo e etnia. Contudo, a idade
foi um modificador da relagdo gendtipo-fendtipo, ji que criancas AVI/PAV
heterozigotas mostraram maior sensibilidade a solugdes de sabor amargo contendo
PROP, do que os adolescentes heterozigotos!.

Estes estudos sugerem que a sensibilidade ao sabor pode mudar com a idade,
desde a infancia até a vida adulta. Uma possivel explicagdao biolégica pode ser a maior

demanda de energia pelas criancas, sendo o agucar um nutriente perceptivel nos
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alimentos e relacionado a seu conteudo energético, enquanto o amargo é um sabor que,
antropologicamente sempre esteve relacionado a alimentos toxicos ou venenosos que o
organismo foi programado a evitar®>'>'%,

Outro ponto que merece destaque nos animais, incluindo os humanos, é uma
caracteristica conhecida como neofobia alimentar. Essa caracteristica, de evitar ou ter
medo de novos alimentos, é comum em onfvoros e foi observada em uma gama diversa

0 Z, . . N .
(2812 F reconhecido que evitar novas substincias reduz a

de espécies de primatas
possibilidade de envenenamento a partir de plantas ou animais toxicos. Curiosamente, a
neofobia é minima durante a primeira infancia, quando a ingestio alimentar da crianga é
em grande parte ditada por adultos, mas aumenta rapidamente a medida que a

120,126
(120,

independéncia da crianga cresc ). Humanos e animais sio mais propensos a aceitar

um alimento desconhecido quando observam seu consumo, sem consequéncias
deletérias, por outros membros de sua espécie ou familia®*>'*%'*%),

De forma complementar a essa informagao, estudos observacionais e
experimentais indicam que a modelagem ¢é uma ferramenta eficaz para influenciar as
preferéncias alimentares"". Estudo realizado com criangas que se sentaram juntas
durante trés dias, agrupando aquelas com preferéncia por determinado alimento e outras
criangas com preferéncias opostas, demonstrou que uma crianga se torna mais propensa
a comer um vegetal que nio gostava apos observar outra crianca comer™.

A preferéncia alimentar, dessa forma, tem sua influéncia modificada por fatores
fisiologicos, culturais e ambientais desde tempos ancestrais®**?. Ao passo que houve a
evolu¢do da espécie humana, também ocorreu uma profunda mudan¢a nos padroes
alimentares com disponibilidade de uma maior variedade de alimentos, sendo que
comidas ricas em gordura, como pizza e batata frita, ¢ doces, como chocolate ou
biscoitos, estio entre os dez alimentos favoritos das criangas™*?. Uma teoria que poderia
ser levantada ¢ de que a disponibilidade e consumo de novos alimentos industrializados
aumentou de forma muito mais rapida, enquanto que nossos genes primitivos nao
puderam se modificar e se adaptar a essas mudangas.

Com os resultados e discussoes apresentados neste estudo, é possivel confirmar
que polimorfismos em genes de receptores de sabor tém efeito no consumo alimentar
fazendo com que os individuos comam mais ou menos determinados alimentos, de

forma que um dia pode ser possivel considerar a aplicabilidade de métodos de

intervengao desde a infancia e a adolescéncia para uma alimenta¢do com menor teor de
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agucar, gordura e mais rica em fibras, frutas e hortaligas, em individuos genotipicamente

reconhecidos.

5.6 Pontos fortes e limitaces do estudo

Os pontos fortes deste estudo incluem uma amostra representativa de
participantes com um quadro de obesidade bem definido, um nimero proporcional de
participantes entre géneros, e a existéncia de um grupo controle, com uma analise de
variantes genéticas por métodos padronizados.

Por outro lado, nosso estudo apresenta algumas limitacdes. Destacamos que nao
ha um método de analise do consumo alimentar que nao esteja sujeito a erros, de modo
que o inquérito alimentar empregado neste estudo (R24h realizado em duas aplicagoes
em dias ndo consecutivos) passou por processos de padroniza¢ao a fim de minimizar
erros de coleta e analise. Muito embora a aplica¢ao de dois R24h possa retratar o perfil
dietético de nossa amostra, pode haver variabilidades individuais nao possiveis de serem
identificadas.

O método adotado para analise da presenga e gravidade do comportamento
alimentar compulsivo, ECAP, nio ¢ validado para a faixa etaria dos participantes deste
estudo. Apesar disso, ao perceber-se boa aplicabilidade clinica na Liga Académica de
Obesidade Infantil do HC-FMUSP, com facil entendimento e adesao por parte dos
pacientes, este método foi mantido para a pesquisa, tendo sido empregado em duas
dissertacdes realizadas com o mesmo orientador (MCM)™**?, estando em processo de
validagao pelo nosso grupo.

Em consequéncia da dificuldade do ponto de vista operacional, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria de colher sangue dos escolares na escola, foi necessario escolher um
método nao-invasivo para a coleta de material biolégico. Dessa forma, procedeu-se a
coleta de saliva que possibilitou a extragio do DNA, mas impediu a analise de

parametros bioquimicos e metabdlicos do grupo controle.
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5.7 Plano prospectivo futuro

O objetivo desse trabalho foi identificar o efeito de polimorfismos de genes de
receptores de sabor no consumo alimentar e no perfil metabdlico de criangas e
adolescentes obesos e, por se tratar de perfis de influéncias multifatoriais, ha portanto
uma série de diregoes que futuras pesquisas podem seguir para melhor compreender
suas relacbes. Quanto ao efeito de variantes genéticas em parametros clinicos e
antropométricos, destaca-se que a replicacdo destes resultados torna-se importante para
observar se o SNP 151527483 do CD36 e o 159701796 do T:AS7R2 mostram o mesmo
efeito protetor ou de risco em outras populagoes.

Em relagdo ao consumo alimentar, é importante lembrar que fatores neuronais
podem ter impacto importante no comportamento alimentar, ja que variantes genéticas
podem se relacionar ao consumo de um alimento, mas niao necessariamente a
preferéncia por este alimento. Dessa forma, destaca-se a importancia de testes de
percepgao de sabor, bem como o desenvolvimento de um questionario de preferéncia
alimentar em relacgdo ao sabor dos alimentos doce, amargo e gorduroso. Este
questionario podera incluir pontos para identificar se determinado alimento é do agrado
ou desagrado do participante, e seus resultados poderdo elucidar o comportamento

alimentar segundo as variagdes nos genes de receptores de sabor.
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Os polimorfismos rs1761667 e rs1527483 no CD36, rs9701796 e rs35874116 no
TASTR2, bem como rs1726866 e rs713598 no T/ AS2KR38 apresentaram associa¢ao com
o consumo alimentar e, em alguns casos, com variaveis clinicas, com influéncias

diferentes entre obesos e magros, nao conferindo maior risco para obesidade.

O SNP 151761667 no gene CD36 teve uma associagdo genotipo-consumo
alimentar para os lipidios totais, gorduras poli e monoinsaturadas, consumo de
alimentos de sabor gorduroso, ingestao de dleos vegetais e agucares totais em obesos,

sendo esse consumo menor pelos portadores do alelo A.

O SNP 151527483 no CD36 se associou com menor percentil de pressao arterial
diastolica, menor porcentagem de massa gorda e maior porcentagem de massa livre de

gordura, em obesos carreadores do alelo A.

Adolescentes obesos portadores do alelo G do SNP 159701796 no T ASTR2
tiveram maior razao circunferéncia da cintura-estatura, bem como relacio com maior

consumo de achocolatado em pé.

A variante CT/TT do rs35874116 no TAS7R2 mostrou relacio com a menor

ingestio de fibras dietéticas em obesos.

O SNP rs1726866 no gene T AS2R38 foi associado com o menor consumo de
gorduras monoinsaturadas e maior consumo de agucares totais, em obesos com a

variante AG/GG.

O SNP rs713598 no gene T AS2R38 mostrou relagdo com o maior consumo de
carboidratos, consumo de alimentos de sabor doce, refrigerantes e menor ingestio de

fibras pelos individuos magros carreadores do alelo G.



7. ANEXOS
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7.1 ANEXO 1 - Modelo de recordatorio de 24 horas

Horario Alimentos e Preparagdes Quantidade
leite semidesnatado 1 copo médio
café soluvel 2 colheres rasas de café
06h00 acucar 1 colher de sobremesa rasa
torrada integral /ight - marca ® 3 unidades
requeijdo /ght - marca ® 3 colheres de cha
08h30 péssego 1 unidade média
arroz branco 2 colheres de servir
feijao carioca 1 concha grande (50% caldo)
peito de frango grelhado 1 filé médio
12h30 alface crespa 1 prato de sobremesa cheio
tomate 4 rodelas médias
cenoura ralada 1 pires cheio
molho italiano pronto para salada - marca ® 1 colher de sopa
suco natural de melancia 1 copo médio
biscoito cream cracker - marca ® 5 unidades
queijo tipo minas 1 fatia média
16000 abacaxi 1 rodela media
macarrio cozido 1 escumadeira
molho vermelho 1 concha pequena
queijo parmesao ralado 1 colher de sopa rasa
20h00 filé de alcatra grelhado 1 unidade média .
alface crespa 1 prato de sobremesa cheio
cebola roxa picada 2 colheres de sobremesa
azeite de oliva 2 colheres de cha
refrigerante de guarana - marca ® 1 copo médio
22h00 iogurte de morango - marca ® 1 pote comercial de 100 gramas
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7.2 ANEXO 2 - Escala de compulsio alimentar periddica

ESCALA DE COMPULSAQO ALIMENTAR PERIODICA

BES (BINGE EATING SCALE)

Autores: Gormally J, Black S, Daston S, Rardin D. (1982).

Trad

Freitas §, Appolinario JC. (2001).

Nome:

Lista de verificago dos habitos alimentares

Instrugdes:
Vocé encontrara abaixo grupos de afirmagdes numeradas. Leia todas as afirmagdes em cada grupo e marque, nesta folha, aquela
que melhor descreve 0 modo como vocé se sente em relagiio aos problemas que tem para controlar seu comportamento alimentar.

#1

{ ) 1. Eundome sinto constrangido(a) com o meu peso ou o tamanho do meu

cofpo quando estou com oulras pessoas.

2. Eu me sinto preocupado(a) am como pareco para os oulros, mas
isto, normalmente, ndo me faz sentir desapontado(a) comigo mesmaf(a).
3. Eufico mesmo constrangido(a) com a minha aparéncia @ o meu peso,
o que me faz sentir desapontado(a) comigo mesmao(a).

4. Eume sinto muito constrangidoa) com o meu peso e, freqlentemente,
sinto muita vergonha e desprezo por mim mesmao(a). Tento evitar contatos
sociais por causa desse constrangimeanto.

1. Eu nao lenho nenhuma dificuldade para comer devagar, de maneira
apropriada.

2. Embora pareca gue eu devore os alimentos, ndo acabo me senlindo
empanturrado(a) por comer demais.

3. As vezes tendo a comer rapidamente, sentindo-me entio
desconfortavelmente cheio(a) depois.

4. Eu lenho o habito de engolir minha comida sem realmente masliga-
la. Quando isto acontece, am geral me sinto desconfortavelmeante
empanturrada(a) por ler comido demais.

1. Eu me sinto capaz de controlar meus impulsos para comer, quanda
& quara.

2. Eu sinto que tenho falhado em controlar meu comportamento alimentar
mais do que a média das pessoas.

3. Eume sinto lotalmente incapaz de confrolar meus impulsos para comer.
4. Por me senlir tio incapaz de controlar meu comportamento alimentar,
entro em desespero lentando manter o controle.

1. Eu ndo lenho o habita de comer quando estou chateado(a).

2. As vezes eu como quando estou ch dofa) mas, freqier

50U capaz de me ocupar e afastar minha menle da comida,

3. Eutenho o hibito regular de comer quando eslou chaleado(a) mas, de
waz am gquando, posso usar alguma outra atividade para afastar minha
mente da comida.

4. Eu tenho o forte habile de comer quando estou chateado(a). Mada
parece me ajudar a parar com esse hdbito.

1. Nomalmente qguando como alguma colsa & porque estou fisicamente
com fome.

2. De vez em gquande como alguma colsa por impulse, mesmo quando
ndo estou realmente com fome.

3. Eulenho o habilo regular de comer alimentos que realmente ndo apracio
para satisfazer uma sensagdo de forme, mesmo que fisicamente eu nde
necessile de comida.

4. Mesmo que ndo esleja fisicamente com fome, lenho uma sensacio de
forme em minha boca que somente parece ser salisfeita quando eu como
um alimento, tipo um sanduiche, que enche a minha boca. As vezes,
guando eu come o alimento para salisfazer minha “fome na boca®, em
seguida eu o cuspe, assim ndo ganharel peso.

#6
[

o)

{

-

#10
[

|91
(3]

|91

1. Eundo sinto qualguer culpa ou ddio de mim mesmao(a) depois de comer
demais.

2. De vez em quandeo sinlo culpa ou ddio de mim mesmo(a) depois de
comer demais.

3. Quaseolempo todo sinto muita culpa ou ddio de mim mesmoi(a) depois
de comer demais.

1. Eundo perco o controle total da minha alimentagio quando estou em
dieta, mesmo apds periodes em que como demais.

2. As vezes, guando estou em dieta e como um alimento proibide, sinto
como se tivesse estragado ludo @ como ainda mais.

3. Freqientemente, quande como demais durante uma dieta, tenho o
hdbite de dizer para mim mesmo(a): “agora que estraguei tudo, porque nao
irei até o fim". Quando isto aconlece, eu como ainda mats.

4. Eulenho o habito regular de comesar dielas rigorosas por mim mesma(a),
mas quebro as dietas entrando numa compulsdo alimentar. Minha vida
parece ser “uma festa” ou “um morrer de fome”.

1. Eu raramenie como lanta comida a pento de me sentir
desconfortavelmente empaniurrado(a) depols.

2. Mormalmente, cerca de uma vez por més, coma uma lal quantidade de
comida que acabo me sentindo muito empanturrado(a).

3. Eulenho pericdos regulares durante o més, quando como grandes
quantidades de comida, seja na hora das refeigdes, seja nos lanches.

4. Eu comeo lanta comida que, regularmente, me sinto bastante
desconfortavel depois de comer e, aljumas vezes, um pouco enjoadofa).

1. Em geral, minha ingesta calbrica ndo sobe a nivels mufto allos, nem
desce a nivels muito baixos.

2. Asveres, depois de comer demais, tento reduzir minha ingesta caldrica
para guase nada, para compensar o excesso de calorlas que ingeri.

3. Eutenhoo habito regular de comer demais durante a nolle. Parece que
a minha rotina ndio & estar com fome de manhd, mas comer demais &
ndite.

4. Ma minha vida adulta tenho tide periodes, que duram Semanas, nos
quais pralicamente me malo de fome. lslo se segue a periodos em que
como demals. Parece que vive uma vida de Yesta’ ou de “morrer de
fame®.

1. Mormalmente eu sou capaz de parar de comer quando quens. Eu sel
quando “ja chega®.

2. De vez em guande, eu tenho uima compulsao para comer que parece
que Ndo posso controlar.

3. Freqientemente tenho forles impulscs para comer que parece gque nao
soU capar de confrolar, mas, em oulras ocasides, posso controlar meus
impulsos para comer.

4. Eume sinto incapaz de controlar impulsos para comer. Eu tenho medo
de ndo ser capaz de parar de comer por vontade propria.
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{ J 1. Eundotenho problema algum para parar de comer quando me sinto

cheio(a).
{ ) 2. Eu, nomalmente, posso parar de comer quando me sinto chelo(a)

mas, de ver am quando, Cormer demais me deixa desconfortavelmente

empanturrado(a).
{ J 3. Eulenho um problema para parar de comer uma vez que eu lenha

comegade e, narmalments, sinte-me desconfortavelmeants empantuiradola)

depois que fago uma refeicao.
{ ) 4. Poreuter o problema de ndo ser capaz de parar de comer quando

quern, 45 vezes lenho que provocar o vimito, usar laxativos elou diundticos

para aliviar minha sensagio de empanturraments.

#12
{ ) 1. Parece gue eu como lanto quando eslou com os oulros (reunides
familiares, sociais), como quando eslou sazinho(a).
( ) 2. Asvezes, guando eu estou com oulras pessoas, n3o como tanto
quanto eu quero comer porque me sinte constrangido(a) com o meu
comporamento alimentar.

#4

{
{
{
{

) 1. Eundo penso muilo em tentar controlar impulsos indesejavets para
comer.

) 2. Pelo menos, em algum momento, Sinlo que meus pensamentos astao
“pré-ocupados” com tentar controlar mews impulsos para comer.

) 3. Fregoentemente, sinto gue gasto muilo lempo pensando no quanto
comi ou tentando N3 comer mals.

) 4. Parece, para mim, que a maior parte das horas que passo acordadeo(a)
esldo “pré-ocupadas” por pensamentos sobre comer ou ndo comer. Sinlo
como se eu eslivesse constantemente jutando para ndo comer.

1. Eundo pansa muilo sobre comida.

2. Eutenho fores desejos por comida, mas eles s duram curlos

periodos de lempo.

1 3. Hadias em que parece gue eu n3o pOSSo pensar em mais nada a ndo
ser comida.

) 4. Na maioria dos dias, meus pensamentos parecem estar

“pré-ocupados” com comida. Sinlo como se eu vivesse para comer.

{ ) 3. Freqlentemenie eu como $4 uma pequena quantidade de comida quando
outros estdo presentes, pois me sinto muilo embaragado(a) com o meu 216
comportamento alimentar. { J 1. Eunormalmenie sei se estou ou ndo fisicamente com fome. Eu como
{ } 4. Eume sinlo t&0 envergonhado{a) por comer demais que escolho horas a porglo cerla de comida para me salisfazer.
para cormer demais quando sel gue ninguém me verd. Eu me sinlo coma { ) 2. Devezem quando eume sinto em divida para saber se eslou ou nao
Uma pessoa que se esconde para comer. fisicamente com fome. Nessas ocasides é dificil saber quanto eu deveria
comer para me satisfazer.

#13 { ) 3. Mesmo que se eu pudesse saber guantas calorias eu deveria ingerr,
{ J 1 Eufago lrés refeigdes ao dia com apenas um lanche ocasional enlre as a0 beria idéia alguma de qual sena a quantidade “normal” de comida para
refeighes. mifm.
{ ) 2. Eufago trés refeicdes ao dia mas, normalmente, também lancho entre
as refeigdes.
{ ) 3. Quando eu fago lanches pesados, tenho o habito de pular as refeigbes
reguiares.
{ ) 4. Ha periodos regulares em que parece que eu eslou continuamente
comende, sem refeicles planejadas.
Grade de correcdo da Escala de Compulsdo Alimentar Periddica.
#1 #2 #3 #4 #5 #5 #7 #3 #3 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16
1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0 1=0
2=0 2=1 2=1 2=0 2=1 2=1 2=2 2=1 2=1 2=1 2=1 2=1 2=0 2=1 2=1 2=1
i=1 3=2 3=3 i=0 i=2 i=3 3=3 3=2 =z i=z i=2 3=2 i=2 3=2 =2 3=2
4=3 4=3 4=3 4=2 4=3 4=3 4=3 4=3 4=3 4=3 4=3 4=3 4=3 4=3

CLASSIFICACAO DE ACORDO COM A SOMATORIA DA GRADE DE CORRECAO:

Auséncia de compulsdo alimentar: até 17 pontos
Compulsio alimentar moderada: 18 a 26 pontos

Compulsdo alimentar grave: 27 pontos ou mais
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7.3 ANEXO 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido

A ad )
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA E

RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME DO SUJEITO DE PESQUISA......coiiiiininicticciiicciisessss s ssssss s ssssssssssssssssssssnnes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N oottt e s SExXO: MO r O
DATA NASCIMENTO: ............. Y2 2
ENDERECO ..ottt N e APTO: ...
BATIRRO: .ottt ettt CIDADE ..o

2. RESPONSAVEL LEGAL wooovoovoeeoeeeeseeeseeessosssssssssessseeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssessesssssssss sosssssssssssssssneessoses
GRAU DE PATENTESCO.....ooiiiioeneeeeeeseossessssssssssseesesssssssssssssssssssessssssss soseeessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssnns
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NP : ....ooosirovoooesererovessesesssssssseesssssssssssssssssssneones SEXO: MO F O
DATA NASCIMENTO: ............ Y Y
ENDERECO ...ooooooooooceieeeeeeeeeeeeoossseeesseeeeeesevooosssssesssssssssssosmsssssssessessssssssmsnssnon NC e APTO: ............
BATRRO: oo ssseeeesss s (031 0Y2¥ 5 )

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DA PESQUISA: Influéncia de polimorfismos nos genes dos receptores de sabor gorduroso, doce e
amargo no consumo alimentar e no perfil metabdlico de criangas e adolescentes obesos

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr. Matcio C. Mancini

CARGO/FUNGCAO: Endocrinologista

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: CRM/SP 57605

UNIDADE DO HCFMUSP: Servico de Endocrinologia e Metabologia

AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO  [X] RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO [1 Riscomalor [



Anexos 73

DURAGAO DA PESQUISA: O estudo ter inicio em dezembro de 2012 e término previsto em dezembro de 2014.
01. Desenho do estudo e objetivo: O objetivo da pesquisa ¢ avaliar a influéncia de polimorfismos em
diferentes genes de receptores do paladar no perfil dietético e metabdlico de criangas e adolescentes
obesos.

02. Descrigiao dos procedimentos que serido realizados, com seus propositos e identificagido dos
que forem experimentais e ndo rotineiros: Para que seja avaliado o estado de saude, sera necessaria a
coleta de 10 mL de sangue. Todo o material utilizado neste procedimento é estéril e descartavel. Os
pacientes que participarem do estudo realizardo coleta simples de sangue na veia do braco estando sempre
acompanhado da mie ou responsivel, uma vez que este projeto sera realizado com criangas e
adolescentes.

03. Relagdo dos procedimentos rotineiros e como serdo realizados: O participante do estudo sera
admitido para a pesquisa ap0s triagem ambulatorial. Em caso de que seja escolhido para a participagdo no
estudo, se dari inicio a coleta de dados. A coleta de todos os dados sera realizada em um unico dia no
HC-FMUSP e consistira na coleta de sangue, medidas corporais e andlise do padrio alimentar do sujeito
em pesquisa.

04. Descrigdao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: O tnico
desconforto se relaciona a coleta de sangue, podendo ocorrer dor pela picada da agulha e, eventualmente,
o aparecimento de uma pequena mancha arroxeada em torno da picada que desaparecera em pouco
menos de uma semana.

05. Beneficios para o participante: Os participantes receberdo orientagio sobre alimentagdo balanceada
e, €aso seja necessario, terdo suporte hospitalar, sem quaisquer 6nus econémico.

06. Relagdao de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente
pode optar: Nio se aplicam outros procedimentos, o paciente e seu responsavel sdo livres para participar
ou nio deste estudo.

07. Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr. Marcio Mancini
que pode ser encontrado as quintas-feiras (14h as 19h) na Liga de Obesidade Infantil do HC-FMUSP,
sendo o endereco: Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 455 - 4° andar - Bloco 4B. Se vocé tiver alguma
consideragio ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
na Rua Ovidio Pires de Campos, 225 - 5° andar. Telefone: 3069-6442 (ramais 16, 17, 18, 20). Fax: 3069-
6442 (ramal 26). E-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

08. Direito de deixar de participar do estudo: E garantida ao paciente, através do seu responsavel legal,
a liberdade para retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Institui¢do.

09. Direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com dados de
outros pacientes. Nao serd divulgada a identificacio de nenhum participante do estudo ou qualquer
individuo envolvido.

10. Direito a informagdo: O paciente e seu responsavel tém o direito de serem informados sobre os
achados encontrados neste estudo. Para o fornecimento de resultados os pacientes serdo convocados
através do telefone ou endereco informados neste Termo.

11. Despesas e compensagdes: Nio ha despesas pessoais para o participante em qualquer etapa deste
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacio financeira relacionada a sua
participagao.

12. Compromisso de uso profissional dos dados coletados: Os dados e materiais coletados nesta
pesquisa serdo utilizados apenas para este estudo e com finalidade exclusivamente académica.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Actredito ter sido suficientemente informada (o) a respeito das informacSes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo ” Influéncia de polimorfismos nos genes dos receptores de sabor
gorduroso, doce e amargo no consumo alimentar e no perfil metabdlico de criangas e adolescentes
obesos”. Apds esclarecimentos com o Dr. Marcio Mancini sobre a minha decisao em participar nesse
estudo, ficaram claros para mim quais sao os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, com garantia de confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuizo, ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido no meu atendimento neste Servigo.

1 - RESPONSAVEL LEGAL PELO SUJEITO DE ESTUDO

Assinatura:
Data: /_/

2 - TESTEMUNHA

Assinatura:
Data: _ / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido do responsavel legal para a participagdao do sujeito de estudo nesta pesquisa.

@é& Lty

Dr. Marcio C. Mancini
Endocrinologista
CRM/SP 57605
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7.4 ANEXO 4 - Lista dos 5 alimentos mais consumidos, segundo grupo alimentar
preconizado pelo Ministério da Saide®, no total da amostra de participantes.

Cereais, raizes, massas e tubérculos:
1. Arroz branco

2. Pio de sal

3. Biscoito salgado ou doce

4. Batata cozida, assada ou frita

5. Macarrio cozido ou instantaneo

Carnes e ovos:

1. Embutidos e Processados (Linguica, Mortadela, Presunto, Salame, Salsicha)
2. Carne bovina assada, cozida ou frita

3. Carne de frango assada, cozida ou frita

4. Ovo cozido ou frito

5. Peixe cozido ou frito

Leguminosas:
Mais de 90% das leguminosas consumidas sio feijoes com 50% de graos e 50% de
caldo.

Legumes e verduras:
1. Tomate

2. Alface

3. Cenoura

4. Repolho

5. Cebola

Frutas:

1. Laranja, zn natura ou suco
2. Banana

3. Maga

4. Melancia

5. Péra

Leites, queijos e iogurtes:
1. Leite integral

2. Queijo amarelo

3. Iogurte natural

4. Queijo branco

5. Bebida lactea

Acucares e doces:

1. Suco industrializado, em pd, reconstituido ou diluido
2. Agucar

3. Refrigerante

4. Achocolatado em p6
5. Bala dura/mole
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Oleos, gorduras e oleaginosas:

1. Oleos vegetais

2. Margarina

3. Manteiga

4. Azeite

5. Maionese tradicional

Outros/Miscelianeas:
1. Café

2. Vinagre

3. Catchup

4, Sal

5. Mostarda
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7.5 ANEXO 5 - Figura de discriminagio alélica segundo PCR em tempo real.

Experiment Results Report Applied Biosystems
StepOnePlus™ Instrument

Allelic Discrimination Plot

Allelic Discrimination Plot (SNP Assay. SNP Assay 1)
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o Homozygous Allele 1/Allele 1 @ Homozygous Allele 2/Allele 2
e Heterozygous Allele 1/Allele 2 yUndetermined
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7.6 Anexo 6 - Informativo Kit Oragene® de coleta de saliva

(®) oragene:DNa

Benefits

- Improve patient care and compliance with painless, non-invasive sample collection
- Eliminate phlebotomy costs
«  Ideal for use with children or patients that will not comply with blood collections

« Increase efficiency, minimize sample handling and reduce handling errors with a compatible

format for high-throughput processing

«  Sample remains stable for years at room temperature, reducing transportation and storage costs
= Sample can be mailed using the standard postal system
- DNA from saliva is equivalent to DNA from blood for downstream applications

=
I

Collection method comparison

=5

Attributes Venous blood Mouthwash Buccal swabs Oragena-DNA
(0G-500)

Non-invasive collection x v v

Standardized format for v x v

high-throughput processing

Spedmen stability Days Weeks Days Years

at soom temperature

Low bacterial content v xt xt vt

(up to 60% bacterial conten) | (up 10 90% hacend content) | (median 11.6% becterid content)

Median DNA yield 30ug 35pq 119 110ug

Sample size mL om? 1swab 2ml

Molacular weight >13kb >Bhk <2Bkb >3k

Shipping at ambient x vf v v

temperature

Full customization available x x x v

Easy collection

Fill line

L3l

Spit until the amount
of saliva {not bubbles)
reaches the fill line.

%‘j

Close lid tightly by pushing
down hard on the funnel lid
until you hear a loud click.

-

¥ Bienboim, H.C, Iwasiow, RM. and kames, CALP (2008). Human genomic DNA conen of sziva samples collecsad with the Oragene sel-calfection kit

DNA Ganotek. PD-WP-011.

¥ Vokume of mouthwash wsed for ample calfection.

Kit contents

- ¥

i Y

¥ 2 B
f«-fj.

Collector
Packaging @ wameans N
———— > & N\
‘ R 4 L X Q ‘...
I—le Tube cap 4
Instructions

Oragene™DNA is not availitie for sale in the United Stares
Some DNA Gendnek products may net be avallatie in Jl geographic egians.
Oragene & 3 registosed trademark of DNA Genotek Inc. AR achar bands and Names CoMained Posin e the DIapary of Tl EDICTMG OWers.

Product specifications

Pre-use with packaging:
Dimensions: 140x 8.0 x 28 cm
Weight:39g

Shelf-life: 30 months

Post sample collection specifications
Standard false bottom tube:

Tube diameter: 16 mm

Tube height (without cap): 93 mm
Stability: Years

Unscrew the funnel
from the tube.

Close tube tightly with small cap
Shake for 5 seconds.

US Patest No. 7,482,116,
Ewropean Patenst No. 1 513 952
and | 956 969, Fatent pending
Canadian

Design Nos.
127470; 132896; 132297
US DE31,5545 and DS40,795 5
Nes.

Design
001095185-0001; £0002; 0003

ce

For In Vitro Diagnostic Use

Superior samples « Proven performance

FDER017 Isse 57201201

© 2012 DNA Genonek g, 3 subadiary of OraSue Tochnologies, Inc, all iohes sserved.

DNAgEenoTeK
-
www.dnagenotek.com
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