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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito das variantes dos genes ADIPOQ
(rs2241766), LEP (rs7799039) e FTO (rs9939609) no estado nutricional de mées e
seus filhos em seis anos de seguimento. Trata-se de um estudo de coorte que faz
parte de um estudo maior, “PREDI Study”, iniciado em 2012 e envolvendo 435 mées
e seus filhos atendidos em uma maternidade publica da regido de Joinville, SC. Foram
obtidos dados sociodemograficos, econémicos, obstétricos, biolégicos e
antropométricos em quatro periodos: Baseline 2012 na maternidade; 1° seguimento
2013-2014, 2° seguimento 2016-2017 e 3° seguimento 2018, nas residéncias dos
participantes. O estado nutricional das mulheres foi avaliado segundo o indice de
massa corporal (IMC). Em neonatos, o estado nutricional foi determinado de acordo
com as curvas de crescimento fetal e neonatal da INTERGROWTH-218.. Para as
criangcas de 1-5 anos e = 6 anos o estado nutricional foi avaliado segundo as
respectivas curvas de crescimento de acordo com IMC-para-idade e sexo. O excesso
de peso corporal (EPC) materno foi definido como IMC =225 kg/m?, e percentil >90 e
percentil =285 para neonatos e criangas, respectivamente. As genotipagens das
variantes ADIPOQ-rs2241766, LEP-rs7799039 e FTO-rs9939609 foram determinadas
através da técnica de Reacdo em Cadeira da Polimerase — Analise de Polimorfismo
de Comprimentos de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP). Como resultado, os
genotipos ADIPOQ-rs2241766 TG+GG foram um fator de risco independente para
EPC em criangas aos 4-5 anos de idade (OR=2,4; 95%IC 1,09-5,30). Criangas com
genotipo LEP-rs7799039 GA+AA apresentaram 49% menor chance de nascerem
grandes para a idade gestacional (GIG) quando comparadas as criangas com
gendtipo GG (OR=0,5; 95%IC 0,3-0,8). As analises longitudinais n&o revelaram efeito
significativo das variantes dos genes ADIPOQ e LEP no estado nutricional de criancas
ao longo da coorte. A variante FTO-rs9939609 nao foi considerada nas analises das
criangcas por nao estar em equilibrio de Hardy-Weinberg. Mulheres com genétipos
ADIPOQ-rs2241766 TG+GG foram 6,3kg mais pesadas e apresentaram 2,7kg/m?
maior IMC do que as com o gendtipo selvagem TT (p<0,05) no 3° seguimento. Em
analise longitudinal, em mulheres a presenca do gendtipo ADIPOQ- rs2241766
TG+GG levou a um aumento de 1,5 vezes no risco de EPC ao longo dos anos (95%IC
1,2-1,9; p<0,01). Mulheres com pelo menos um alelo de risco (A) da variante do gene
FTO-rs9939609 apresentaram maior peso (3,22-4,24kg) e IMC (1,04-1,30kg/m?)
quando comparadas as maes com genotipo TT no periodo pré-gestacional e até um
ano apoés a gestagao (p<0,05). Concluindo, o gendtipo LEP-rs7799039 GG revelou
efeito protetor para EPC ao nascimento. Em contrapartida, o gendtipo ADIPOQ-
rs2241766 TG+GG foi um fator de risco para o EPC em criangcas aos 4-5 anos de
idade. Em mulheres, o gendtipo ADIPOQ-rs2241766 TG+GG foi associado ao EPC
ao longo dos seis anos de seguimento. Mulheres com gendtipo TA/AA da variante
FTO-rs9939609 apresentaram maior peso € IMC em relacéo ao genotipo TT.

Palavras-chaves: gene ADIPOQ), gene LEP, gene FTO, obesidade, sobrepeso



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effect of ADIPOQ (rs2241766), LEP
(rs7799039) and FTO (rs9939609) gene variants on the weight status of mothers and
their children at six years of follow-up. This is a cohort study which is part of a larger
one, “PREDI Study”, started in 2012 and involving 435 mothers and their children
attended at a public maternity hospital in the Joinville region, SC. Sociodemographic,
economic, obstetric, biological and anthropometric data were obtained in four time
points: Baseline 2012 at the maternity hospital; 15t follow-up 2013-2014, 2" follow-up
2016-2017 and 3™ follow-up 2018, at participants' homes. Women weight status was
assessed according to body mass index (BMI). In neonates, weight status was
assessed according to INTERGROWTH-21st fetal and neonatal growth curves. For 1-
5 years and = 6 years old children, the weight status was evaluated according to the
respective growth curves according to BMI-for-age and sex. Excess boy weight (EBW)
in women was defined as BMI 225 kg/m?, and >90" percentile and = 85" percentile for
neonates and children, respectively. The genotyping of the variants ADIPOQ-
rs2241766, LEP-rs7799039 and FTO-rs9939609 were determined by the Polymerase
Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) technique.
As result, the ADIPOQ-rs2241766 TG+GG genotypes were an independent risk factor
for EBW in children aged 4-5 years (OR=2.4; 95% CI1.09-5.30). Children with LEP-
rs7799039 GA+AA genotype were 49% less likely to be born large for gestational age
(LGA) when compared to children with GG genotype (OR=0.5; 95%CI 0.3-0.8).
Longitudinal analyses revealed no significant effect of ADIPOQ and LEP gene variants
on weight status throughout the cohort. The FTO-rs9939609 gene variant was not
considered in the children's analysis because it is not in Hardy-Weinberg equilibrium.
Women carrying ADIPOQ-rs2241766 TG+GG genotype were 6.3kg heavier and had
2.7kg/m? higher BMI than those with wild TT genotype (p<0.05) at the 3 follow-up. In
longitudinal analysis, the presence of the ADIPOQ-rs2241766 TG+GG genotype in
women increased 1.5-fold the risk of EBW over the years (95%CI11.2-1.9; p<0.01).
Women with at least one risk allele (A) of the FTO-rs9939609 gene variant had higher
weight (3.22-4.24kg) and BMI (1.04-1.30kg/m?) when compared to mothers with TT
genotype in the pre-gestational period and up to one year after pregnancy (p<0.05). In
conclusion, the LEP-rs7799039 GG genotype revealed a protective effect for EBW at
birth. In contrast, the ADIPOQ-rs2241766 TG+GG genotype was a risk factor for EBW
in children aged 4-5 years. In women, the ADIPOQ-rs2241766 TG+GG genotype was
associated with EBW over the six years of follow-up. Women with TA/AA genotype of
the FTO-rs9939609 variant had higher weight and BMI compared to TT genotype.

Keywords: ADIPOQ gene, LEP gene, FTO gene, obesity, overweight
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1 INTRODUGAO

O excesso de peso corporal - EPC (sobrepeso e obesidade), definido como
acumulo excessivo e anormal de gordura corporal, € considerado uma epidemia de
ambito global, com valores de prevaléncia quase triplicados nas ultimas quatro
décadas'’3. Os dados da Organizagdao Mundial da Saude (OMS) revelam que mais de
1,9 bilhdo de pessoas apresentam EPC, o que corresponde a 39,0% da populacao
mundial®. No Brasil, 56,5% da populagdo estd com EPC e, destes, 55,4% sé&o
mulheres*. Entre as criangas, 42 milhndes com idade inferior a cinco anos no mundo
estdo com EPC'35 No Brasil, o ultimo estudo realizado em 2006 revelou uma
prevaléncia de 7,3%° de EPC.

As consequéncias do EPC estdo associadas principalmente a deficiéncia
funcional e a reducdo da qualidade de vida, com grandes taxas de morbidade e
aumento dos indices de mortalidade devido, principalmente, as comorbidades
associadas’-®. Dentre essas comorbidades incluem-se as doengas cronicas nao
transmissiveis, tais como doengas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
canceres, desordens musculo esqueléticas, entre outras®”*1°. Em mulheres, os riscos
associados ao EPC podem dobrar em comparagéo aos homens' 2, Em relacédo as
criangas, a obesidade tem sido um dos maiores desafios de salide publica do século®.
A crianga com EPC possui maiores chances de se tornar um adulto obeso acometido
por diversas comorbidades em idade precoce?>13,

O EPC é determinado pelo desequilibrio crénico no balango energético®'415, o
qual pode ser regulado por fatores socioeconémicos, culturais, comportamentais,
microbioldgicos e genéticos'16.17. A obesidade é considerada, portanto, uma doenga
complexa e multifatorial que sofre influéncia ambiental e genética para se manifestar.

Até 70% das diferengas no IMC entre individuos sao devido as variagbes
genéticas'®20 resultantes de multiplas interagbes génicas e com efeito aditivo de
variantes genéticas?’. Dentre essas variagbes genéticas destacam-se os
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP, single nucleotide polymorphism), os quais
sdo mutacgdes nao letais, presentes em mais de 1% na populagao, e quando um loco
possui mais de um alelo funcional??. Entre as variantes genéticas associadas ao EPC
destacam-se a rs2241766 do gene da adiponectina (ADIPOQ)?324, a rs7799039 do
gene da leptina (LEP)*%%, e a rs9939609 do gene da proteina associada a massa de

gordura e obesidade (FTO, fat mass and obesity-associated)?’-?8. Alguns estudos tém



sugerido que a variante ADIPOQ-rs2241766 esta associada a alteragbes nos niveis
de adiponectina plasmatica, além do aumento de gordura corporal, circunferéncia da
cintura, pressao arterial, colesterol total, aumento do risco de obesidade, sindrome
metabolica e diabetes tipo 2232933, Esse efeito ocorre devido a adiponectina regular
diversos processos metabdlicos, incluindo homeostase da glicose e metabolismo do
acido graxo®*. Assim, uma diminuig&do da concentragéo sérica de adiponectina, a qual
pode ser causada por uma alteragao genética, promove uma reducgéo na fosforilagao
de proteinas alvo por agao da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
(AMPK), uma enzima chave no metabolismo de lipideos e carboidratos35-37,
Consequentemente, o metabolismo de varios tecidos é afetado, levando a diminuigao
do gasto energético e estimulando a fome.

Para a variante LEP-rs7799039 os resultados s&do muito semelhantes. A
variante rs7799039 esta associada aos niveis séricos de leptina, bem como: peso,
estatura, IMC, circunferéncias da cintura e do quadril, pressao arterial, além do
aumento do risco de obesidade, sindrome metabdlica, diabetes tipo 2 e cancer2®26.38-
440 aumento da concentragdo dos niveis de leptina age nos neurdnios anorexigenos,
diminuindo a fome, fornecendo sinais ao hipotalamo, diminuindo o apetite e
aumentando o gasto energético*>4¢. Dessa forma, variantes genéticas no gene da
leptina afeta sua expresséo, provavelmente a nivel transcricional, alterando os niveis
de leptina secretados pelo tecido adiposo e consequentemente interferindo no
controle da saciedade*’ 48,

A variante FTO-rs9939609, por sua vez, também esta associada ao aumento
no ganho de peso, IMC, adiposidade corporal, e das chances de sobrepeso e
obesidade?”4%51, Esse efeito ocorre devido ao fato de a variante estar associada aos
niveis de grelina, um hormonio estimulador da fome®2. Em um modelo celular, a super
expressao do gene FTO reduziu os niveis de metilagcdo no RNA mensageiro (RNAm)
Né-metiladenina da grelina, aumentou os niveis de RNAm de grelina e
consequentemente sua concentragio circulante®. O FTO e a grelina parecem atuar
de forma intrinseca no controle alimentar.

Estudos genéticos longitudinais sdo ferramentas importantes para a
compreensao dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia do EPC. Adicionalmente,
arealizacao de estudos envolvendo fatores genéticos preditores de EPC pode auxiliar
na criagado de programas e estratégias individualizadas e personalizadas de acordo

com o perfil genético de cada pessoa. Quanto mais cedo for a identificagcdo de
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potenciais preditores genéticos para o EPC, mais cedo sera possivel aplicar medidas
preventivas e intervengdes especificas, tais como dietas adequadas, atividade fisica
e acompanhamento psicolégico de forma a evitar o aumento das taxas de sobrepeso
e obesidade.

Em criangas, essas estratégias podem iniciar durante o desenvolvimento
intrauterino, com intervengdes maternas, e prosseguir durante a infancia. As maes
tém um importante papel na construgao de habitos de vida, visto que, além de
cuidarem de sua propria saude séo, em geral, as principais responsaveis pelo cuidado
na alimentagao e estilo de vida de seus filhos%. Identificar os preditores genéticos em
maes e seus filhos e realizar o acompanhamento nutricional ao longo dos anos torna-

se uma valiosa ferramenta de prevencgao para diminuir o risco do EPC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das variantes dos genes ADIPOQ (rs2241766), LEP (rs7799039) e
FTO (rs9939609) no estado nutricional de maes e seus filhos ao longo de seis anos

de seguimento.

2.2 Objetivos especificos

+ Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas das variantes dos genes
ADIPOQ (rs2241766), LEP (rs7799039) e FTO (rs9939609) nas maes e seus
filhos.

» Avaliar o estado nutricional (IMC) da mé&e e da crianga (curvas de crescimento
neonatal e IMC-para-idade) ao longo dos seguimentos.

+ Testar se existe associacdo entre variaveis ambientais (socioeconémicas,
bioldgicas, obstétricas), antropométricas e genéticas (variantes ADIPOQ-
rs2241766, LEP-rs7799039 e FTO-rs9939609) da mae e da crianca.

» Estimar os efeitos brutos e ajustados das variantes ADIPOQ-rs2241766, LEP-
rs7799039 e FTO-rs9939609 da mae como preditoras do estado nutricional
materno ao longo dos seguimentos do estudo.

» Estimar os efeitos brutos e ajustados das variantes ADIPOQ-rs2241766, LEP-
rs7799039 e FTO-rs9939609 da crianga no estado nutricional infantil ao longo

dos seguimentos do estudo.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Excesso de peso corporal em mulheres e criangas

3.1.1 Etiologia do excesso de peso corporal e sua interface interdisciplinar

O sobrepeso e a obesidade séo definidos como acumulo excessivo e anormal
de gordura corporal %4. O EPC ¢é considerado uma consequéncia de um desequilibrio
energético cronico, com um balango energético positivo'*'°, Este, por sua vez, é
definido pelo aumento do consumo energético — quantidade de calorias consumidas
e diminuicdo do gasto energético, seja ele gasto basal, gasto pela termogénese, ou
gasto pela atividade fisica'*'®. Alteragbes nos mecanismos relacionados a
homeostase energética podem ser herdadas ou adquiridas como consequéncia da
exposicdo ambiental’.

A etiologia do EPC é complexa e multifatorial, envolvendo interagcdes entre
fatores enddgenos ou biolégicos, como os genéticos, fatores exdgenos ou ambientais,
incluindo aspectos socioecondémicos, culturais, comportamentais, de estilo de vida, e
até mesmo fatores envolvidos na microbiota intestinal4.16.17.55-58 Qg fatores exdgenos
suscitam um ambiente propicio ao desenvolvimento da obesidade, denominado
“ambiente obesogénico”. Segundo Swinburn et al. %°, o ambiente obesogénico é “a
soma das influéncias que o entorno, as oportunidades ou as condi¢cdes de vida tém
para promover a obesidade em individuos ou populag¢des”. O ambiente obesogénico
se refere a disponibilidade barata e facil no consumo de uma dieta altamente calérica
e um estilo de vida sedentario, o qual leva a um balango energético positivo?'. Os
habitos alimentares podem também contribuir para a expresséo de diferentes genes
potencialmente associados ao desenvolvimento da obesidade?".

Os fatores associados a obesidade, com destaque a genética, ao gasto
energético e a atividade fisica'®, podem ser melhor visualizados na Figura 1. Os
fatores genéticos possuem relagao intrinseca com o EPC e interagem com os fatores
relacionados ao gasto energético e a atividade fisica'®. Dentre os fatores relacionados
ao consumo energético, destacam-se o consumo de altas taxas de gordura, de
carboidratos simples e de deficiéncia no consumo de fibras; consumo influenciado
principalmente pela industria alimenticia e também pela disponibilidade destes

alimentos™. Ainda, associado ao gasto energético, outro fator relevante é a exposigao



a alimentos ultra processados, com alta densidade energética e pobres em nutrientes,
os quais sdo geralmente mais baratos e de facil aquisicdo®. O estilo de vida
inadequado atrelado ao acesso limitado a atividade fisica, bem como aos habitos
sedentarios como elevado tempo de tela (televisdo, computador, celular, tablets), e
uso de meios de transporte motorizados também influenciam na reducao da atividade
fisica®'®. Valores e normas culturais também influenciam na percepgdo de saude,
principalmente em criangas e mulheres®. Os fatores ambientais contribuem para o
desenvolvimento da obesidade, visto que, no que tange a prevengao, ha escassez na
promogao ou incentivo a atividade fisica, ao acesso a op¢des de alimentos saudaveis,

e agdes de efeitos culturais e sociais®.

Figura 1 - Etiologia da obesidade

Obesidade
Gasto energético | —~ % »[ Atividade fisica
Fy y'y
Microbiota Fatores
intestinal genéticos

Fatores diretamente
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gordura Acefs? inadequado a - Horasem frentea TV
- Altoconsumode prdtica de esportes - Excesso de uso de meios
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- Deficiéncia no consumo

de fibras Estilo de vida

Comidas industrializadas
- Alimentos fritos
- Bebidas carbonadas

Disponibilidade de
comidas e recursos

Fonte: Adaptado de Jiménez, 2013

Adicionalmente aos fatores genéticos, alimentares e de atividade fisica, na
populagcao feminina adulta existem, ainda, fatores relacionados a histéria reprodutiva
da mulher. Esses fatores sao considerados determinantes para seu estado nutricional,

e incluem numero de gestagdes, paridade, intervalo interpartal, ganho de peso
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gestacional, idade da primeira gestacao, esterilidade e menopausa?33%'. O ganho de
peso antes, durante e apos o periodo gestacional ndo afeta somente a gestagao atual,
mas também contribui para o desenvolvimento tardio da obesidade nas mulheres®263,
A gestacdo é um importante fator de vulnerabilidade para algumas mulheres
desenvolverem EPC®3,

Em criangas, outros preditores para EPC também merecem atencéo,
destacando: 1) doengas enddcrinas 2) anormalidades hipotaldmicas congénitas ou
adquiridas; 3) exposicbes intrauterinas a diabetes gestacional; 4) adiposidade
materna; 5) EPC pré-gestacional materno; 6) ganho de peso gestacional excessivo
materno; 7) peso ao nascer; 8) aleitamento; 9) rebote de adiposidade (recuperagao
precoce do IMC no periodo pods-infancia); 10) dieta rica em agucares; 11) gasto
energético reduzido devido aos baixos niveis de atividade fisica; 12) aumento das
horas em frente a televisdo e outros eletrénicos; 13) menor duragdo de sono; 14)
infecgbes microbianas e composigéo da flora intestinal, entre outros fatores®6->%-64,

Outra questao importante a ser considerada refere-se ao risco de obesidade
ser passada de geragdao em geragcao como resultado de fatores comportamentais e
bioldgicos®>®3. As influéncias comportamentais passam de geragdo a geragdo a
medida que os filhos herdam o habito de vida da familia, incluindo a situagao
socioecondmica, normas e comportamentos culturais, habitos alimentares e de
atividade fisica®. Ja os fatores bioldgicos estéo relacionados ao desenvolvimento fetal
e da primeira infancia, influenciados pela nutricdo materna, por acdes da microbiota
materna-fetal, bem como fatores genéticos e epigenéticos de origem paterna e
materna®®°.

Sendo assim, entende-se que a obesidade € uma condigcdo multifatorial que
possui base genética, mas necessita também da existéncia de um ambiente favoravel

(obesogénico) para se manifestar®.

3.1.2 Prevaléncia de excesso de peso corporal no Brasil e no mundo

A obesidade é considerada uma epidemia de ambito global, tendo sua
prevaléncia mundial quase triplicada no periodo de 1975-2016"-3. Estima-se que pelo
menos 7671 pessoas morrem por dia como resultado do EPC e obesidade3. Segundo
os dados mundiais da OMS, em 2016 mais de 1,9 bilhdo (39,0%) de adultos estavam

com EPC, nas mesmas proporgdes entre homens e mulheres (39,0%), e mais de 650
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milhGes (13,0%) j& eram considerados obesos®. Dentre os obesos, 11,0% eram
homens e 15,0% era mulheres?. As projegdes para 2025 s&o de 2,5 bilhdes de adultos
com EPC e 700 milhdes obesos. Entre as criangas, esses valores podem chegar a 75
milhGes para o EPC3.

No Brasil, segundo a ultima Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF) do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e Ministério da Saude realizada
em 2010, 46,6% dos adultos estavam com EPC, sendo 51,0% entre os homens e
42,3% entre as mulheres®’. Dados da OMS de 2016 revelam uma prevaléncia de
56,5% de EPC na populagao brasileira, sendo que 55,4% do sexo feminino estava
acima do peso*. De acordo com a Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecédo para Doengas cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel) do Ministério da
Saude de 2018, 55,7% dos brasileiros adultos estavam com EPC e 19,8% eram
considerados obesos, com uma prevaléncia ligeiramente maior entre as mulheres
(20,7%)88. Na capital do estado de Santa Catarina, Floriandpolis, a frequéncia de EPC
em adultos foi de 52,1% e entre as mulheres a prevaléncia foi de 46,0%%. Em
Joinville/SC e regiao, estudos prévios do estudo PREDI indicam uma prevaléncia de
EPC em mulheres de 39 a 62%°°.

Em relagao a criangas e adolescentes, a obesidade esta atingindo propor¢des
alarmantes em varios paises, mas principalmente em paises com baixa ou média
renda, como o Brasil, onde vivem 2/3 das criangas com EPC'5. Mundialmente,
aproximadamente 42 milhdes (7,0%) de criangas menores de 5 anos de idade
estavam com sobrepeso em 20163. De acordo com a OMS, no Brasil, a prevaléncia
de EPC em criangas menores de 5 anos em 2014 era de 5,0 a 9,9%°. Especificamente
na regiao de Joinville/SC, dados do estudo PREDI indicam uma prevaléncia de 30,6
a 41,3% de EPC em criancas de 2-4 anos de idade®"".

Em criancas e adolescentes de 5-19 anos, 340 milhdes estavam com EPC em
2016 no mundo, aumentando de 4,0% em 1975 para mais de 18,0% no ano de 20163.
Aproximadamente 18,0% das meninas e 19,0% dos meninos estavam com EPC em
2016 e 6,0% das meninas e 8,0% dos meninos ja eram considerados obesos®. De
acordo com uma analise sistematica realizada com estudos de 1980-2013, em paises
em desenvolvimento como o Brasil, a prevaléncia de EPC em criangas de 2-19 em
2013 era de 12,9% para meninos e 13,4% para meninas’.

Especificamente no Brasil, os dados s&o mais expressivos, 22,1% dos meninos

e 24,3% das meninas menores de 20 anos estavam com sobrepeso; e 6,8% dos
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meninos e 7,6% das meninas ja eram considerados obesos'. Dados reportados em
2016 pela OMS apresentam valores mais elevados de EPC em criangas brasileiras
de 5-19 anos, sendo 29,7% para meninos e 26,3% para meninas, com uma
prevaléncia geral de 28,0%2. Em Santa Catarina, alguns estudos demonstram uma
prevaléncia de EPC em criangas variando de 29,7% a 44,0%737°,

De maneira geral, a prevaléncia do EPC aumenta de acordo com a idade, com
excegdo da fase da adolescéncia, entre 15-19 anos, e apds os 70 anos de idade’
(Figura 2). Com relagédo a obesidade, sua prevaléncia é substancialmente maior em
mulheres na idade adulta do que em homens' (Figura 2). Nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, as prevaléncias de EPC e obesidade sdo maiores

para as mulheres em comparagéo aos homens'.

Figura 2 — Prevaléncia de EPC no mundo, segundo idade e sexo, 2013
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Fonte: Adaptado de Ng et al.

3.1.3 Fatores de risco associados ao excesso de peso corporal

A obesidade é uma doenga grave, casualmente associada a deficiéncia
funcional e a reducdo da qualidade de vida, com elevadas taxas de morbidade, e
aumento da mortalidade’®. A obesidade ¢ o maior fator de risco para outras
comorbidades e doengas cronicas n&o transmissiveis, como doencgas

cardiovasculares (hipertensao e infarto); diabetes mellitus tipo 2; hipercolesterolemia;
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cénceres, incluindo cancer endometrial, de mama, ovario, prostata, figado, vesicula
biliar, rim e célon; desordens musculo esqueléticas, especialmente osteoartrite;
incapacidade laboral; e apneia do sono37%19.55 Adicionalmente, a obesidade possui
também consequéncias fisicas e psicolégicas durante a infancia, adolescéncia, e vida
adulta®.

Na idade adulta, o EPC afeta tanto homens quanto mulheres. Entretanto, em
mulheres, o EPC encontra-se mais fortemente associado a outras doengas, como
diabetes tipo 2 e doengas crbnicas, podendo dobrar o risco em comparagao aos
homens'" 12, A obesidade é um fator de risco independente para o desenvolvimento
de doenca arterial coronariana no sexo feminino e um importante fator de risco
modificavel para prevencdo de doencgas cardiovasculares’?. Em mulheres, a
obesidade pode levar a disturbios enddcrinos e reprodutivos, tais como: puberdade
antecipada; ciclo menstrual irregular; sindrome do ovario policistico e redugédo dos
efeitos dos métodos contraceptivos hormonais, no entanto, apresenta taxas de
fecundidade reduzidas e qualidade de odcitos e embrides alteradas’®7°. A obesidade
também esta associada a diminuicdo da intengdo, iniciacdo e duragdo da
amamentacdo bem como ao aumento dos riscos de multiplos céanceres, como
endometrial, cervical, de mama e de ovario’®. O aumento do risco de hipertenséo,
sindrome metabdlica, resisténcia insulinica, dislipidemias, inflamagao sistémica,
apneia do sono e mortalidade sao outros fatores comumente associados obesidade
nas mulheres®.

Em criangas, por sua vez, a obesidade se tornou um dos maiores desafios para
a saude publica no século 21. Um grande numero de criangas apresenta risco de
obesidade mesmo antes do nascimento®. A grande preocupacao se deve ao fato de a
crianga com EPC possuir maior propensao a se tornar um adulto obeso3. A obesidade,
por si s6, € uma causa direta de morbidades na infancia, incluindo complicacées
gastrointestinais, musculoesqueléticas, ortopédicas, apneia do sono e atraso nas
fungdes cognitivas®'3. Na Figura 3 sdo demonstrados alguns dos fatores de risco
associados a obesidade na infancia. Alguns estudos tém demonstrado que o peso ao
nascer esta associado ao aumento do IMC na fase adulta e ao desenvolvimento tardio
da obesidade, diabetes, dislipidemias e doencas cardiovasculares®'-84. Entretanto, a
obesidade infantil ainda parece ser subestimada como um problema de saude publica,
uma vez que em algumas culturas e regides do mundo uma criangca com EPC é

frequentemente considerada como saudavel®.
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Figura 3 — Comorbidades e complicagdes da obesidade infantil
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3.2 Genética da obesidade

A obesidade é uma doenga complexa, determinada por fatores genéticos bem
como pelo ambiente obesogénico?>8. Em geral, 40 a 70% da diferenga de IMC é
atribuida a variagdo genética interindividual'®2?%. Estudos com gémeos tém revelado
que 60 a 90% da variagéo do IMC na populagéo é influenciada por efeitos genéticos®’.
Diversos genes tém sido investigados por possuirem evidéncias bioldgicas,

fisiologicas e farmacolégicas no envolvimento das vias centrais e periféricas que
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controlam o consumo e gasto energético®®. O T-HOD (Text-mined Hypertension,
Obesity, and Diabetes candidate genes database), um banco de dados de genes
candidatos a hipertensdo, obesidade e diabetes baseados na literatura cientifica,
revelou 1077 genes associados a obesidade®.

A contribuicdo genética para a obesidade difere-se dos padrdes de heranga
mendelianos tradicionais (heranga monogénica), sendo a herancga poligénica a mais
comum (95%), por ser o resultado de multiplas interacdes génicas para a
manifestagéo do fendtipo?'. Na herancga poligénica, cada gene associado a obesidade
possui pequena contribuicdo para este desfecho'#%. Mesmo assim, a variagédo
herdada através de um conjunto de loci desempenha um papel importante na
determinacao do estado nutricional do individuo e como o mesmo € influenciado por
fatores ambientais, tais como dieta e atividade fisica'4.

A maioria dos estudos relacionados a variagdes genéticas e obesidade é
realizada com analises de SNPs pelo estudo de genes candidatos e mais
recentemente pelos estudos amplos de associagao ao genoma (GWAS, genome-wide
association studies)'*?'. Os SNPs, também denominados variantes genéticas
pontuais, sao alteragdes genéticas derivados de mutagdes ndo letais, no qual um loco
possui mais de um alelo funcional, estando presentes na populagdo com uma
frequéncia de no minimo 1%?2. Parte dessas variantes genéticas gera alteragdo na
funcionalidade de genes, afetando a estrutura da proteina ou alterando a localizagao,
quantidade ou tempo em que a proteina é produzida®. Entre as variantes associadas
ao EPC destacam-se os polimorfismos do gene da adiponectina (ADIPOQ)%3%4, do

gene da leptina (LEP)?>26 e do gene do fat mass and obesity-associated (FTO)?7-28,

3.2.1 Gene da adiponectina

O gene da adiponectina, também conhecido como ADIPOQ, ACDC, ADPN,
APM1, APM-1, GBP28, ACRP30, ADIPQTL1, esta localizado no cromossomo 3 na
regido 3q273591.92,

A adiponectina € uma adipocitocina reconhecida por ser a proteina mais
abundante secretada pelos adipdcitos3”:93-9%. Com funcdo hormonal, a adiponectina é
composta por 224 aminoacidos e peso de 30 kDa que circula em altas concentracdes
(5-30 pg/mL) no plasma, sendo induzida durante o processo de adipogénese e

envolvida em processos metabolicos e hormonais3%°1:92.97 Descoberta em meados de

25



1990 por Scherer et al. %8, a adiponectina participa da homeostase energética, através
do catabolismo de carboidratos e lipideos, e configura-se como uma molécula de
sinalizagdo para o tecido adiposo, sendo afetada pela obesidade®-%°. Estudos
posteriores ao de Scherer et al. % reforcaram ainda a existéncia de associagéo da
adiponectina com a oxidagdo de acidos graxos e sensibilidade a insulina3>%. A
adiponectina possui efeitos antidiabéticos, anti-inflamatérios, anti-aterogénicos e
cardioprotetivos37-93.94,

Diferentemente das demais adipocitocinas, a adiponectina possui correlagao
inversa com o IMC, seus niveis plasmaticos circulantes estdo diminuidos em
individuos obesos3%100.101 QO efeito contrario também parece ser verdadeiro: baixos
niveis séricos de adiponectina podem levar ao aumento do risco de obesidade,
acumulo de gordura visceral, resisténcia insulinica, diabetes, sindrome metabdlica e
doencas cardiovasculares’??199, Alguns estudos mostraram que mutagdes no gene
ADIPOQ levam a hipoadiponectinemia®-%"% e a alteragdes do peso corporal, da
circunferéncia da cintura, do colesterol total e da pressao arterial’'®'"!. Dentre essas
mutagdes, a variante rs2241766 parece influenciar na expressdo de adiponectina'?,

Os efeitos fisiolégicos da adiponectina s&do indiretos e ndo claramente
elucidados. Entretanto, a AMPK parece estar intimamente relacionada a adiponectina,
controlando seus efeitos''3. Na Figura 4 & possivel observar os tecidos e enzimas-
alvos e o efeito fisiolégico da adiponectina no organismo pela agao da AMPK:

a) O jejum prolongado resulta na diminuigao das reservas de triacilgliceréis no
tecido adiposo, desencadeando dessa forma a producio e liberagdo da
adiponectina pelos adipdcitos’3.

b) A adiponectina plasmatica em niveis elevados liga-se aos seus receptores
de membrana plasmatica em varios érgaos e tipo celulares, fazendo com
que os processos de gasto de energia sejam diminuidos e os processos de
geracgao de energia sejam estimulados™'3.

c) Dessa forma, a adiponectina ativa a AMPK, que por sua vez fosforila
proteinas-alvos criticas para o metabolismo de lipideos e carboidratos e
altera o metabolismo de varios tecidos, distanciando-os dos processos que
consomem energia, como a sintese do glicogénio, de acidos graxos e de

colesterol'13,

26



d) A adiponectina altera o metabolismo nos tecidos extra-hepaticos para o uso
de acidos graxos como energia (oxidagcdo de acidos graxos), aumento da

glicolise e desencadeia a gliconeogénese no figado'3.

Figura 4 — Mecanismo de ac&o da adiponectina através da AMPK
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Portanto, a hipoadiponectinemia proveniente da acdo de variantes genéticas
no gene ADIPOQ determina uma agao inversa, com diminuigdo da agédo da AMPK e
consequentemente aumento da sintese de acidos graxos, de triacilglicerois, colesterol
e glicogénio. Essas mudangas tém efeito sobre o metabolismo energético

ocasionando alteragdes do peso corporal''4.

3.2.1.1 Variante rs2241766 do gene ADIPOQ

A variante rs2241766, conhecida também por SNP +45T>G, representa a
transversao do nucleotideo Timina (T) pelo nucleotideo Guanina (G) na posi¢ao 45 do
éxon 2 do gene codificante da adiponectina (Figura 5), levando a uma mutagao
silenciosa GGT—GGG, Gly—Gly, a qual impacta nos niveis séricos da
proteina'?11%116 A prevaléncia do alelo G é de aproximadamente 15,0% para a
populagdo de modo geral, sem distingao de raga'"”.
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Figura 5 — Organizacao gendmica da variante genética ADIPOQ-rs2241766
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Fonte: Adaptado de Gene Cards (http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=
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rs2241766

Em um estudo de revisao sistematica, o genétipo GG da variante rs2241766 foi
associado ao aumento do risco de obesidade em 1,39 vezes em relagdo ao gendtipo
TT?. No entanto, o mesmo estudo mostrou que apds analise por sub grupo de
diferentes populagdes, o efeito do gendtipo no risco de obesidade mostrou-se efetivo
somente na populagdo chinesa?. Outra meta-andlise realizada com a populagdo
chinesa revelou que o alelo G da variante rs2241766 esta associado ao risco de
sindrome metabolica®?. Chineses portadores do alelo G possuem menores
concentracbes plasmaticas de adiponectina, maiores chances de apresentarem:
diabetes tipo 2, altos niveis de pressao arterial sistolica e diastélica, lipoproteinas de
baixa densidade, e colesterol total; diminuicdo da sensibilidade a insulina e aumento
da resisténcia insulinica?®. Em outro estudo com uma populagdo mexicana-mestica,
os autores verificaram associagao entre o alelo G e o risco de acumulo de gordura
corporal em individuos obesos, entretanto sem afetar os niveis plasmaticos de
adiponectina®®.

Na populagdo iraniana e egipcia, o gendtipo GG+TG foi associado ao aumento
do risco de diabetes tipo 2 em 157,0% e 548,0%, respectivamente3®'?0, e com
diminuicdo dos niveis séricos de adiponectina na populagédo egipcia'?, quando
comparados com os portadores do genétipo TT. Em europeus, o alelo G da variante
rs2241766 foi associado a obesidade, a menores niveis de adiponectina e
sensibilidade a insulina, e aumento das concentragdes de colesterol total e colesterol-
LDL104110.121  Qutros autores demonstram haver associagdo entre o alelo T e baixas
concentragbes de HDL-c'?2, e o gendtipo TT e maiores niveis de colesterol total e

maior circunferéncia da cintura®'; resultados opostos aos descritos anteriormente.

28



3.2.2 Gene da leptina

O gene da leptina, também conhecido por LEP, OB, OBS ou LEPD, esta
localizado no cromossomo 7 na regido 7q31.3'2%, e codifica o hormonio da leptina,
uma proteina composta por 167 aminoacidos, com peso molecular de 16 kDa'2*.

A leptina é sintetizada principalmente pelos adipécitos do tecido adiposo
branco, e em menores quantidades por outras células'?®126, A maior predominancia
de RNAm de leptina ocorre no tecido adiposo branco, sendo encontrados também, no
tecido adiposo marrom e tecidos periféricos, incluindo coragao, placenta, estémago,
glandulas mamarias, glandulas salivares, ovarios e em alguns 6rgéos fetais (coragéo,
osso/cartilagem, cérebro)'?6.127. Os maiores niveis de expressdo de RNAm da leptina
sdo encontrados no tecido adiposo subcutdneo, especificamente em adipdcitos
subcutaneos, em comparagao ao tecido adiposo visceral'?8-131, Em geral, as mulheres
possuem niveis mais elevados de leptina, podendo apresentar um aumento de 40%
dos niveis quando comparadas aos homens'?%-132, Essa diferencga entre os sexos esta
relacionada as diferengas na distribui¢cao de tecido adiposo, bem como as diferencas
hormonais'?®132, Além disso, a expressdao de RNAm da leptina no tecido adiposo
aumenta durante a infancia, atingindo a capacidade maxima na idade adulta°.

Tanto a expresséo da leptina como seus niveis séricos estao correlacionados
a gordura corporal e ao tamanho do adipécito33, o que identifica a quantidade de
gordura corporal como o principal determinante para os niveis circulantes deste
hormonio'34. A leptina esta proporcionalmente relacionada a adiposidade corporal3s,
e encontra-se usualmente elevada em individuos obesos e positivamente
correlacionada com IMC, percentual de gordura corporal e quantidade de gordura
corporal'24125.136-138 - Devido ao tamanho aumentado das células adiposas em
individuos obesos, os niveis de leptina e sua excregao é até sete vezes maior ao de
individuos eutrdficos’3%.140, Alguns autores sugerem que a leptina possui fungéo
enddcrina e que seu mecanismo de acao esta relacionado a manutencao do controle
homeostatico da massa do tecido adiposo através da atividade dos circuitos neuronais
com efeitos sobre o consumo alimentar, gasto energético e metabolismo41.142,

A leptina é considerada o horménio da saciedade, agindo em neurdnios
anorexigénicos (inibidores do apetite), fornecendo sinais ao hipotalamo e
consequentemente, levando a diminuicdo do apetite e ao aumento de gasto

energético*>113124141 - Apds ser produzida, a leptina & secretada na corrente
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sanguinea e transportada até o cérebro*%3*, O aumento dos niveis sanguineos de
leptina age através de duas vias em seus receptores especificos no hipotalamo,

especificamente no nucleo arqueado (Figuras 6 e 7):

Figura 6 — Vias de acdo da leptina no hipotalamo — situagao de elevada concentragao
circulante
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a) Inibindo o efeito dos neurdnios orexigénicos (estimuladores de apetite) e,
portanto, impedindo a secrecao de seus estimuladores neuropeptidio Y
(NPY) e peptideo relacionado ao gene agouti (AgRP), levando a diminuigao
do apetite e aumento da termogénese pela ativacdo do sistema nervoso
simpatico;

b) Estimulando os neurbnios anorexigénicos, como o pré-opiomelanocortina
(POMC), provocando a sintese e liberagdo do inibidor alpha-melandcito
estimulante/melanocortina (alpha-melanocyte-stimulating hormone, a-
MSH), o qual inibe o consumo alimentar e aumenta o gasto

energético45,46,113,124,141,144_
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No entanto, a queda nos niveis de leptina plasmatica estimula os neurdnios
orexigénicos NPY e AgRP, levando ao aumento do apetite e diminuindo o

metabolismo energético basal’#.
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Figura 7 — Papel dos neurbnios do nucleo arqueado na sinalizacdo da adiposidade pela
leptina. a) O aumento da acao da leptina no nucleo arqueado inibe a via anabdlica NPY/AgRP
e estimula a via catabdlica POMC, resultando na redugcdo do consumo energético e anorexia.
b) Via de sinalizagdo na deficiéncia de leptina, onde ocorre bloqueio de receptores
melanocortina e aumento do consumo energético, levando a obesidade
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O mecanismo de agao da leptina esta apresentado na Figura 8. A ligacéo da
leptina induz a dimerizagdo do seu receptor, seguida da fosforilagdo de residuos
especificos de tirosina (Tyr) do receptor, catalisada pela enzima Janus-cinase (JAK),
resultando em um residuo de P-Tyr em seu dominio intracelular''3146_ Os residuos de
P-Tyr tornam-se locais de ancoragem para proteinas transdutoras de sinal e
ativadoras de transcrigdo (STAT)''3146, As STAT dimerizam-se e sdo translocadas
para o nucleo celular, onde ligam-se a regides reguladoras especificas no DNA e
estimulam a transcricdo de genes-alvo, incluindo o gene POMC, precursor da a-MSH
(responsavel pela inibigio do consumo alimentar e aumento do gasto
energético)''3146. Além disso, a leptina tem uma acdo direta na regulagdo do
metabolismo do tecido adiposo através da inibicdo da lipogénese e estimulagao da

lipdlise™47:148,
Figura 8 — Mecanismo Janus-cinase-proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de
transcricao (JAK-STAT) da transducao de sinal da leptina no hipotalamo
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Fonte: Nelson and Cox '3

Apesar de alguns individuos, sobretudo os obesos, apresentarem elevados

niveis de leptina enddgena, seu efeito parece nao ter eficacia, devido a resisténcia a
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leptina*®133.142_ A resisténcia a leptina é definida como uma incapacidade de a leptina
entrar no fluido cerebrospinal e alcangar as regides hipotalamicas responsaveis por
regular o apetite*>133.142_ Baixos niveis de leptina também podem ser considerados
uma alteracdo nao benéfica considerando o EPC. A deficiéncia de leptina, causada
por mutagdes genéticas, ndo somente aumenta o consumo alimentar, como também
ativa respostas biologicas que reduzem o gasto energético, sustentando e mantendo
o tecido adiposo'#?. Em pessoas sem a mutagdo, essa resposta é ativada somente
apos o jejum com queda dos niveis plasmaticos de leptina’#2. Uma dessas mutagoes
no gene LEP é a variante rs7799039%%38, Em adultos com deficiéncia de leptina, a
terapia com reposi¢ao diaria de leptina humana recombinante reduz o consumo

energético em 84,0% reduzindo os escores de fome sem mudanga na saciedade'#°.

3.2.2.1 Variante rs7799039 do gene LEP

A variante rs7799039, também designada como LEP G-2548A, encontra-se na
regido promotora 5’ do gene, e consiste na substituicdo de uma guanina (G) por uma
adenina (A) no nucleotideo -2548 do sitio de iniciagdo ATG 26:3°, possuindo 40,0% de

prevaléncia para o alelo A na populagéo ' (Figura 9).

Figura 9 — Organizagao gendmica da variante genética LEP-7799039
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Fonte: Adaptado de Gene Cards (http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=LEP
&keywords=lep) e Kroll '8

Essa mutacdo na regido promotora do gene da leptina afeta a expressao
génica, provavelmente a nivel transcricional, e a secregdo das taxas de leptina do
tecido adiposo*'4’. Alguns estudos tém revelado que a variagao na sequéncia do gene

pode alterar os niveis circulantes deste horménio e consequentemente levar a um
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disturbio no controle da saciedade*'4’. Entretanto, os resultados referentes a variante

rs7799039 sao ainda controversos em relagao ao alelo de risco.

Presenca do alelo G como fator de risco para o excesso de peso corporal

Alguns autores sugerem que o alelo A e o gendtipo AA estdo associados ao
aumento dos niveis de leptina e de RNAm, podendo apresentar 50,0% maiores niveis
de leptina e 60,0% a mais de RNAm quando comparadas aos gendtipos GA/GG*'.
Outros estudos demonstram, ainda, que o alelo G e o gendétipo GG estdo associados
a menores niveis de leptina e sdo mais frequentes em individuos com EPC?%>38 ¢
obesidade extrema*?#4. Individuos com EPC s&o mais sensiveis ao ganho de peso
devido a baixa sinalizagdo de leptina no sistema nervoso central*’. A associagéo do
alelo G com o risco de obesidade foi reportada em europeus3®, aborigenes
taiwaneses, brasileiros?®, caucasianos*?’, afro-americanos e paquistaneses*3. Em
recém-nascidos brasileiros, o gendtipo GG esta associado ao estado nutricional,
levando a um aumento de duas vezes as chances da crianga nascer grande para
idade gestacional quando comparadas aos genotipos GA+AA52,

Alguns autores sugerem que o alelo G esta associado a maiores niveis de
leptina e aumento do IMC2543, Mulheres portando o alelo G possuem maiores niveis
de leptina e de IMC, apresentando quatro vezes maior risco de obesidade quando
comparadas as portadoras do alelo A%5. Em criangas e adolescentes o alelo G é mais
prevalente em obesos e esta associado ao aumento do IMC, circunferéncia de cintura
e do quadril, pressdo arterial sistolica e diastdlica, maiores niveis de leptina e

fibrinogénio quando comparadas a portadores do gendtipo AA%3,

Presenca do alelo A como fator de risco para o excesso de peso corporal

Ainda que alguns autores tenham demonstrado que o alelo A apresenta risco
para excesso de peso corporal, outros sugerem que o genoétipo AA esta associado ao
risco de obesidade, sendo o gendtipo AA mais frequente em individuos
obes0s?6:193.154 Um estudo de coorte recrutado com paquistaneses demonstrou haver
maior prevaléncia do alelo A no grupo de obesos, além da sua associagao com peso,
estatura, IMC, circunferéncia da cintura, e menores niveis de leptina e de HDL-c*'. Em

indianos, o gendtipo AA foi associado ao aumento do risco de obesidade em até
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84,0%"%3. O gendtipo AA também foi associado ao aumento do risco de sindrome
metabdlica e obesidade em tunisianos, sendo que individuos portadores dos
gendtipos AG e AA possuem respectivamente 1,81 e 3,4 vezes maior chance de
serem obesos, quando comparados a portadores do genotipo GG?6. Apesar dos
genotipos AA+AG também estarem associados ao aumento do IMC em pacientes
turcos, ha também aumento dos niveis de leptina’®*. Além da sua associagdo com o
estado nutricional, o gendtipo AA é um fator de risco independente para a diabetes
tipo 2 em mulheres, e o alelo A também demonstrou estar associado ao aumento do
risco de cancer, principalmente de prostata e de mama em caucasianos®®. Um estudo
realizado com gestantes brasileiras revelou que o alelo A foi associado ao aumento
do risco de ganho de peso gestacional excessivo, entretanto sem efeitos sobre o IMC
pré-gestacional e sobre a concentragdo de leptina durante a gestag&o'®. Ainda em
brasileiras, gestantes portadoras do alelo A apresentaram maior consumo energético
e de gorduras, e tiveram maiores concentragdes de triglicerideos durante a gestagéo,
quando comparadas a portadoras dos gendtipos AG ou GG,

A razao para a divergéncia nos resultados em relagédo aos alelos ainda nao foi
claramente elucidada, mas deve-se provavelmente as diferencas de idade, sexo,
etnia, gordura corporal, métodos de avaliagdo do estado nutricional, tamanho
amostral, diferenga nos critérios de selecdo da amostra, bem como a interagcado de

gene-ambiente e do gene com outras variantes e receptores do gene da leptina*’-1%2,

3.2.3 Gene da proteina associada a massa de gordura e obesidade

O gene FTO localiza-se no cromossomo 16 na regido 16q12.2'%" e produz uma
proteina de 505 aminoacidos e peso molecular de 58 kDa'?81%° O FTO codifica a
enzima 2-oxoglutarato acido nucleico-dependente desmetilase, cuja fungéo € remover
grupos metil do DNA e/ou, principalmente, do RNA'6.161 A proteina FTO catalisa a
desmetilagdo do 3-metiluracil e da Né-metiladenina na presenca de ferro (Fe) e 2-
oxoglutarato (2-OG), liberando assim succinato, formaldeido e diéxido de carbono, e
formando uracil e adenina (Figura 10)'%2. O 3-metiluracil e o Né-metiladenina sao
amplamente encontrados em RNA ribossdmico e RNAm, respectivamente’62.

O gene FTO é expresso em diversos tecidos corporais, especialmente na
regido hipotalamica, responsavel por controlar a ingestao alimentar; especificamente

nos nucleos arqueados, paraventricular, dorsomedial e ventromedial15%.163.164 regiGes
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que englobam genes-chave como NPY, AgRP, POMC e receptor de melanocorina 4
(MC4R)'%4, H4, ainda, correlagéo positiva entre os niveis de RNAm de FTO no tecido
adiposo subcutéaneo e o IMC'851%6  com um maior nivel de RNAm em tecido adiposo
de individuos obesos'®".

O FTO foi o primeiro gene de susceptibilidade a obesidade identificado por
analise ampla do genoma (GWAS, Genome Wide Association)?’-1%8 e possui o locus
com maior efeito sobre IMC e risco de obesidade %170 com 15 grupos de variantes
identificadas'”", dentre elas a rs99396092”. Alguns estudos sugerem que o gene FTO

estd associado ao risco de obesidade da infAncia a idade adulta?”:172-175,

Figura 10 — Atividade bioquimica do FTO. Em ensaio in vitro, o FTO é capaz de catalisar a
desmetilagdo dependente de Fe (IlI) e 2-OG do 3-metiluracil e N8-metiladenina em uma fita
unica de DNA e RNA para uracila e timina, respectivamente. O 3-metiluracil encontra-se
amplamente no RNAr, enquanto que o N®-metiladenina é encontrada no RNAm, assim as
consequéncias da desmetilacdo podem estar associadas na formacdo adequada de
ribossomos, bem como possuir influéncia na traducao de proteinas.
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Fonte: Adaptado de Gulati and Yeo %2

O gene FTO pode influenciar a homeostase energética através de um efeito
direto no consumo alimentar'4170_ Além de estar associado ao aumento do consumo
energético'”3176.177 o gene FTO também esta relacionado ao aumento do consumo
dietético de gorduras ou proteinas'’8, aumento do apetite e diminuicdo da

saciedade'7%180 escolha por alimentos ricos em calorias'!, e a perda do controle
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alimentar'®. Entretanto, o mecanismo exato responsavel pelo efeito do FTO na

obesidade ainda nao esta completamente elucidado.
3.2.3.1 Variante rs9939609 do gene FTO

A primeira variante estudada em relagdo ao gene FTO foi a rs9939609, a qual
situa-se no primeiro intron do gene'® e apresenta os alelos T ou A, sendo que o alelo

A apresenta uma prevaléncia de 34,0% na populagao’® (Figura 11).

Figura 11 — Organizagao gendmica da variante genética FTO-rs9939609
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Fonte: Adaptado de Gene Cards (http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=FTO&
keywords=fto) e Kroll "8

Associacado da variante genética FTO-rs9939609 e estado nutricional

O trabalho pioneiro de GWAS realizado em 2007 por Frayling et al. %’
demonstrou haver uma relagcdo entre a variante rs9939609 e o risco de obesidade.
Aproximadamente 16,0% dos individuos homozigotos para o alelo de risco A
apresentaram 3Kg a mais e 1,67 maior chance de serem obesos em relagédo aos
portadores do alelo T?’. Meta-analises realizadas com estudos de criancas,
adolescentes'® e adultos®® demonstraram haver um aumento do risco de obesidade
em 1,39 e 1,31 chances/alelo, respectivamente. A presenca do alelo A revelou possuir
efeito na adiposidade corporal de descendentes europeus, com uma estimativa de
aumento de 0,28-0,39 Kg/m? 4951, Em populagdes asiaticas o alelo A contribuiu para
o aumento do risco de obesidade em 1,25 chances/alelo e para sobrepeso em 1,13
chances/alelo, com um aumento do IMC em 0,26 Kg/m? por alelo'. Em criangas

chinesas de 10-12 anos o alelo de risco A foi associado a maiores médias de IMC188,
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O primeiro estudo investigando o efeito da variante rs9939609 no estado
nutricional em brasileiros foi realizado por Ramos et al. 8°. O alelo A foi associado ao
IMC na populagdo multiétnica, sendo que os individuos homozigotos para o alelo A
pesaram 3,1 Kg a mais que os portadores do gendtipo TT'89. Outros estudos com a
populagao brasileira também revelaram um efeito do alelo A no aumento dos valores
de IMC estando significativamente associada a obesidade e percentual de gordura
corporal em criancas'® e em adultos'®'. E importante salientar que o efeito do gene

varia em relagao a diferenga étnica da populagao estudada’®.

Associacao da variante genética FTO-rs9939609 e outros parametros de avaliacido da

saude

Além do seu efeito sobre o IMC, a variante rs9939609 foi associada ao risco de
diabetes tipo 2, insuficiéncia cardiaca, doencga cardiaca coronaria, acidente vascular
cerebral isquémico, hipertensdo arterial, dislipidemia, sindrome metabdlica e
mortalidade'®?. A variante rs9939609 também foi associada ao aumento de diversos
paréametros, como: dos niveis de glicose e insulina em jejum; niveis de glicose pelo
TOTG-2h; HbA1c; pressao arterial; niveis de triglicerideos, colesterol total e fragdes;
enzimas hepaticas; e marcadores inflamatérios'®?. Grande parte dessas associagbes
sao0 mediadas pelo efeito do FTO no IMC'®2, Outros estudos reforcam a relagdo entre
0s genotipos com pelo menos um alelo A e o risco de hiperglicemia, apresentando
também menores niveis de leptina'®1% e maiores niveis de adiponectina
plasmaticas’®4.

Criancas e adolescentes com pelo menos um alelo A tém risco aumentado para
o desenvolvimento da obesidade e apresentam valores superiores de IMC,
circunferéncias da cintura e do quadril, pressao arterial sistdlica e diastdlica’>.
Portadores do gendtipo TA ou AA apresentam ainda elevadas concentragdes de
triglicerideos, glicemia em jejum, colesterol de baixa densidade, e menores indices de
colesterol de alta densidade, quando comparados com individuos que apresentam o

genotipo TT195,
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Variante genética FTO-rs9939609, preferéncia alimentar e consumo energético

Alguns autores tém sugerido que o risco de EPC dependente da variante do
gene FTO esta intimamente relacionado ao alto consumo energético nos individuos
portadores do alelo A em adultos e criangas'73176.183,1% |ndjviduos portando o
genotipo AA ingerem até 1231 kd (294 kcal) a mais quando comparados aos
individuos portando o genétipo TT/TA'6, A preferéncia por alimentos ricos em gordura
e proteina, e o0 baixo consumo de alimentos ricos em fibras parecem ser as principais
escolhas dos individuos portadores do alelo de risco A'83.196,197,

Sonestedt et al. % demonstraram que o impacto dos genétipos TA e AA pode
depender dos niveis de gordura consumidos, sendo que para individuos com alto
consumo de gorduras o IMC foi 1,0 kg/m? maior em pessoas com gendétipo AA. O
habito de consumir mais gordura pode ser um efeito causado pela diminui¢do da
resposta a saciedade'®. Criancas portando pelo menos um alelo de risco A possuem
menor controle alimentar e preferem alimentos mais gordurosos'?, e em individuos
homozigotos os indices de sensibilidade a saciedade estdo reduzidos'’®. Em adultos,
o genotipo TA/AA também foi associado a diminuicdo da saciedade pos-prandial apos

o consumo de uma refeigao®°.

Via de acao da variante genética FTO-rs9939609 sobre o consumo energético

Uma das explicagbes para a influéncia da diminuicdo da saciedade foi descrita
por Karra et al. ®2. De acordo com os autores, os portadores do alelo de risco A exibem
supressao poés-prandial atenuada dos niveis de fome e de acil-grelina, comparados
com homozigotos TT%2. A grelina é um hormdnio orexigénico, também conhecido
como hormoénio da fome, e responsavel pelo aumento da ingestdo de alimentos e
preferéncia por alimentos ricos em gordura®?. Além dos portadores do alelo de risco
apresentarem maiores niveis de grelina no sangue, também apresentam respostas
neuronais diferentes nas regides cerebrais responsaveis por regular o apetite, o
processamento de recompensas, incentivo e motivagdo®2. Em modelo celular, a super
expressdo do FTO reduziu os niveis de metilagdo no RNAm N8-metiladenina da
grelina, aumentando desta forma a concentragdo de RNAm de grelina e os niveis de
peptideos®?. Acredita-se que o FTO regula a grelina e, portanto, seja um mediador

chave no controle alimentar. Speakman '8 sugere que o impacto da variante no
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consumo alimentar parece estar relacionado a saciedade pés-prandial e ao aumento
da fome, provavelmente relacionado aos niveis pos-prandiais de leptina e grelina.
Adicionalmente, a variante rs9939609 possui acdo na lipdlise de células adiposas,
uma importante explicagdo do porqué o gene estar envolvido no ganho de peso
corporal 68,

Mudangas no estilo de vida, envolvendo dieta e atividade fisica, podem
acentuar ou atenuar a predisposigdo genética para a obesidade60.198.200-202 (3 efeito
do FTO no IMC e no risco de obesidade é 27,0% menor em individuos fisicamente
ativos quando comparado a individuos sedentarios?%®. Adicionalmente, um estudo
recente revelou que a amamentagao exclusiva na infancia, durante cinco meses ou

mais, age antagonizando o efeito do alelo de risco da variante aos 15 anos de idade?%.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo e coleta dos dados

Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo, que utilizou dados de um estudo
maior denominado “PREDIctors of maternal and infant excess body weight - PREDI
Study”. O estudo PREDI teve inicio em 2012 e investigou 435 mées e seus filhos
atendidos na Maternidade publica Darcy Vargas (MDV), localizada em Joinville/SC. A
MDYV atende mensalmente cerca de 600 pacientes da cidade e regido. O objetivo do
estudo PREDI é avaliar os principais determinantes do EPC da mée e da crianga ao
longo dos anos e, até o momento, compreendeu 4 periodos de coleta (baseline, 2012;
1° seguimento 2013-2014, 2° seguimento 2016-2017, 3° seguimento 2018). Na Figura
12 esta apresentado o fluxograma da amostra ao longo dos seguimentos da coorte.
Detalhes do processo encontram-se descritos em alguns trabalhos previamente
pub|icad0357,58,71,152,205-207_

A cada periodo de coleta de dados, uma equipe de pesquisadores envolvendo
profissionais e alunos das areas de nutricdo, fisioterapia, ciéncias bioldgicas,
educacéo fisica, enfermagem, psicologia e medicina realizou um pré-teste com os
instrumentos e equipamentos utilizados nas coletas de dados. Os mesmos
equipamentos foram utilizados em todos os periodos de coleta, sendo devidamente
calibrados a cada novo seguimento. O treinamento possibilitou maior homogeneidade
na obtencdo das informacbes e uniformizacdo na afericdo das medidas
antropomeétricas. As informacgdes do pré-teste ndo compuseram o banco de dados da

pesquisa.

Critérios de inclusdo e exclusdo do estudo PREDI

Na primeira coleta de dados (baseline), realizada em 2012, participaram todas
as parturientes internadas na MDV durante o periodo de 14 de janeiro a 16 de
fevereiro de 2012 e que preencheram os critérios de inclusao: recém-nascidos vivos,
de parto ndo gemelar, puérperas com idade = 18 anos e idade gestacional a termo

(37-42 semanas).



Figura 12 — Fluxograma da amostra ao longo dos seguimentos do estudo PREDI
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Fonte: Estudo PREDI
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Foram excluidas as mulheres com pré-eclampsia ou doencgas
infectocontagiosas descritas no prontuario (sindrome da imunodeficiéncia humana-
HIV, hepatite, sifilis e toxoplasmose) e os recém-nascidos com algum tipo de anomalia
pondero-estatural ou que foram encaminhados a adocédo imediatamente apds o
nascimento. Apos as exclusdes, 435 pares de maes e recém-nascidos compuseram

a amostra do estudo PREDI.

Calculo amostral do estudo PREDI

O calculo amostral do estudo PREDI utilizou como parametro a prevaléncia de
nascimento de recém-nascidos macrossdmicos. A partir de uma prevaléncia de 6%
de macrossomia, com intervalo de confianga de 95%, uma precisao absoluta de 2,5%
e considerando uma populacédo anual de 7200 recém-nascidos, o tamanho amostral
foi estimado em 331 individuos. Assumindo uma perda de 20%, foram necessarios
pelo menos 397 para compor a amostra. O calculo amostral foi realizado no programa

OpenEpi versao 3.02.

4.1.1 Coleta de dados no baseline, 2012

Coleta de dados

A coleta dos dados das maes foi realizada ainda na maternidade até 48 horas
apods o parto. Cada parturiente foi contatada individualmente pela equipe de pesquisa,
a qual esclareceu os objetivos, riscos e beneficios do estudo, e quando houve
concordancia, a parturiente assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
TCLE (Apéndice A) em duas vias. A coleta de dados transcorreu com: 1) aplicagéo do
formulario especifico; 2) coleta das medidas antropométricas maternas; e 3)
realizagao da busca pelos dados da parturiente no prontuario eletrénico e do recém-
nascido no registro de nascimentos do bergario.

O formulario especifico envolveu dados de identificagdo e caracteristicas

socioecondmicas, obstétricas e antropomeétricas tanto maternas quanto do neonato.
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a) Dados de identificagcéo e caracteristicas socioeconémicas

Os dados de identificacio da mae, bem como as caracteristicas
socioecondmicas e demograficas utilizadas para este estudo, compreenderam: nome
completo, data de nascimento, CPF, enderego, telefone, idade, estado civil, anos de
estudo, renda familiar em salarios minimos, e tabagismo antes da gestagao. Os dados
de identificagdo e socioecondmicos foram baseados na metodologia aplicada no

Censo 2010 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica?°8:

e Nome: nome completo da participante.

e Data de nascimento: dia, més e ano do nascimento da participante.

e CPF: numero do Cadastro de Pessoa Fisica da participante.

e Endereco: endereco completo, incluindo rua, numero da
casa/apartamento, bairro e cidade.

e Telefone: telefone completo da participante, e se possivel, telefone

completo do acompanhante ou de alguém da familia ou préximo.

e [dade: idade completa, em anos, no dia da internagcdo na maternidade. A

idade foi posteriormente categorizada em: < 20, 220 a < 30 e = 30 anos.

e FEstado civil: foi solicitada a natureza do estado civil atual, dividindo-se em

duas categorias de resposta:

o Solteira/separada/vidva: para a pessoa que vive sem a companhia
de coOnjuge;
o casada ou vivendo em unido consensual: para a pessoa que vivia

em companhia de cbénjuge.

e Escolaridade: a variavel anos de estudo foi obtida a partir do relato do
numero de anos de estudo realizados pela mae, e posteriormente
categorizada em: < 9 anos de estudo; 29 a < 12 anos de estudo; = 12

anos de estudo.
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Renda familiar: renda familiar mensal obtida em numero de salarios
minimos, registrado como sendo R$ 622,00 em 2012, equivalente a US$

305,60 na época. As categorias utilizadas no estudo foram:

o < 3salarios minimos: para o grupo familiar que recebia até
R$1.865,99

o 2 3 salarios minimos: para o grupo familiar que recebia trés ou mais
salarios minimos e portanto, apresentava renda superior a R$
1.866,00.

Tabagismo antes da gestagao: relato do uso de tabaco/fumo antes da

gestacao (fumou/nao fumou).

b) Caracteristicas obstétricas

As caracteristicas obstétricas analisadas para esse estudo, foram: paridade,

presenca de diabetes diagnosticada, intervalo interpartal, via de parto e idade

gestacional em semanas.

Paridade: numero de filhos contando com o filho nascido em 2012, e sendo

categorizada posteriormente em: 1 filho, 2 filhos, 3 ou mais filhos.

Presenca de diabetes: presenca de qualquer tipo de diabetes com
diagndstico médico e sendo relatada como: sim (apresenta diabetes) ou ndo

(auséncia de diabetes).
Intervalo interpartal: intervalo interpartal relatado em meses, desde o
nascimento do ultimo filho. A variavel foi categorizada em: intervalo < 48

meses e intervalo = 48 meses.

Via de parto: tipo de parto do filho nascido em 2012, sendo considerado

como: parto normal ou parto cesarea.
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Idade gestacional: idade gestacional, em semanas, considerando a data da

ultima menstruagao e o dia do parto do filho nascido em 2012.

c) Caracteristicas antropométricas

Para as medidas antropométricas das maes foram coletadas as variaveis

estatura até 48h pos-parto, peso pré-gestacional relatado e peso imediatamente antes

do parto. Em relacdo aos recém-nascidos foram coletadas informagdes sobre peso e

comprimento, e realizada a classificagdo do recém-nascido de acordo com o estado

nutricional.

Estatura materna: para a mensuracdo da estatura utilizou-se um
estadidmetro portatii da marca Cardiomed® (Biogénese, Brasil) com
capacidade para até 220 cm e divisdo de 0,1 cm. A estatura foi aferida até
48 horas pos-parto e seguiu as técnicas de Gordon ef al. 2%, A participante
foi posicionada logo abaixo do estadidmetro, distribuindo seu peso de forma
equilibrada em ambos os pés e mantendo olhar fixo para frente. Neste
momento, a participante manteve a linha da visdo perpendicular ao corpo
(plano de Frankfurt). Os bragos permaneceram relaxados ao lado do tronco,
com as palmas das maos voltadas para o mesmo. Os calcanhares foram
dispostos paralelamente e juntos. A parte moével do estadidmetro foi, entéo,
direcionada até a parte superior da cabeca, efetuando-se pressao suficiente
para comprimir o cabelo e registrar a medida. Foram efetuadas duas

medicdes e considerou-se a média entre ambas como medida final.

Peso materno pré-gestacional: o peso pré-gestacional, em kg, foi obtido a

partir do relato da participante.

Peso materno: o peso materno imediatamente antes do parto, em kg, foi
coletado no momento da internagédo na MDV, efetuado pela triagem e
anotado no prontuario.

IMC pré-gestacional. para calculo do IMC pré-gestacional considerou-se o

peso pré-gestacional relatado pela parturiente e a estatura aferida até 48
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horas pés-parto. O IMC pré-gestacional foi calculado dividindo-se o peso
(kg) pela estatura (m) ao quadrado, e foi utilizado para classificar o estado

nutricional das participantes de acordo com a OMS®%* (Quadro 1) em:

1.baixo peso: IMC < 18,5 kg/m?,

2. eutrofia: IMC = 18,5 kg/m? e < 24,9 kg/m?,

3. sobrepeso: IMC = 25,0 kg/m? e < 29,9 kg/m?,
4. obesidade: = 30,0 kg/m?

Quadro 1 — Classificagao do estado nutricional segundo IMC para adultos.

Classificagao IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo do peso < 18,50 Baixo
Magreza severa < 16,00
Magreza moderada 16,00-16,99
Magreza leve 17,00-18,49
Peso normal 18,50-24,99 Médio
Excesso de peso corporal = 25,00
Pré-obeso/sobrepeso 25,00-29,99 Aumentado
Obesidade 2 30,00
Obesidade grau | 30,00-34,99 Moderado
Obesidade grau I 35,00-39,99 Severo
Obesidade grau Il = 40,00 Muito severo

Fonte: Adaptado de WHO, 2000

Ganho de peso gestacional: o ganho de peso gestacional foi calculado
subtraindo-se o peso obtido no momento da internagao na maternidade pelo
peso pré-gestacional auto-relatado. Os valores do ganho de peso
gestacional foram avaliados segundo o Institute of Medicine 33, com base no
IMC pré-gestacional. Mulheres com baixo peso devem ganhar entre 12,5 e
18 kg; mulheres com IMC adequado entre 11,5 e 16,0 kg, mulheres com
sobrepeso entre 7,0 e 11,5 kg e mulheres com obesidade entre 5,0 e 9,0 kg

(Quadro 2). O ganho de peso gestacional foi classificado em:
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o ganho de peso gestacional excessivo: quando a gestante acumulou
peso superior ao recomendado pelo Institute of Medicine 3.

o ganho de peso gestacional ndo excessivo: quando o ganho de peso
gestacional acumulado foi adequado em relacdo aos valores

recomendados.

Quadro 2 — Ganho de peso gestacional segundo o IMC pré-gestacional.

IMC pré-gestacional Ganho de peso recomendado total na gestagao
Baixo do peso — < 18,50 kg/m? 12,5a 18,0 kg

Peso normal — 18,50-24,99 kg/m? 11,5 a 16,0 kg

Sobrepeso — 25,00-29,99 kg/m? 7,0a 11,5 kg

Obesidade — = 30,00 kg/m? 5,0a9,0kg

Fonte: Adaptado de Institute of Medicine, 2009.

Peso do recém-nascido: o peso do RN foi aferido em balancga eletrénica da
marca Urano® (Brasil), modelo UBB 20/2, com capacidade de até 20 kg e
divisao de 2 g. O peso do recém-nascido foi obtido do Livro de Registros do

Bercario, localizado na triagem dos recém-nascidos na MDV.

Comprimento do recém-nascido: Para a mensuragcdo do comprimento
utilizou-se um estadiémetro infantil portatil tipo régua da marca Cardiomed®
(Biogénese, Brasil) com capacidade para até 220 cm e divisdo de 0,1 cm.
O comprimento do recém-nascido também foi coletado do Livro de

Registros do Bergario.

Estado nutricional do recém-nascido: o estado nutricional foi avaliado de
acordo com as curvas de crescimento fetal e neonatal definidas pela
INTERGROWTH-215t210 (Anexo A), as quais levam em consideragao o peso
(kg), a idade gestacional (semanas) e o sexo da crianga (feminino ou

masculino). Dessa forma, o recém-nascido foi classificado em?'":

o pequeno para a idade gestacional (PIG): quando o recém-nascido

apresentou percentil < 10;
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o adequado para a idade gestacional (AIG): quando o recém-nascido
apresentou percentil 2 10 e < 90;
o grande para a idade gestacional (GIG): quando o recém-nascido

apresentou percentil > 90.

4.1.2 Coleta de dados do primeiro seguimento, 2013-2014

O primeiro seguimento foi realizado no periodo de margo de 2013 a margo de
2014 através de visita domiciliar. Todas as maes e criangas que participaram da
primeira coleta de dados do estudo (baseline, 2012) foram convidadas a participar do
primeiro seguimento. Criangas com alguma anormalidade que interferisse nas
avaliagdes antropométricas foram excluidas do estudo no primeiro seguimento. Dos
435 pares mae-criangas que participaram do baseline, 314 pares permaneceram no

estudo (Figura 12).

Localizacdo das familias e agendamento das visitas

Para o contato com as mées, utilizaram-se diversas abordagens, conforme

descrito na Figura 13:

1. Contato telefénico, conforme cadastrado no inicio do projeto maior;

2. Deslocamento até a residéncia, mesmo sem contato telefénico;

3. Contato com os vizinhos, parentes, amigos e estabelecimentos comerciais
proximos da residéncia;

4. Qutros retornos a residéncia para tentar localizar a mae;

5. Contato com a Secretaria de Saude do Municipio de Joinville e regiao
(Garuva, Itapoa, Araquari, Guaramirim, S&o Joao do Itaperiu, Sdo Francisco
do Sul, Balneario Barra do Sul e Campo Alegre) para atualizar o enderego
da méae;

6. Contato com as agentes de saude nas Unidades Basicas de Saude dos
bairros;

7. Contato na rede social Facebook.
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Considerou-se como perda: a) quando nao foi possivel o contato com a familia
em nenhum dos meios descritos anteriormente; b) quando realizadas trés ou mais
visitas e os participantes nao foram encontrados; e ¢) quando houve desisténcia da

mae/crianga em continuar no estudo.

Figura 13 — Fluxograma das estratégias adotadas para localizar o par mae-crianga do estudo

Contato telefénico | | Aceita continuar Néo H Perda |
e e >
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visita domiciliar da equipe s s
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estabelecimentos
p i e Atualizacao de
Visita ao eqderego 3 tentativas de proximos endarscolcaritato
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l Secretaria de !
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localizados
Busca em rede {
social Perda

Fonte: Da autora.

Coleta de dados

Nos casos em que a visita foi realizada, um grupo de pesquisadores dirigiu-se
até a residéncia e fez o primeiro contato com a mée relembrando os objetivos e os
procedimentos do estudo. Quando houve o aceite, foi solicitado a mae informagdes
sobre ela e a crianga, seguido da afericdo das medidas antropométricas. Seguindo os
protocolos de treinamento, a equipe de pesquisadores procurou gerar 0 minimo de
desconforto possivel para a familia durante a coleta de dados.

As variaveis coletadas da mae durante o 1° seguimento e utilizadas neste
estudo incluiram dados de identificagcdo, socioecondmicos, obstétricos e

antropomeétricos.
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a) Dados de identificagdo e caracteristicas socioecondémicas

As variaveis de identificacdo e caracteristicas socioeconémicas utilizadas
nesse estudo incluiram: atualizacdo de endereco e telefone, idade, estado civil, anos
de estudo, renda familiar, tabagismo, e a variavel idade da crianga. Com excec¢ao da

renda familiar, todas as outras variaveis foram classificadas conforme o baseline.

e Renda familiar: renda familiar mensal obtida em de salarios minimos,
registrado como sendo R$ 724,00 em 2014, equivalente a US$ 306,00. As

categorias utilizadas no estudo foram:

o < 3 salarios minimos: para o grupo familiar que recebia até R$
2.171,99.

o 2 3 salarios minimos: para o grupo familiar que recebia trés ou mais
salarios minimos e, portanto, apresentava renda superior a R$
2.172,00.

b) Caracteristicas obstétricas

As caracteristicas obstétricas do primeiro seguimento utilizadas neste estudo
foram: paridade (categorizada conforme baseline e considerando o numero de filhos

até o dia da visita), tempo de aleitamento e tipo de aleitamento.

e Tempo de aleitamento: periodo em meses, em que a crianga foi alimentada
exclusivamente pelo leite materno. Amamentacao exclusiva definida como
lactente que foi alimentado exclusivamente com leite humano, diretamente
do peito ou ordenhado, e ndo recebeu nenhum outro liquido ou solido, com

excecao de vitaminas, suplementos minerais ou medicamentos?'2.

c) Caracteristicas antropométricas

Para as medidas antropométricas das maes foram coletadas as variaveis

circunferéncia da cintura, circunferéncia do pescoco, estatura e peso, e calculada a
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variavel IMC para avaliar o estado nutricional. Em relagao as criangas foram coletadas

informacdes sobre circunferéncia do pescoco, peso e comprimento e avaliado o

estado nutricional.

Circunferéncia da cintura materna: para a afericdo da circunferéncia da
cintura utilizou-se fita métrica inextensivel da marca Cardiomed®
(Biogénese, Brasil), com capacidade para até 150 cm e precisédo de 0,1 cm
e seguindo-se as técnicas propostas pela OMS?'3. Para a tomada da
medida, a fita métrica foi posicionada entre o ponto médio da ultima costela
e a crista iliaca com a participante em pé, ereta, com abdémen relaxado, de
bragos estendidos ao longo do corpo, as pernas paralelas e com a roupa
afastada na regido da cintura que foi aferida?'24. Foram efetuadas duas

aferigdes e utilizada a média de ambas.

Circunferéncia do pesco¢co em maes e criangas: a medida foi realizada
utilizando-se fita métrica inextensivel da marca Cardiomed® (Biogénese,
Brasil), com capacidade para até 150 cm e precisao de 0,1 cm e adotando-
se as técnicas propostas por Lohman et al. 2'°. A aferigéo foi realizada com
a mae em pé e a crianga em plano horizontal no colo da mae, com a cabeca
posicionada no plano horizontal de Frankfurt. O pesquisador posicionou
entdo a fita ao redor do pescoco palpando-se o pescogo para localizar a
cartilagem cricoide, exercendo pressao minima no momento da tomada da
medida para melhor contato da fita com a pele?'®. Foram efetuadas duas

aferigdes e utilizada a média de ambas.

Estatura materna: a estatura da mae foi aferida seguindo-se os mesmos

procedimentos, equipamentos e técnicas realizados em 2012, no baseline.

Peso materno: para a avaliacdo do peso foram adotadas as técnicas de
Gordon et al. 2%, utilizando-se uma balancga digital portatii marca
Cardiomed® (Biogénese, Brasil) com capacidade até 150 kg e divisdo de 0,1
kg. No momento da mensuragao a participante vestia 0 minimo de roupas
possivel, estava com os bolsos vazios, sem casaco, chapéu, boné, cinto,

xale e demais acessorios, sem calgados, e posicionada no centro da
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balanca, de forma a distribuir o peso do corpo entre os pés?%°. Foram

efetuadas duas medigdes e utilizada a média de ambas.

IMC materno: o IMC foi avaliado conforme a classificagao da OMS adotada

para o IMC pré-gestacional no baseline.

Peso da criancga: o peso foi mensurado utilizando-se balanga portatil digital
pediatrica da marca Beurer® (Ulm, Alemanha) modelo BY20, com
capacidade para até 20 kg e incrementos de 10 g, adotando-se as técnicas
do Ministério da Saude?'. No momento da mensuragdo as criangas
estavam desprovidas de roupa e fraldas e foram posicionadas sentadas no
centro da balanga?'¢. Foram efetuadas duas medigoes e utilizada a média
de ambas. Em criangas com idade superior a dois anos, as medidas de peso
foram realizadas seguindo os padrées de afericdo de adultos, descritos no

baseline.

Comprimento da criang¢a: o comprimento foi obtido com uso de uma régua
antropomeétrica pediatrica marca Indaia® (Indaia Bengalas e Muletas, Brasil),
com capacidade de até 100 cm e incrementos de 1 mm, adotando-se as
técnicas do Ministério da Saude?'*. Para a medida do comprimento as
criangas foram posicionadas deitadas em uma superficie horizontal, firme e
lisa?'4. A cabeca foi apoiada firmemente contra a parte fixa do equipamento,
com pescocgo reto e o queixo afastado do peito, no plano de Frankfurt, com
os ombros totalmente em contato com a superficie de apoio da régua, e os
bragos estendidos ao longo do corpo?'4. Foram efetuadas duas medigdes e

utilizada a média de ambas.

Estado nutricional da crianga: o estado nutricional da crianga foi avaliado
segundo o IMC (peso [kg] / comprimento [m?]) por idade (meses) e sexo,
conforme as curvas de avaliacdo do crescimento infantil dos 0-5 anos da
OMS?2'6 (Anexo A), o qual classifica (Quadro 4) como:

1. magreza: criangas com percentil < 3;

2. eutrofia: percentil = 3 e percentil < 85;

3. risco de sobrepeso: percentil > 85 e percentil < 97
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4. sobrepeso: percentil > 97 e percentil < 99,9;

5. obesidade: percentil > 99,9.

Considerou-se risco de EPC quando as criangas possuiam percentil > 85,

abrangendo as categorias risco de sobrepeso, sobrepeso e obesidade.

Quadro 4 - Classificagao do estado nutricional segundo IMC por idade e sexo

Classificagao Percentil IMC Escore-z IMC
Magreza acentuada <0,1 <-3

Magreza 201e<3 2-3e<-2
Eutrofia 23e<85 2-2es<+1
Risco de sobrepeso >85e=<97 >+1es<+2
Sobrepeso >97e<999 >+2e<+3
Obesidade >999 > +3

Fonte: Adaptado de e Brasil 2™

4.1.3 Coleta de dados no segundo seguimento, 2016-2017

O segundo seguimento foi realizado no periodo de julho de 2016 a agosto de
2017, através de visita domiciliar. Todas as maes e seus filhos que participaram do 1°
seguimento foram convidados a dar continuidade no estudo. A busca pelas maes e
criangas, bem como a coleta de dados, ocorreu de forma semelhante ao seguimento
anterior (primeiro seguimento). Ao final do 2° seguimento, 221 pares de maes-criangas

permaneceram no estudo (Figura 12).

Coleta de dados

As variaveis coletadas para o 2° seguimento incluiram dados de identificagao e

caracteristicas socioeconémicas, obstétrica e antropométricas.

a) Dados de identificagdo e caracteristicas socioeconémicas

Dentre as variaveis de identificagdo e caracteristicas socioecondmicas

utilizadas nesse estudo incluiram-se as variaveis maternas: atualizagao de endereco

55



e telefone, idade, estado civil, anos de estudo, renda familiar em salarios minimos e
tabagismo; e a variavel idade da crianga. As classificagdes adotadas para estado civil,
anos de estudo e tabagismo das mées seguiram os procedimentos detalhados no

baseline. A idade das criangas seguiu os procedimentos do primeiro seguimento.

e |dade materna: idade completa, em anos, no dia da visita domiciliar. A idade

foi posteriormente categorizada em < 30 e = 30 anos.

e Renda familiar: renda familiar mensal obtida em numero de salarios
minimos, registrado como sendo R$ 937,00 em 2017, equivalente a US$

271,60. As categorias utilizadas no estudo foram:

o < 3 saladrios minimos: para o grupo familiar que recebia até R$
2.810,99

o 2 3 salarios minimos: para o grupo familiar que recebia trés ou mais
salarios minimos e, portanto, apresentava renda superior a R$
2.811,00.

b) Caracteristicas obstétricas

A Unica caracteristica obstétrica envolvida no segundo seguimento foi paridade,

categorizada conforme baseline e considerando o numero de filhos até o dia da visita.

c) Caracteristicas antropométricas

As medidas antropométricas da mae coletadas no segundo seguimento
incluiram circunferéncias da cintura e do pescoco, estatura e peso, e calculo da
variavel IMC para avaliagdo do estado nutricional. Em relagdo as criangas foram
aferidos circunferéncia do pescoco, peso e estatura, e calculado o estado nutricional.

As variaveis circunferéncia da cintura e do pescogo e peso da mae, e
circunferéncia do pescoc¢o, peso e estado nutricional da crianga foram avaliados
conforme descrito no 1° seguimento. As estaturas materna e da crianga foram aferidas
conforme a estatura materna descrita no baseline. O IMC da mae foi classificado

segundo a OMS e encontram-se descritos no IMC pré-gestacional do baseline.
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4.1.4 Coleta de dados no terceiro seguimento, 2018

O terceiro seguimento foi realizado no segundo semestre de 2018, através de
visita domiciliar e com a inclusdo de 221 maes e criangas do 2° seguimento. A busca
pelas mées e criangas, bem como a coleta de dados, ocorreu utilizando-se os mesmos
critérios e procedimentos das coletas anteriores. Ao final do terceiro seguimento, 187

pares permaneceram no estudo.

Coleta de dados

As variaveis coletadas no 3° seguimento incluiram dados de identificagao e

caracteristicas socioecondmicas, obstétrica e antropométricas.

a) Dados de identificagdo e caracteristicas socioeconémicas

Dentre as variaveis de identificagdo e caracteristicas socioeconémicas
utilizadas nesse estudo foram incluidas as variaveis maternas: atualizagdo de
endereco e telefone, idade, estado civil, anos de estudo, renda familiar em salarios
minimos e tabagismo; e a variavel idade da crianga. As classificagbes adotadas para
estado civil, anos de estudo e tabagismo das maes seguiram os procedimentos
detalhados no baseline. A idade das criangas seguiu os procedimentos do primeiro
seguimento. A idade materna foi classificada seguindo os procedimentos do segundo

seguimento.

e Renda familiar: renda familiar mensal obtida em numero de salarios
minimos, foi registrada como sendo R$ 954,00 em 2018, equivalente a

US$ 257,14. As categorias utilizadas no estudo foram:

o < 3 salarios minimos: para o grupo familiar que recebe até R$
2.861,99

o 2 3 salarios minimos: para o grupo familiar que recebe trés ou
mais salarios minimos e, portanto, apresenta renda superior a R$
2.862,00.
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b) Caracteristicas obstétricas

A Unica caracteristica obstétrica envolvida no terceiro seguimento foi paridade,

categorizada conforme baseline e considerando o numero de filhos até o dia da visita.

c) Caracteristicas antropométricas

As medidas antropométricas das maes coletadas no terceiro seguimento
incluiram: circunferéncia da cintura, circunferéncia do pescoco, estatura e peso, e
calculo da variavel IMC para avaliacdo do estado nutricional. Em relac&o as criancas,
foram sendo coletadas informagdes referentes a circunferéncia do pescogo, peso e
estatura e calculado o estado nutricional. As medidas antropométricas como estatura
e IMC das maes foram realizadas conforme descrito no baseline. As medidas de
circunferéncia da cintura e peso das maes e as medidas de circunferéncia do pescoco
das maes e criangas foram realizadas conforme descrigdo no primeiro seguimento. As
medidas de estatura e peso das criancas foram aferidas da mesma forma que em

adultos e descritos no baseline e primeiro seguimento, respectivamente.

e Estado nutricional da crianga: o estado nutricional das criancas foi
avaliado segundo o IMC por idade e sexo, conforme as curvas de
avaliagdo do crescimento infantil dos 5-19 anos da OMS?'6:217 (Anexo

B), o qual classifica (Quadro 5) como:

o magreza: criangas com percentil < 3;

o eutrofia: percentil = 3 e percentil < 85;

o Ssobrepeso: percentil > 85 e percentil < 97;
o obesidade: percentil > 97 e percentil < 99,9;

o obesidade grave: percentil >99.
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Quadro 5 — Classificagdo do estado nutricional segundo IMC por idade e sexo para
criangas de 5-19 anos

Classificagao Percentil IMC Escore-z IMC
Magreza acentuada <0,1 <-3

Magreza 20,1e<3 2-3e<-2
Eutrofia =23e<85 2-2e<+1
Sobrepeso >85e=<97 >+1es<+2
Obesidade >97e<999 >+2es<+3
Obesidade grave >99,9 > +3

Fonte: Adaptado de de Onis et al. ?'” e Brasil 2.

Considerou-se EPC quando as criangas foram classificadas com percentil > 85,
abrangendo as categorias de sobrepeso, obesidade e obesidade grave. A Figura 15
apresenta os dados considerados para esse estudo, segundo o periodo da coorte.

Em 2020 esta prevista a coleta de dados do 4° seguimento.
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Figura 15 — Relag&o dos dados coletados para o presente estudo em cada seguimento da coorte
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Fonte: Da autora.
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4.2 Analise genotipica

Para a analise genotipica foram coletadas amostras de sangue da gestante e
do cordao umbilical do recém-nascido no momento do parto. Uma gota de sangue de
cada sujeito do estudo foi transferida para um cartdo CloneSaver™ (GE Healthcare
Life Sciences, UK), impregnado por reagentes que conservam o material genético.
Ap0s a transferéncia, o cartdo foi armazenado em dessecador, livre de umidade, para
posterior analise no Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade da Regiao de
Joinville (Univille).

A extragdo do DNA gendbmico humano do cartdo CloneSaver™ seguiu as
normas do fabricante para extragcao de DNA com utilizacdo do reagente de purificagao
FTA/“FTA Purification Reagent” (GE Healthcare Life Sciences, UK)?18.219:

1) Uma pequena fragao da area do cartdo (diametro 1,2 mm) foi removida com
auxilio de um perfurador (micropunch), previamente limpo e seco, e
transferido para um microtubo de 500 uL.

2) Adicionou-se 200 pL do reagente de purificagdo FTA no microtubo e
incubou-se por 5 minutos em temperatura ambiente.

3) Ao inicio e no final do periodo de incubagao realizou-se uma agitacao de 1
a 2 segundos em um agitador de tubos Vortex-Genie2® (Scientific
Industries, Inc., USA).

4) Transcorrido o tempo, descartou-se o reagente usando uma pipeta.
Repetiu-se os passos 2-4 por mais duas vezes, totalizando 3 lavadas com
o reagente de purificagao FTA.

5) Foram entdo adicionados 200 pyL de TE Buffer (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM
EDTA, pH 8,0) em cada microtubo contendo o disco do cartdo com a

amostra de cada sujeito.
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6) Incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente, agitando de 1 a 2
segundos o microtubo, no inicio e ao final do periodo de incubagdo, com
auxilio do agitador de tubos Vortex-Genie2®.

7) Ao final, removeu-se todo o conteudo do TE Buffer utilizado com auxilio de
uma pipeta. Repetiu-se os passos 5-7 por mais duas vezes, totalizando 3

lavadas com o TE Buffer.

Por fim, apds a certificacdo de que todo o liquido das lavagens havia sido
removido, o microtubo, com o disco contendo material genético, foi inserido em um
termobloco para secagem a temperatura de 60°C por 30 minutos.

Para cada amostra seguida da genotipagem, a extragao de DNA foi realizada

isoladamente.

4.2.1 Analise da variante rs2241766 do gene ADIPOQ

As genotipagens da variante rs2241766 do gene ADIPOQ foram determinadas
através da técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase — Analise de Polimorfismo de
Comprimentos de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP, Polymerase Chain Reaction
- Restriction Fragment Length Polymorphism), com o auxilio dos iniciadores forward
5-TCTCTCCATGGCTGACAGTG-3' e reverse 5-CCTTTCTCACCCTTCTCACC-3
descritos por Menzaghi et al. "', e a enzima de restricdo Smal (Thermo Scientific,
Lituania).

Cada tubo, contendo amostra ou controles positivo/negativos (um negativo para
extragdo e um negativo para PCR), recebeu 50 uLde solugao, preparada em cabine
de seguranga de uso especifico, contendo: 10 pmol de cada primer (forward e
reverse), 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgClz, 1 U de Platinum Tag® polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, USA), 1x Tampao de reacéao (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e
agua tratada com Dietil-pirocarbonato (DEPC). A termociclagem foi efetuada no
termociclador LGC XP (BIOER Technology Co., Japéao), sendo 95 °C durante 2 min
para a desnaturacgao inicial, 30 ciclos a 95 °C por 30 s para a desnaturacgao, 58 °C por
30 s para o anelamento, 72 °C por 30 s para o alongamento e uma etapa final e
adicional a 72 °C durante 10 min.

Foram aplicados 10 yL dos produtos de PCR — amplicons — juntamente com 3

ML de tampao de aplicagao (0,05% Azul de Bromofenol, 0,5% Xileno Cianol, 40%

62



Glicerol) em gel de agarose a 1% e tamp&o Tris/Borato/EDTA (TBE), seguido pela
eletroforese por 1 h a 100 V, e submetidos em seguida a luz ultravioleta (UV) em um
trans-iluminador (MiniBis, DNR Bioimage Sytems). Os padrbes de tamanhos obtidos
foram comparados a um padrao de tamanhos de bases disponivel comercialmente
(100 pares de base (pb)) (Ladder, Thermo Scientific, Lituania). Na sequéncia os dados
foram digitalizados para confirmagéo de amplificacéo.

Quando confirmada a amplificacéo, através da presenca de segmentos de 250
pb, do controle positivo e das amostras, os amplicons foram submetidos ao processo
de digestao enzimatica (RFLP). Para cada amostra adicionou-se 10 uL de amplicons,
7 UL de agua estéril, 2 uL de Buffer Tango e 10 U de enzima Smal, e manteve-se a
temperatura de 25 °C em banho-maria por 2 h. Dessa forma, os amplicons foram
submetidos a digestdo pela Smal que possui um sitio de reconhecimento 5'-
CCCArGGG-3’, permitindo a discriminagao alélica T/G.

ApoOs a digestao dos amplicons, os produtos da RFLP foram adicionados a 3
ML de tampao de aplicagao (0,05% Azul de Bromofenol, 0,05% Xileno Cianol, 40,0%
Glicerol) e submetidos a eletroforese submersa em gel de agarose a 1,5% e tampéao
TBE, por 1 h e 30 min a 100 V, seguido de exposi¢cdo a luz UV e digitalizacdo. Os
padrées de fragmentos obtidos foram comparados a uma Ladder de 50 pb (Thermo
Scientific, Lituania), analisando-se o perfil de restricdo correspondente ao: (1) gendtipo
homozigoto selvagem TT: 250 pb (ndo digerido), (2) gendtipo heterozigoto TG: 250
pb, 164 pb e 86 pb, e (3) gendtipo homozigoto mutante GG: 164 pb e 86 pb.

4.2.2 Andlise da variante rs7799039 do gene LEP

Para as genotipagens da variante rs7799039 foram realizadas as mesmas
técnicas (PCR/RFLP) adotadas para a variante do gene ADIPOQ), porém utilizando os
iniciadores: forward 5-CTTTTGTTTTGTTTTGCGACAGGGGTGC-3', e reverse 5'-
GCTCCCTTTGCCCGACCCCG-3’ e a enzima de restricao Alw44l (Thermo Scientific,

Lituania)?°.

As condigdes definidas para a termociclagem foram: 94 °C durante 3 min para

a desnaturacéo inicial, 30 ciclos a 94 °C por 30 s e 70 °C por 90 s para amplificagao.
Em seguida procedeu-se a extensao final de 72 °C durante 10 min.

A amplificacdo era confirmada através da eletroforese em gel agarose pela

presenca de produtos com 427 pb. Para a digestdo enzimatica foi utilizada a
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quantidade de 10 U da enzima Alw44I| por amostra na solugéo de digestao, e incubada
em banho-maria a temperatura de 37 °C por 2 h, seguida da aplicagdo das amostras
em gel agarose a 1,5%. A enzima Alw44l possui um sitio de reconhecimento 5'-
GATGCAC-3’ que permite a discriminagao alélica A/G, gerando um perfil de restrigao
correspondente ao: (1) gendtipo homozigoto selvagem GG: 332 pb e 95 pb, (2)
gendtipo heterozigoto GA: 332 pb, 307 pb, 95 pb e 25 pb, (3) gendtipo homozigoto
mutante AA: 307 pb e 25 pb.

4.2.3 Analise da variante rs9939609 do gene FTO

As genotipagens para a variante rs9939609 do gene FTO foram realizadas
através das mesmas técnicas adotadas para a variante do gene ADIPOQ, entretanto
foram utilizados 0s iniciadores: forward 5'-
AACTGGCTCTTGAATGAAATAGGATTCAGA-3', reverse 5'-
AGAGTAACAGAGACTATCCAAGTGCAGTAC-3' e a enzima Scal (Thermo Scientific,
Lituania)'"2.

Os valores definidos para a termociclagem foram: 94 °C durante 5 min para a
pré-desnaturacao, 20 ciclos de 94 °C por 45 s, 61 °C por 45 s (queda de 0,5 °C/seQ)
e 72 °C por 45 s, seguida de 15 ciclos de 94 °C durante 45 s para o anelamento, 51
°C por45s,e 72 °C por 45 s, e por fim, a extensao final de 72 °C durante 10 min.

A amplificagao foi confirmada através da eletroforese em gel de agarose pela
presenca de segmentos com 182 pb. Para a RFLP foi utilizada a concentragéo de 10
U da enzima Scal (Thermo Scientific, Lituania) por amostra na solugao de digestéao,
incubado em banho-maria a temperatura de 37 °C por 2 h. A enzima Scal possui um
sitio de reconhecimento 5’-AGT”AACT-3’ que permite a discriminagao alélica T/A,
gerando um perfil de restrigdo correspondente ao: (1) gendtipo homozigoto selvagem
TT: 182 pb, (2) gendtipo heterozigoto TA: 182 pb, 154 pb e 28 pb, (3) gendtipo
homozigoto mutante AA: 154 pb e 28 pb'’?2. Para a eletroforese dos produtos da
digestao utilizou-se a concentragao de agarose a 3,0%.

Um resumo dos padrdes e das técnicas adotadas para a genotipagem das trés
variantes genéticas encontra-se demonstrado no Quadro 6 e na Figura 15.

Foram realizadas duplicatas em 5,0% das amostras, randomicamente

selecionadas, para cada uma das trés variantes genéticas. A taxa de concordancia foi
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de 100,0% para a variante do gene FTO e 95,0% para as variantes dos genes
ADIPOQ e LEP.

Amostras em triplicata de cada variante (trés amostras de trés pacientes
distintos com 0 mesmo gendétipo e variante) foram sequenciadas pelo método Sanger
para confirmar os perfis da digestdo enzimatica. O sequenciamento das amostras foi
realizado utilizando-se o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado
com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems, USA). Os DNA-moldes
(30-60 ng) foram marcados utilizando-se 2,5 pmol de cada primer forward
correspondente a cada variante genética em tubos separados e 0,5 yL do reagente
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems, USA) em
um volume final de 10 pL. As reacdes de marcagao foram realizadas em termociclador
LGC XP Cycler com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96 °C por 3 min seguida de
25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Uma vez marcadas,
as amostras foram purificadas pela precipitagcdo com isopropanol a 75,0% e lavagem
com etanol a 60,0%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10 pL de formamida
Hi-Fi (Applied Biosystems, USA), desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em gelo
por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. O sequenciamento foi
realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares (Brasil).

O resultado do sequenciamento foi comparado as sequéncias nucleotidicas
disponiveis em um banco de dados de acesso livre (GenBank) para confirmagao dos

genotipos.

Quadro 6 — Padrdes adotados para as genotipagens das variantes genéticas estudadas

Variante genética
ADIPOQ rs2241766 LEP rs7799039 FTO rs9939609
Primer forward TCTCTCCATGGCT CTTTTGTTTTGTTTT AACTGGCTCTTGAAT
(5’-3’) GACAGTG GCGACAGGGGTGC GAAATAGGATTCAGA
Primer reverse CCTTTCTCACCCT GCTCCCTTTGCCCG AGAGTAACAGAGACT
(5’-3) TCTCACC ACCCCG ATCCAAGTGCAGTAC
Er';'t'r':;a"c',e Smal Alw44) Scal
Sitiode CCCAGGG GATGCAC AGTAACT
restrigao (5’-3’)
Alelos T, G G, A T, A
TT: 250 GG: 332e 95 TT: 182
Bandas (pb) TG: 250,164 e 86  GA:332,307,95¢e 25 TA: 182,154 e 28
GG: 164 e 86 AA: 307 e 25 AA: 154 e 28

Fonte: Da autora.
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Figura 15 — Técnicas adotadas para analise genotipica das variantes dos genes AD/IPOQ,
LEPe FTO
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Fonte: Kroll 118

4.3 Processamento dos dados e analise estatistica

Os dados foram armazenados em banco de dados criado no programa Excel®
Office 2003 da Microsoft, e analisados no programa SPSS versao 22.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL).

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da

distribuicdo dos dados. O teste de Mann-Whitney U foi utilizado para examinar se

houve diferengas entre as maes/criangas incluidos no baseline e aquelas que nao

permaneceram nos seguimentos seguintes.
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As variaveis continuas foram reportadas em médias e desvios-padréo para
dados com distribuicdo normal, e como mediana e intervalo interquartil para os dados
com distribuicdo ndo normal. As variaveis categoéricas foram reportadas em
frequéncias absolutas e relativas. O teste de analise de variancia (ANOVA), para
variaveis com distribuicdo normal, ou Kruskal-Wallis, para distribuicdo n&do normal,
foram utilizados para comparar as médias das medidas antropométricas (peso,
estatura, IMC, circunferéncia da cintura e circunferéncia do pesco¢o) das maes e
criangas (com excecado da circunferéncia da cintura) segundo os gendétipos das
variantes. Para testar se existe associacao entre o desfecho EPC em maes e filhos
para cada seguimento da coorte e as variantes genéticas, foi realizado o teste de qui-
quadrado (x?) ou exato de Fisher (quando necessario).

Para avaliar o efeito bruto das variantes genéticas e outras covariaveis
socioecon6micas, demograficas e obstétricas das maes e das criangas no desfecho
“estado nutricional da mae e da crianga” foram estimados os valores de odds ratio
(OR) e intervalo de confianga (IC) de 95% utilizando-se regresséao logistica. O efeito
independente de cada preditor sobre o desfecho foi estimado a partir de analise
multivariada por regressao logistica e ajustando-se os modelos para covariaveis
socioeconémicas, demograficas e obstétricas da mae e da criancga.

Para avaliar o efeito bruto e ajustado das variantes genéticas sobre o desfecho
ao longo dos seguimentos foram calculados os riscos relativos (RR) e os IC de 95%
utilizando-se regressdao de Poisson com analise robusta através dos modelos
generalizados lineares. As sintaxes das analises estatisticas realizadas envolvendo
regressao logistica e de Poisson ajudadas estao apresentadas no Apéndice F.

As frequéncias genotipicas obtidas em relagao as frequéncias esperadas pelas
proporgdes de equilibrio de Hardy-Weinberg foram estimadas e testadas utilizando-se
o teste de qui-quadrado.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

4.4 Aspectos éticos

O desenvolvimento do estudo seguiu os requisitos da Resolucédo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude??°, que regulamenta pesquisas
envolvendo seres humanos. Cada méae recebeu informag¢des sobre os objetivos,

riscos e beneficios do estudo, e foi informada sobre a continuidade do projeto nos
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anos subsequentes ao nascimento da crianga. Quando houve concordancia em
participar do estudo, a mae assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
TCLE em duas vias, sendo uma de posse da mesma e outra da equipe. A coleta do
material biolégico foi realizada somente no ano de 2012, e obedeceu as normas de
biosseguranga. O banco de dados gerado com as informagdes coletadas ficara sob
responsabilidade do coordenador do estudo. Os formularios utilizados nas entrevistas
ficarao armazenados durante um periodo de cinco anos sob responsabilidade do
coordenador do estudo. Apds esse periodo os formularios serdo picotados de forma
a inutilizar-se completamente suas informagdes. Qualquer forma de divulgagao
cientifica sera realizada sem a identificacdo das participantes.

Este estudo foi aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa da UNIVILLE,
oficio n® 107/2011 (Apéndice B).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas do Programa de Pés-Graduagdao em Saude e Meio

Ambiente da Universidade da Regiao de Joinville/UNIVILLE, o capitulo Resultados e

Discussao foi apresentado no formato de artigo cientifico. Fazem parte dos resultados

da tese os seguintes artigos:

1.

Kroll C, de Franca PHC, Mastroeni MF. Association between FTO gene
polymorphism and excess body weight in women from before to after
pregnancy: A cohort study. Am J Hum Biol. 2018;30(5):e23164 (Apéndice C).
Kroll C, de Franca PHC, Mastroeni MF. Adiponectin and leptin gene variants
and their effects on children’s excess body weight from birth to six years of age:
The PREDI Study. Manuscrito submetido ao periédico Childhood Obesity em
agosto de 2019 (Apéndice D).

Kroll C, Mastroeni MF. Effect of adiponectin and leptin gene variants on excess

body weight in women of reproductive age over six years of follow-up: The

PREDI Study. Manuscrito sera submetido ao periddico Nutrition Research

apos a defesa de doutorado (Apéndice E).

Outros artigos publicados durante o doutorado relacionados ao estudo PREDI

ou ao tema da tese:

1.

Kroll C, Mastroeni SSBS, Veugelers PJ, and Mastroeni MF. Association of
ADIPOQ), LEP, and FTO gene polymorphisms with large for gestational age
infants. Am J Hum Biol. 2017 Jan; 29(1). doi: 10.1002/ajhb.22893

Kroll C, Mastroeni SSBS, Czarnobay SA, Ekwaru JP, Veugelers PJ, Mastroeni
MF. The accuracy of neck circumference for assessing overweight and obesity:
a systematic review and meta-analysis. Ann Hum Biol. 2017 Dec; 44(8):667-
677. doi: 10.1080/03014460.2017.1390153.

Mastroeni, MF, Czarnobay, SA, Kroll, C. et al. The Independent Importance of
Pre-pregnancy Weight and Gestational Weight Gain for the Prevention of
Large-for-Gestational Age Brazilian Newborns. Matern Child Health J. 2017
Apr;21(4):705-714. doi: 10.1007/s10995-016-2156-0.



. Czarnobay SA, Kroll C, Schultz LF, Malinovski J, Mastroeni SSBS, Mastroeni
MF. Predictors of excess birth weight in Brazil: a systematic review. J Pediatr
(Rio J). 2018 May 19. pii: S0021-7557(18)30301-2. doi:10.1016/j.jped.2018.
04.006

. Kroll C, Mastroeni SSBS, Veugelers PJ, Mastroeni MF. Associations of
ADIPOQ and LEP Gene Variants with Energy Intake: A Systematic Review.
Nutrients. 2019;11(4):750. doi: 10.3390/nu11040750.

. Kroll C, Mansani CMC, Schultz LF, El Rafihi-Ferreira R, Mastroeni MF.
Association of LEP-rs7799039 and ADIPOQ-rs2241766 polymorphisms with
sleep duration in preschool age children. Sleep medicine. 2019. doi:
10.1016/j.sleep.2019.07.028.

. Schultz LF, Kroll C, Constantino B, Mansani CMC, El Rafihi-Ferreira R,
Mastroeni MF. Influence of maternal depression and anxiety symptoms on the
sleep duration in children at preschool age. Matern Child Health J. 2020
Jan;24(1):62-72. doi: 10.1007/s10995-019-02843-z.
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6 CONCLUSAO

No que tange o estado nutricional materno, mulheres portando os genaétipos
de risco TG+GG da variante ADIPOQ-rs2241766 apresentaram maior peso, IMC e

chances de excesso de peso corporal quando comparadas as mulheres portadoras

do gendtipo selvagem TT. Na analise longitudinal, houve aumento de 1,5 vezes o risco
das maes com gendtipos de risco TG+GG apresentarem EPC quando comparadas as
maes com genotipo TT, mesmo apds o ajuste do modelo.

A variante LEP-rs7799039 nao foi associada ao estado nutricional materno. No

entanto, mulheres portando os genétipos de risco TA+AA da variante FTO-rs9939609

apresentaram significativamente maior média de peso e IMC até um ano apés o parto
quando comparadas as mulheres com genotipo TT.
Em relagdo ao estado nutricional das criangas, as portadoras dos genétipos

TG+GG da variante ADIPOQ-rs2241766 apresentaram maiores valores de IMC, peso

corporal, circunferéncia da cintura e ganho médio de IMC quando comparadas as com
gendtipo TT, entretanto sem significancia estatistica. Adicionalmente, criangas com o
mesmo gendtipo de risco TG+GG apresentaram significativamente 2,4 vezes maior
chance de EPC quatro anos apds o parto quando comparadas as criangas com
gendtipo TT, mesmo apds o ajuste para potenciais variaveis de confusao.

A analise da variante LEP-rs7799039 revelou estar associada ao estado

nutricional do recém-nascido. Criangas portando os genétipos GA+AA apresentaram
49% menos chances de nascerem GIG quando comparadas as criangas com genotipo
GG, mesmo apos o ajuste para potenciais variaveis de confusado da méae e da crianca.

A distribuigéo alélica e genotipica da variante FTO-rs9939609 das criangas nao

apresentou equilibrio de Hardy-Weiberg.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Conforme Resolucdes 196 e 340 do Conselho Nacional de Saude

Eu, concordo participar do estudo “Preditores da retengao

de peso da parturiente no pds-parto, ¢ do estado nutricional do recém-nascido”, sob coordenagdo dos Profs. Marco F.
Mastroeni e Silmara SBS Mastroeni, e dos pesquisadores Sandra A. Czarnobay e Silleno JD Junior. Esta pesquisa sera
realizada no periodo de janeiro a abril de 2012. O objetivo desta pesquisa é determinar os principais preditores da
retengdo de peso da parturiente no pos-parto, e do estado nutricional de recém-nascidos na Maternidade Darcy Vargas de
Joinville, SC. Declaro permitir que os pesquisadores envolvidos na pesquisa obtenham meus dados e de meu filho para
serem utilizados exclusivamente nesta pesquisa. Tais dados incluem idade, estado civil, tabagismo, renda, escolaridade,
estatura, peso, tipo de parto, idade da menarca, paridade, nimero de gestacdes, nimero de consultas pré-natal, intervalo
interpartal, idade gestacional, uso de medicamentos e informagdes sobre comorbidades. Em relagdo ao meu filho serdo
obtidos dados sobre peso, comprimento, apgar, circunferéncias craniana e toracica ao nascer. Fornecerei todos os dados
de forma gratuita. O Uinico exame que ira gerar um desconforto devido a pun¢@o venosa sera a colheita de sangue para a
dosagem dos exames de: colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicerideos, hemoglobina glicada, leptina, adiponectina e
outros metabolitos associados, caso estritamente necessario. Uma gota de sangue sera utilizada para o estudo de genes
associados a obesidade. Poderei optar em receber ou ndo os resultados dos exames, os quais poderdo ser utilizados para
divulgacdo cientifica porém, sem a minha identificagdo e a de meu filho. A amostra de sangue serd encaminhada ao
laboratdrio conveniado, onde serd processada e analisada. Com o término desta pesquisa minha amostra de sangue e a de
meu filho serdo descartados pelo coordenador da pesquisa. A amostra contendo o material genético serd armazenada na
Univille e poderei retird-la/elimina-la quando eu julgar necessario. Caso seja diagnosticado qualquer tipo de doenga serei
imediatamente encaminhada ao SUS para acompanhamento médico. No caso de eventual dano comprovadamente
ocasionado pela colheita de sangue, receberei indenizag¢do na forma de acompanhamento médico pelo SUS e custeio de
medicamentos necessarios ao tratamento.

As informagdes obtidas nesta pesquisa irdo contribuir para o desenvolvimento de politicas publicas de satde
voltadas a preven¢do da obesidade materna e do estado nutricional inadequado da crianga ao nascer. Permito que toda
informacgao obtida com meus dados ¢ de meu filho seja divulgada em eventos cientificos porém, sem que eu e meu filho
sejam identificados. Fui esclarecida quanto aos procedimentos a serem realizados na pesquisa e estou ciente que 0s riscos
sd0 minimos. Em qualquer momento poderei solicitar maiores esclarecimentos sobre o desenvolvimento das atividades e
serei prontamente atendida pelos pesquisadores responsaveis. Poderei retirar meu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizacdo e prejuizo ao seu cuidado. Para outras informagdes ou esclarecimentos devo entrar em contato
com Marco ou Silmara através dos nameros: 47 3425-8743 ou 9978-2590. Para reclamacdes, devo entrar em contato com
o Programa de Mestrado em Saude e Meio Ambiente/Univille, através do nimero 47 3461-9152. Este termo esta redigido

em duas vias, uma que ficara sob minha guarda e outra sob a guarda do coordenador da pesquisa.

ATENCAO: A sua participa¢do em qualquer tipo de pesquisa ¢ voluntaria. Em caso de duvida quanto aos seus direitos,
escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da UNIVILLE. Endereco — Paulo Malschitzki, 10 - Bairro Zona Industrial -
Campus Universitario - CEP 89.219-710 -Joinville/ SC.

Data: / /2012, Joinville, SC.

Assinatura da parturiente Prof. Dr. Marco F. Mastroeni (CRB 17.172 03D)
Prof*. Dr* Silmara S.B.S. Mastroeni (CRN 5765 02R)
Pesquisadores responsaveis
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FUNDAGCAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE - FURJ .-
UNIVERSIDADE DA REGIAO DE JOINVILLE ‘.

. UNIVILLE

UNIVERSIDADE

Joinville, 04 de maio de 2011
OFICIO N.°107/2011 - PRPPG/ CEP ’

Para Prof. Marco Fabio Mastroeni

Projeto de Pesquisa — Ciéncias Biologicas/MSMA
UNIVILLE '

ASSUNTO: Parecer Processo n° 046/2011

O Projeto de pesquisa intitulado “PREDITORES DA RETENGAO DE
PESO DA PARTURIENTE NO POS-PARTO, E DO ESTADO NUTRICIONAL
DO RECEM-NASCIDO” e seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
de sua responsabilidade, foram APROVADOS pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNIVILLE, apds terem sido analisados e verificados que atendem
plenamente aos parametros descritos na Res. CNS 196/96 e complementares,
e Res. 19/07 CEP/UNIVILLE, conforme parecer em anexo.

Lembramos que, ao finalizar a pesquisa, devera ser encaminhado ao
CEP/UNIVILLE o relatério final.

Atenciosamente,

~ Eleide Abril Gordon Findlay
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UNIVILLE
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1 | INTRODUCTION

| Paulo Henrique Condeixa de Franga

| Marco Fabio Mastroeni

Abstract

Objective: The aim of this study was to examine the influence of the FTO-
rs9939609 polymorphism on excess body weight in women during the reproduc-
tive transition from pre- to post-pregnancy.

Methods: This was a prospective cohort study covering a period extending from
before pregnancy to 2 and 4 years after pregnancy. A total of 435 women were first
included in the study and, at last follow-up, 220 of them continued to participate in
the study. The FTO-rs9939609 polymorphism was analyzed by the polymerase
chain reaction/ restriction fragment length polymorphism (PCR/RFLP) method.
Results: The FTO-1s9939609 polymorphism was associated with increasing weight
and body mass index (BMI) during the follow-up period. Women carrying at least
1 risk allele (A) were significantly heavier (P < .05, up to 4.24 kg) and had a 1.30
kg/m* higher BMI. Although the AA genotype was significantly associated with a
greater risk compared to the wild-type genotype in the cross-sectional analysis, the
results did not differ significantly in the longitudinal analysis (AA genotype, § = 1.20,
95% CI 0.85-1.68), even after adjustment for pre-pregnancy age, smoking before preg-
nancy, parity at pregnancy, and gestational weight gain.

Conclusions: The FT0-rs9939609 polymorphism was associated with increased
weight and BMI in mothers before and after pregnancy. However, we found no sig-
nificant effect of the polymorphism on excess body weight of women during the
reproductive trajectory.

transitions such as pregnancy and menopause (Azarbad
and Gonder-Frederick, 2010).

Overweight and obesity are defined as abnormal or exces-
sive fat accumulation that poses a risk to health (WHO,
2000). According to the WHO, in 2014, more than 1.9
billion adults were overweight, with 600 million of them
obese, and most of them women (WHO, 2014). In women,
obesity is associated with an increased risk of hyperten-
sion, metabolic syndrome, insulin resistance, dyslipide-
mia, systemic inflammation, cardiovascular disease, sleep
apnea, polycystic ovary syndrome, stroke, cancer, and
mortality (Azarbad and Gonder-Frederick, 2010). Obesity
is also influenced by a variety of genetic, hormonal, envi-
ronmental, and cultural factors, as well as by reproductive

In the past decade, genome-wide association studies have
identified a common variant in the alpha ketoglutarate-
dependent dioxygenase F70 (fat mass and obesity-associated
protein) gene related to overweight and obesity (Frayling
et al., 2007). Although the precise mechanism responsible for
the effect of FTO on obesity is still unclear, FTO variants are
known to play a central role in the regulation of food intake
or energy expenditure (Zhao et al., 2014). The risk allele
(“A”) of the FTO-1s9939609 polymorphism is associated with
increased odds of being either overweight or obese (Celis-
Morales et al., 2016; Emond et al., 2017; Frayling et al.,
2007; Liu et al., 2010; Lopez-Bermejo et al., 2008; Oyeyemi

Am J Hum Biol. 2018;e23164.
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et al., 2017; Peng et al., 2011; Ramos et al., 2012; Yang et al.,
2012). Studies on pregnant women suggest a positive associa-
tion of the FTO-rs9939609 AA genotype with high pre-
pregnancy weight (Lawlor et al., 2011; Martins et al., 2016)
and pre-pregnancy BMI (Lawlor et al., 2011; Martins et al.,
2016; Wehby and von Hinke Kessler Scholder, 2013), mater-
nal obesity (Wehby and von Hinke Kessler Scholder, 2013),
and excessive gestational weight gain (GWG) (Groth and
Morrison-Beedy, 2015). Nevertheless, to the best of our
knowledge, there are no studies evaluating the association of
FTO gene polymorphisms with the reproductive transition
from the pre-pregnancy period to 4 years after pregnancy. As
many authors reported a high risk of delivering large for
gestational age (LGA) newborns among mothers who expe-
rienced excessive GWG (Drehmer et al., 2013; Ferraro
et al., 2012; Haugen et al., 2014; Mastroeni, 2017), it seems
essential to identify factors that help prevent an obesogenic
state during the reproductive transition. The aim of this
study was to examine the association of the F70O-rs9939609
polymorphism with excess body weight in women during this
reproductive transition.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study design and population

This prospective cohort study is part of the Predictors of
Maternal and Infant Excess Body Weight (PREDI) Study
initiated in 2012 in Joinville/SC, Brazil, a larger research
project examining the determinants and related health out-
comes of excess body weight in mothers and their chil-
dren. An in-depth description of the overall study has
been published previously (Mastroeni et al., 2016; Santos
et al., 2015). Briefly, all women over 18 years of age
who gave birth to a full-term singleton (between 37 and
42 weeks of gestation) and who did not follow any spe-
cific type of diet before or during pregnancy or at the time
of delivery were invited to participate. Women with a
diagnosis of preeclampsia, infectious contagious disease
(acquired immune deficiency syndrome, hepatitis, syphi-
lis, and toxoplasmosis), still birth and adoption plans
immediately after delivery were excluded from the study.
Figure 1 shows the flow chart of the recruitment and
selection of PREDI Study participants. A total of 435 women
started the study in 2012. The subjects had been previously
informed about the purpose of the study and gave written
informed consent to participate. At the first and second
follow-up time points, trained researchers took anthropometric
measurements, and collected sociodemographic data in the
residence of the participants. The 1st follow-up was per-
formed in 2013/2014. After exclusions and losses, 314 women
continued to participate in the study. The second follow-up
was performed in 2016/2017, when 221 women agreed to
continue in the study. Pregnant women, or women who

underwent bariatric surgery or other medical interventions for
weight reduction, were not considered in the statistical analy-
sis of anthropometric measurements for the first and second
follow-ups. The PREDI study was approved by the Research
Ethics Committee of Univille (Protocol No. 107/2011).

2.2 | Data collection

Data were collected using a previously tested, structured
questionnaire administered by a trained health professional,
which included information about age, marital status, educa-
tion, household income, parity, smoking, height and weight
on the occasion of the 3 data collections. Pre-pregnancy
age and weight, parity at pregnancy and smoking before
pregnancy were self-reported by the mothers at baseline.
For this reason, the pre-pregnancy data are reported as
“baseline pre-pregnancy”. Height was measured with a por-
table stadiometer at baseline and first and second follow-
ups. Pre-pregnancy BMI was calculated based on each
mother’s self-reported pre-pregnancy weight and immedi-
ate postpartum height, measured while still in the maternity
unit. The BMI was calculated by dividing weight by height
squared (kg/m?), and was classified according to the BMI
cut-offs recommended by the WHO (2000), which classify
individuals with a BMI between 25 and 29.9 kg/m? as over-
weight and those with a BMI > 30 kg/m? as obese. Women
with a BMI > 25 kg/m* were considered to have excess
body weight. Height and weight were measured by the
method of Gordon et al. (1988). The measurements were
performed in duplicate and the means were used for
analysis.

The GWG was obtained by subtracting self-reported
pre-pregnancy weight from the immediate postpartum
weight at baseline. Excessive GWG was defined when the
mothers exceeded the recommended GWG according to
the 2009 Institute of Medicine guidelines (Institute of
Medicine, 2009).

2.3 | Genotyping

The genotyping method has been described previously
(Kroll et al., 2017). Blood samples were collected by nurses
in the pre-delivery room or immediately after delivery at the
maternity unit and transferred to an FTA CloneSaver card
(GE Healthcare, UK). Genomic DNA was extracted from
the cards by an adaptation of the method described by Kline
et al. (2002). FTO-rs9939609 genotyping was performed by
polymerase chain reaction (PCR) amplification followed by
restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis.
The forward primer: 5-AACTGGCTCTTGAATGAAA-
TAGGATTCAGA-3' and the reverse primer: 5’-AGAG-
TAACAGAGACTATCCAAGTGCAGTAC-3' and the Scal
enzyme were used in the PCR/RFLP method (Lopez-
Bermejo et al., 2008). Genotypes were defined by comparing
the corresponding expected restriction patterns of the FTO
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A 4

n = 483 pairs (mothers/infants)

NOTINCLUDED (n =46):
- 34 preterm

- 05 deliveries in transit

- 07 twin births

Y

n =471 pairs

EXCLUSIONS in 2012 (n=12):
- 02 adoptions

- 06 infectious diseases

- 01 ambiguous genitalia

- 01 hydrocephaly

- 01 Down syndrome

- 01 preeclampsia

A 4

n = 435 pairs (100.0%)

LOSS in 2012 (n =36):

- 02 withdrew consent

- 29 problems with blood
- 01 incomplete data

- 04 emergency deliveries

15t Follow-up, 2013-2014

n = 433 pairs

EXCLUSIONS in 2014 (n = 02):
- 01 Down syndrome
- 01 cerebral palsy

n = 314 pairs (72.2%)

LOSSin 2014 (n=119):
- 23 withdrew consent
- 96 not found

2nd Follow-up, 2016-2017

\ 4

n = 221 pairs (50.8%)

EXCLUSIONS in 2016 (n = 0):

FIGURE 1

gene polymorphism (182 bp for the wild-type allele T; 154 and
28 bp for the risk allele A) using a 50-bp ladder (Fermentas Life
Science, Vilnius, Lithuania), as described elsewhere (Lopez-
Bermejo et al., 2008). Genotyping was performed in duplicate
in 5% of randomly selected samples and the concordance rate
was 100%. Triplicate samples of the 3 genotypes were Sanger
sequenced to confirm the RFLP profiles using the automated
AB 3500 Genetic Analyzer equipped with 50 cm capillaries
and using POP7 polymer (Applied Biosystems, USA).

2.4 | Statistical analysis

Continuous variables are reported as means and SD for data
with normal distribution and as median and interquartile range
for data with non-normal distribution. Categorical variables
are reported as absolute and relative frequencies. The agree-
ment of the genotype frequencies with Hardy-Weinberg equi-
librium expectations was tested by the chi-square test.

LOSS in 2016 (n =93):
- 22 withdrew consent
- 71 not found

Flow chart of participants through the recruitment process. PREDI study, Joinville, Brazil (2012-2017)

Analysis of variance (ANOVA) was used to compare mean
weight and BMI according to the FTO genotypes in a domi-
nant model (wild-type genotype: TT vs genotypes with at
least 1 risk allele: TA + AA).

To investigate the association between excess body
weight and the FTO-1s9939609 genotypes at each follow-up,
odds ratio (ORs) and 95% confidence intervals (CIs) were
calculated by logistic regression. An adjusted analysis was
carried out to estimate the effect of each genotype on women
with excess body weight compared to women of normal
weight. We selected important confounders (age, parity,
smoking, and GWG as categorical variables) to adjust the
models in order to identify the independent polymorphic
determinant of excess body weight.

Generalized linear models were used for longitudinal analy-
sis. Poisson regression with robust variance was used to dem-
onstrate the association between genotypes (TT, TA, and AA)
and excess body weight (>25 kg/m?) trajectory during the
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TABLE 1 Characteristics of the women included in the follow-ups according to FT0O-rs9939609 polymorphism genotype
Baseline® 2012 (n = 406) 1st follow-up 2013/2014 (n = 295) 2nd follow-up 2016/2017 (n = 198)
Characteristics Median, mean or n (IR, SD or %) Median, mean or n (IR, SD or %) Median, mean or n (IR, SD or %)
TT TA AA TT TA AA TT TA AA

Age (years) 240(9.0°  240(11.0° 255(7.0° 263@85° 27.2(115° 279@8.0°  30.09.0° 31.0(12.00> 33.0(10.0)°

<20° 50 (48.3) 52 (43.3) 10 (8.3) 3(33.3) 5 (55.6) 1(11.1) 0 0 0

20-29¢ 91 (46.2) 79 (40.1) 27 (13.7) 99 (54.1) 69 (37.7) 158.2) 47 (51.6) 37 (40.7) 7(1.7)

> 30° 33 (37.1) 47 (52.8) 9 (10.1) 43 (41.7) 48 (46.6) 12 (11.7) 50 (46.7) 44 (41.1) 13 (12.1)
Marital status

Married/consensual 155 (46.1) 141 (42.0) 40 (11.9) 126 (48.3) 108 (41.4) 27 (10.3) 84 (50.0) 66 (39.3) 18 (10.7)

union®

Other® 27 (38.6) 37 (52.9) 6 (8.6) 19 (55.9) 14 (41.2) 129 12 (42.9) 14 (50.0) 2(7.1)
Education (years) 11.0 3.0)° 9.8 (4.0)° 10.5 (4.0)° 11.0 3.0)° 10.0 3.0)° 11.0 (4.0)° 11.0 4.0°  11.0 5.0)° 11.5 (4.0)°

>12° 29 (51.8) 22 (39.3) 5(8.9) 37 (57.8) 20 (31.3) 7 (10.9) 43 (50.6) 32 (37.6) 10 (11.8)

9-12¢ 99 (47.6) 81 (38.9) 28 (13.5) 73 (50.7) 57 (39.6) 14 (9.7) 38 (59.4) 20 (31.3) 6 (9.4)

<9 54 (38.0) 75 (52.8) 13(9.2) 35 (40.2) 45 (51.7) 7 (8.0) 15 (31.9) 28 (59.6) 4(8.5)
Household 3.0 2.0)° 3.0 2.0)° 2.0 3.0° 29 23" 29 2.5)° 29@32)° 2.8 2.0)° 2.7 2.0)° 3.12.0)0°

income (MW)d

>5° 41 (47.1) 38 (43.7) 8(9.2) 24 (44.4) 24 (44.4) 6(11.1) 9 (36.0) 12 (48.0) 4(16.0)

3-5° 61 (45.5) 60 (44.8) 13 (9.7) 34 (50.0) 28 (41.2) 6 (8.8) 28 (51.9) 20 (37.0) 6 (11.1)

<3¢ 72 (42.9) 72 (42.9) 24 (14.3) 90 (50.6) 72 (40.4) 16 (9.0) 59 (50.4) 48 (41.0) 10 8.5)
Parity

0° 82 (49.4) 66 (39.8) 18 (10.8) 0 0 0 0 0 0

1° 47 (41.2) 49 (43.0) 18 (15.8) 62 (56.4) 39 (35.5) 9(8.2) 28 (57.1) 17 (34.7) 4(8.2)

2° 34 (42.5) 39 (48.8) 7(8.8) 40 (45.5) 37 (42.0) 11 (12.5) 34 (46.6) 29 (39.7) 10 (13.7)

>3° 19 (41.3) 24 (52.2) 3(6.5) 44 (45.4) 45 (46.4) 8 (8.2) 34 (45.9) 34 (45.9) 6 (8.1)
Smoking

No° 152 (47.1) 136 (42.1)  35(10.8) 129 (49.8) 104 (402) 26 (10.0) 87 (50.6) 67 (39.0) 18 (10.5)

Yes® 30 (36.1) 42 (50.6) 11 (13.3) 16 (44.4) 18 (50.0) 2(5.6) 8 (36.4) 12 (54.5) 2(9.1)
GWG* 140 (7.2°  132(73)°  140(7.7° 13580 13.0(7.0°  165(74°  140(9.0° 13.5(7.0° 140 (89"

Non-excessive® 99 (44.6) 97 (43.7) 26 (11.7) 76 (49.4) 67 (43.5) 11 (7.1) 53 (48.2) 46 (41.8) 11 (10.0)

Excessive® 83 (45.1) 81 (44.0) 20 (10.9) 67 (51.1) 50 (38.2) 14 (10.7) 48 (51.6) 35 (37.6) 10 (10.8)
BMI (kg/m®) 23.5(5.7)° 24.3 (6.5)° 24.5 (5.3)° 25.2 (5.0)° 26.2 (5.7) 27.5 (6.5)" 26.7 (5.6)F 27.7 (5.8)F 29.3 (6.8)"

<25° 117 (47.0) 107 43.0) 25 (10.0) 78 (52.7) 60 (40.5) 10 (6.8) 36 (51.4) 28 (40.0) 6 (8.6)

25-30° 49 (47.6) 39 (37.9) 15 (14.6) 42 (51.2) 29 (35.4) 11 (13.4) 28 (50.0) 22 (39.3) 6 (10.7)

> 30° 16 (29.6) 32 (59.3) 6 (11.1) 25 (41.0) 30 (49.2) 6(9.8) 23 (41.1) 26 (46.4) 7(12.5)
Weight (kg) 59.0 (16.0)*  62.0(17.0° 60.0(19.8)° 63.5(17.4° 66.0(185° 64.4(140)° 68.6(158)" 72.2(14.8)" 737 (20.4)
Height (cm) 160.7 (6.5 161.9(6.9)° 160.8 (7.2 1609 (6.1)" 161.8 (6.3)' 161.6(5.8)" 160.0 (6.1)) 1614 (6.5" 157.9 (5.5)

PREDI study, Joinville, Brazil (2012-2017). Abbreviations: BMI, body mass index; IR, interquartile range; MW, minimum wage; SD, standard deviation.
* Age, BMI, parity, smoking, weight and height data were considered at pre-pregnancy.

° Data are reported as median and interquartile range.
¢ Data are reported as number of subjects and percentage (%).

d Monthly household income in MW at baseline, US$ 355.00; at first follow-up, US$ 306.00; at second follow-up, US$ 291.00.

¢ Data collected only at baseline.
f Data are reported as mean and SD.

follow-ups, and an estimate of the relative risk (RR) and 95%
CI are reported. Unadjusted analyses were performed and the
multivariable analyses were adjusted for potential con-
founders (pre-pregnancy age, smoking before pregnancy, par-
ity at pregnancy, and GWG as categorical variables). These
variables were selected because they were collected at the
3 time points and have been well established as risk factors
for BMI in the literature (Dare et al., 2015; Hajiahmadi et al.,
2015; Li et al., 2016; Ma et al., 2015; Schimmel et al., 2015).

The variance inflator factor test with commonly applied

cut-off wvalues revealed little collinearity among the

independent variables. The results were considered to be sta-
tistically significant when P < .05. The Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS), version 22.0, was used for
statistical analysis.

3 | RESULTS

The overall characteristics of the women according to the
FTO-1s9939609 genotypes in the 3 data collections are
described in Table 1. The prevalence of excess body weight
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TABLE 2 Mean weight and body mass index of the participants at baseline and at the 2 follow-ups according to FT0O-rs9939609 genotype

Weight (kg) BMI (kg/m?)
FT0-rs9939609 genotype n Mean® SD P Mean® SD P
Baseline pre-pregnancy .02 .03
TT 182 61.93 12.65 24.16 445
TA + AA 224 65.15 14.82 25.20 5.25
First follow-up .02 .04
TT 145 65.19 14.06 25.16 5.03
TA + AA 146 69.43 16.63 26.46 5.83
Second follow-up .10 12
TT 87 68.60 15.78 26.75 5.54
TA + AA 95 72.48 15.98 28.06 5.98

Abbreviation: BMI, body mass index; SD, standard deviation. PREDI study, Joinville, Brazil (2012-2017).

 ANOVA.

was 39, 49, and 62% at baseline pre-pregnancy, first follow-
up and second follow-up, respectively. The medians/means
of years of education (10.5, 11.0, and 11.5 years), household
income (2.0, 2.9, and 3.1 MW), weight (60.0, 64.4, and 73.7
kg) and BMI (24.5, 27.5, and 29.3 kg/m?) were higher
among the follow-ups in women carrying the AA genotypes.
For parity >3 children (58.7, 54.6, and 54.0%) and smoking
(63.9, 55.6, and 63.6%), the proportion of women carrying
the risk allele (TA + AA) was higher than that of women
carrying the TT genotype. The median GWG obtained at
baseline was 14.0, 13.2, and 14.0 kg in women carrying the
TT, TA, and AA genotypes, respectively.

The frequencies of the FTO-rs9939609 genotypes are
shown in Supporting Information S1. The frequencies were
44.8, 50.2, and 49.0% for the TT genotype, 43.9, 41.0, and
40.9% for the TA genotype, and 11.3, 8.8, and 10.1% for the
AA genotype at baseline (pre-pregnancy) and at first and
second follow-ups, respectively. All frequencies were in
Hardy-Weinberg equilibrium.

Table 2 and Figure 2 show the mean weight and BMI
values of the participants according to F70-rs9939609 geno-
type. In the dominant model, the mean weight and BMI
values were higher in women carrying the TA + AA geno-
types than in women with the TT genotype among the
follow-ups, although the difference was not statistically sig-
nificant at the 2nd follow-up. At baseline pre-pregnancy,
women with the TA + AA genotypes were 3.22 kg heavier
(P =.02) and had a 1.04 kg/m2 higher BMI (P = .03) than
those with the wild-type genotype. At the 1st follow-up, the
weight difference was greater: women with the TA + AA
genotypes were 4.24 kg heavier (P = .02) and had a 1.30
kg/m? higher BMI (P = .04) than TT women.

Table 3 shows the logistic regression of the risk of
excess body weight according to FTO-1rs9939609 genotype.
Even though the results were not statistically significant in
any of the unadjusted or adjusted models, the chances for
excess body weight increased according to the presence of
the risk allele at each follow-up. This increase was mainly
observed from baseline to the 1st follow-up. Unadjusted and

adjusted analyses (Models 1-4) showed that the presence of
the AA genotype increased the likelihood of women having
excess body weight at baseline pre-pregnancy and at the first
follow-up (OR = 1.51, 95% CI 0.79-2.91 to OR = 1.98, 95%
CI 0.85-4.62, models 1 and 3, respectively; OR = 1.44, 95%
CI 0.73-2.84 to OR = 1.98, 95% CI 0.79-4.95, models 2 and
4, respectively).

Table 4 shows the longitudinal analysis of excess body
weight and FT0-rs9939609 genotypes during the follow-up
periods. The results of unadjusted analyses revealed that the
risk of excess body weight increased with the presence of
the risk allele when compared with the wild-type genotype
(model 1, TA genotype, p = 1.08, 95% CI 0.82-1.41; AA
genotype, B = 1.22, 95% CI 0.84-1.78), despite the differ-
ence being non-significant. After adjustment for potential
confounders (pre-pregnancy age, smoking before pregnancy,
parity at pregnancy, and GWGQG), the results showed a slight
decrease in RR, demonstrating a risk of excess body weight
only for the AA genotype (model 2: TA genotype, p = 1.02,
95% CI 0.79-1.32; AA genotype, p = 1.20, 95%
CI 0.85-1.68).

4 | DISCUSSION

Our results showed a significant increase in weight and BMI
during a reproductive transition in women carrying the TA
+ AA genotypes of the FTO-rs9939609 polymorphism com-
pared to women carrying the TT genotype. Women carrying
the risk allele (A) were up to 4 kg heavier and had a 1 kg/m?
higher BMI compared to women carrying the wild-type
genotype (TT). We also demonstrated a subtle increase in
the risk of having excess body weight in women with the A
allele, although without statistical significance. To the best
of our knowledge, this is the first study to investigate the
association and the effects of the FT0O-rs9939609 polymor-
phism in a reproductive transition cohort study. From a pub-
lic health perception, the determination of genetic variants
associated with weight status during a reproductive transi-
tion is important to help prevent the gain of excess body
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Baseline pre-pregnancy
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2nd Follow-up
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FIGURE 2 Mean BMI according to FTO-rs9939609 genotype at baseline and at the 2 follow-ups. Error bars represent the CI for the mean. PREDI study,

Joinville, Brazil (2012-2017)

weight by changing family behaviors. The FTO-rs9939609
polymorphism has been strongly associated with excess
body weight in individuals with different characteristics,
including different sex and age groups (Celis-Morales et al.,
2016; Emond et al., 2017; Frayling et al., 2007; Liu et al.,
2010; Lopez-Bermejo et al., 2008; Oyeyemi et al., 2017; Peng
et al., 2011; Ramos et al., 2012; Yang et al., 2012).

Some hypotheses have been raised in an attempt to eluci-
date the association between the FTO gene and weight sta-
tus. The product of the FTO gene is 2-oxoglutarate-
dependent nucleic acid demethylase (Gerken et al., 2007),
which is particularly expressed in the brain and hypothalamic
nuclei, and is involved in the regulation of food intake (Gerken
et al., 2007). Although the precise mechanism responsible for
the effect of the FTO gene on obesity is still unclear, many
studies have reported the effect of a risk allele (A) of FTO-
1s9939609 on energy intake and on the reduction of satiety (den
Hoed et al., 2009; Emond et al., 2017; McCaffery et al., 2012;
Oyeyemi et al., 2017; Rutters et al., 2010; Sonestedt et al.,
2011; Wardle et al., 2008). In addition to having greater energy
intake, individuals carrying the risk allele also consume a high-
fat diet with less fiber (Ahmad et al., 2010; Moleres et al.,
2012; Steemburgo et al., 2013). Furthermore, homozygous AA
individuals are more prone to an elevated post-prandial appetite
level, which is linked to an interaction between the FTO geno-
type and circulating levels of ghrelin, a key mediator of diges-
tive behavior (Karra et al., 2013). Other studies also suggest an
effect of FTO on the regulation of proteins in pathways
involved in energy intake, such as leptin levels (Labayen et al.,
2011) and leptin sensitivity (Wang et al., 2011), and other sig-
naling proteins (Lin et al., 2014; Rask-Andersen et al., 2011).
The FTO-1s9939609 genotype is also associated with some

metabolites, with evidence having been obtained of changes in
phospholipid and amino acid metabolisms that may be linked
to obesity and type 2 diabetes in A allele carriers (Kim et al.,
2016). FTO may also interact epistatically with other variants of
other genes, including those encoding the leptin receptor and
DNA methyl transferase 3B (den Hoed et al., 2009), and with
the environment (Yang et al., 2012).

Regarding the pre-pregnancy period, other authors have
also reported higher weight and BMI among women carry-
ing the AA genotype (Lawlor et al., 2011; Martins et al.,
2016; Wehby and von Hinke Kessler Scholder, 2013). A
study that investigated the association between maternal
characteristics and the AA genotype of FTO-rs9939609 gene
polymorphism in 136 Brazilian women showed 8.9 kg
higher weight and 3.4 kg/m® higher BMI (Martins et al.,
2016). Our results showed that women carrying the risk
allele were 3.22-4.24 kg heavier among the follow-ups than
those carrying the wild-type genotype, values higher than
those reported in other studies (Celis-Morales et al., 2016;
Liu et al., 2010). One study involving 13 cohorts found that
individuals with the AA genotype were 3.0 kg heavier than
those carrying the wild-type genotype (Frayling et al., 2007).
Considering the same AA genotype, a study involving
young European and African-American subjects showed that
they were 2.18-2.60 kg heavier than those carrying the TT
or TA genotypes (Celis-Morales et al., 2016; Liu et al.,
2010). The same studies also demonstrated an association
between the presence of the A allele and BMI, which
increased 0.36-0.54 kg/m” per allele (Celis-Morales et al.,
2016; Frayling et al., 2007; Liu et al., 2010). Interestingly, a
study in the Nigerian population demonstrated a higher
weight and BMI in subjects carrying the risk genotype
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TABLE 3  Effect of the FTO-1s993960 genotypes on the risk of excess body weight in women

Baseline pre-pregnancy (n = 406)

1st follow-up (r = 291)

2nd follow-up (n = 182)

f Model 1°¢ Model 2* Model 3¢ Model 4° Model 5 Model 6°

genotype OR (95% CI) P  OR (95% CI) P OR (95% CI) P  OR (95% CI) P OR (95% CI) P  OR (95% CI) P
TT Reference Reference Reference Reference Reference Reference
TA 1.19(0.78,1.83) .41 1.11(0.71,1.72) .65 1.15(0.70,1.86) .59 1.14(0.66,1.97) .64 1.21(0.64,2.28) .55 1.25(0.62,2.54) .54
AA 1.51(0.79,291) 22 1.44(0.73,2.84) .29 1.98(0.85,4.62) .11 1.98(0.79,4.95) .15 1.53(0.53,4.40) .43 1.65(0.53,5.17) .39

PREDI study, Joinville, Brazil (2012-2017). CI, confidence interval; OR, odds ratio.
# Model 2: adjusted for age, parity and smoking.

° Model 4 and 6: adjusted for age, parity, smoking, and GWG.

¢ Models 1, 3, and 5: unadjusted ORs.

(6.79 kg and 2.75 kg/m’, respectively) (Oyeyemi et al.,
2017). In our study, women with at least 1 risk allele had a
higher BMI, up to 1.30 kg/m? in TA + AA. This significant
association was not confirmed in the 2nd follow-up, possibly
due to the smaller number of participants in that study
period.

An important finding of this study is that the odds for
excess body weight increase per occurrence of risk allele,
which may double in women carrying the AA genotype
compared to the wild-type genotype. A similar result was
also reported in a meta-analysis of population-based studies
which showed an increase of 1.31 and 1.18 times the odds
of being overweight and obese when carrying the A allele,
respectively (Frayling et al., 2007). Celis-Morales et al. (2016)
demonstrated that European adults with the risk FTO allele had
significantly higher odds of being overweight (OR = 1.27) or
obese (OR = 1.41). Frayling et al. (2007) also showed a
1.67-fold increase in the odds of obesity in FTO allele carriers
compared to individuals without the risk allele. From policy
and practice perspectives, as women carrying the AA genotype
are more likely to gain excess body weight during pregnancy,
this also increases the risk of these women giving birth to an
LGA infant.

However, our longitudinal analysis showed a low (f =
1.22) and statistically nonsignificant effect of the AA genotype
on excess body weight even after adjustment for potential con-
founders (B = 1.20). Furthermore, no effect on excess body
weight was found among people inheriting the heterozygous
genotype (f = 1.03, P = .84). The limited or negligible effect
of the FTO-rs9939609 variant on weight status was also
detected by other authors, who suggested a potential effect of
physical activity on the risk allele (Jacobsson et al., 2009),

TABLE 4 Longitudinal analysis of excess body weight and
FTO-rs9939609 genotypes in women during the follow-ups

e Model 1* Model 2"

genotype B (95% CI) P B (95% CI) P
TT Reference Reference

TA 1.08 (0.82, 1.41) .60 1.02 (0.79, 1.32) .87
AA 1.22 (0.84, 1.78) .28 1.20 (0.85, 1.68) .30

PREDI study, Joinville, Brazil (2012-2017).

# Unadjusted analysis.

" Adjusted analysis for pre-pregnancy age, smoking before pregnancy, parity at
pregnancy and GWG.

despite the well-known high memory bias of this self-reported
risk factor (Prince et al., 2008). Another study involving 2 dif-
ferent longitudinal cohorts found no association between the
FTO-rs993960 polymorphism and BMI in African American
individuals (Hallman et al., 2012).

In our study, we attributed the non-significant effect of
the FTO gene on weight status to the lower number of par-
ticipants in the 2nd follow-up, mainly in the AA genotype
group, which was the group with the smallest number of
participants from the beginning. Moreover, the minor
allele frequencies (MAFs) in our cohort study (baseline
pre-pregnancy: 0.33, first follow-up: 0.29, and second
follow-up: 0.31) were lower than those found in other
studies conducted on pregnant women (Marginean et al.,
2016; Martins et al., 2016) and Brazilian individuals
(Ramos et al., 2012) and in other cohort studies (Celis-
Morales et al., 2016; Frayling et al., 2007; Hallman et al.,
2012; Qi et al., 2008). The low MAF may reduce the ability
to see the real effect of the polymorphism due to the smaller
number of women carrying at least 1 copy of the risk allele.

Another important finding of this study was the high
prevalence of excess body weight among the follow-up
periods. From 2011 to 2017, the women gained more weight
and consequently increased their BMI. The prevalence of
excess body weight ranged from 39% in 2011 to 62% in
2017, a value 22% higher than the worldwide prevalence
reported for women by the WHO in 2016 (WHO, 2017).
This finding shows that women of reproductive age are a
high risk group for accelerated weight gain and obesity
(Harrison et al., 2017). Furthermore, critical time windows
such as pre-partum, pregnancy, and postpartum involve an
intensified increase in weight gain (Harrison et al., 2017).
Hence, studies including genetic predisposition to the devel-
opment of obesity may be especially helpful in mothers, as
these women need to take care of themselves as well as their
children in terms of diet and life style over a period of many
years. Therefore, the sooner we identify the potential genetic
predictors of excess body weight, the sooner will it be possi-
ble to apply specific interventions such as adequate diets
(even during pregnancy), physical activity, and psychologi-
cal support to avoid the increasing rates of overweight and
obesity. For instance, individuals carrying the risk allele
might be advised to control the impulse of eating high-fat
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foods and to include more fiber in their diet to increase sati-
ety. In addition, some studies indicate that a high level of
physical activity diminishes the obesity-promoting effect of
FTO (Bjornland et al., 2017; Kilpeldinen et al., 2011; Ruiz
et al., 2010). A fat intake of <30% (Labayen et al., 2016)
and low-protein intake (Qi et al., 2015) may attenuate the
genetic predisposition to obesity in the risk allele carriers.

The investigation of the association and the effect of the
FT0O-1s9939609 polymorphism on women's weight status in
a reproductive transition is the significant strength of this
study. Four years of prospective data collection and the abil-
ity to adjust for several important confounding factors are
also important strengths of the study. Additionally, many of
the same researchers collected the data, including anthropo-
metric measurements at baseline and follow-ups, therefore
reducing possible biases.

On the other hand, some limitations should be consid-
ered. First, the inclusion of the self-reported pre-pregnancy
weight variable makes estimates vulnerable to reporter
biases. Nevertheless, a previous study demonstrated that pre-
pregnancy weight classification based on self-reports was
valid (Shin et al., 2014). Second, our results were obtained
from a relatively small cohort of mothers living in Brazil,
thereby limiting their comparability to results from other
populations. Moreover, the attrition rate at the last time point
of data collection was 50.8% from baseline. On the other
hand, there was a loss to follow-up of approximately 25% of
participants at each time point, a reasonable rate when com-
pared to the >30% loss found in most cohort studies. Third,
as is the case with most longitudinal studies, a degree of
measurement error may have occurred and affected the accu-
racy of both the pre- and post-partum variables used in the
study. Fourth, the small number of carriers of the AA geno-
type may have affected the statistical power of the study to
detect a significant effect of the polymorphism on weight
status among the follow-ups. This fact also affected
the possibility of performing interaction analyses. Finally,
as we did not analyze ancestry markers in our study, we
cannot affirm that the relatively small number of women
carrying the risk allele was influenced by racial/ethnic
background. Some authors have suggested that the racial/
ethnic group may potentially contribute to variations in
adiposity levels (Cardel et al., 2011; Lins et al., 2012).
Genetic admixture estimates have been used to under-
stand the genetic influence of ethnic variation on body
composition parameters (Fernandez et al., 2013).

In conclusion, these findings indicate that women car-
rying the TA + AA genotype of the FTO-1s9939609 poly-
morphism gained more weight and had a higher increase
in BMI from the pre-pregnancy period to 4 years after
pregnancy. However, these increases had no significant
effect on the trajectory of excess body weight in the lon-
gitudinal analysis. The real effect of the F70O-rs9939609
polymorphism on female excess body weight will

certainly be better investigated in longitudinal studies and
with a larger number of participants.
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MODELOS ESTATISTICOS ARTIGO MULHERES x FTO

Regressio Logistica ajustada para cada periodo da coorte

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES PrepregBMI_WHO1997Cat2

/IMETHOD=ENTER FTO_mother Age_prepregnancy_Cat Parity Before_Pregnancy_ Cat
SmokeBeforePreg

/CONTRAST (FTO_mother)=Indicator(1)

/CONTRAST (Age_prepregnancy_Cat)=Indicator(1)

/CONTRAST (Parity_Before_Pregnancy_Cat)=Indicator(1)

/CONTRAST (SmokeBeforePreg)=Indicator(1)

/PRINT=CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Mother WHO_1997Cat_P2
/IMETHOD=ENTER FTO_mother AgeMotherCat3 P2 SmokeAfterPreg_P2 ExcessiveGWG
Parity P2_Cat
/CONTRAST (FTO_mother)=Indicator(1)
/CONTRAST (AgeMotherCat3_P2)=Indicator(1)
/CONTRAST (SmokeAfterPreg_P2)=Indicator(1)
/CONTRAST (ExcessiveGWG)=Indicator(1)
/CONTRAST (Parity_P2_Cat)=Indicator(1)
/PRINT=CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Mother_P4_Cat_3
/IMETHOD=ENTER FTO_mother Mothers_Age Cat 2 P4 Smoking_ P4 ExcessiveGWG
Parity P4_Cat
/CONTRAST (FTO_mother)=Indicator(1)
/CONTRAST (Mothers_Age_Cat_2_P4)=Indicator(1)
/CONTRAST (Smoking_P4)=Indicator(1)
/CONTRAST (ExcessiveGWG)=Indicator(1)
/CONTRAST (Parity_P4_Cat)=Indicator(1)
/PRINT=CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Regressio de Poisson ajustada com analise robusta

GENLIN Excessive_BMI_until_ P4 BY FTO_mother Age_ prepregnancy_ Cat
Parity Before Pregnancy_ Cat_3 SmokeBeforePreg ExcessiveGWG (ORDER=DESCENDING)
/MODEL FTO_mother Age_ prepregnancy Cat Parity_Before Pregnancy_ Cat 3
SmokeBeforePreg ExcessiveGWG
INTERCEPT=YES
DISTRIBUTION=POISSON LINK=LOG
/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 COVB=ROBUST MAXITERATIONS=100
MAXSTEPHALVING=5
PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE) SINGULAR=1E-012 ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95
CITYPE=WALD
LIKELIHOOD=FULL
/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE
/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION (EXPONENTIATED).



MODELOS ESTATISTICOS ARTIGO CRIANGAS x LEP/ADIPOQ

Regressio Logistica ajustada para cada periodo da coorte

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Weigth_Intergrowth_Centile_Cat_2

/IMETHOD=ENTER ADIPOQ_Cat_newborn LEP_Cat_newborn Age_at_Birth FamilylncomeMS
PrepregnancyBMI Parity

/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_newborn)=Indicator(1)

/CONTRAST (LEP_Cat_newborn)=Indicator(1)

/PRINT=CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Child_WHO_Cat_P2

/METHOD=ENTER ADIPOQ_Cat_newborn LEP_Cat_newborn BMI_Mother_P2 AgeMother_P2
FamilylncomeMS_P2 Parity P2 BF_days

/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_newborn)=Indicator(1)

/CONTRAST (LEP_Cat_newborn)=Indicator(1)

/PRINT=CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Child_P4_WHO_2006_Cat

/IMETHOD=ENTER ADIPOQ_Cat_newborn LEP_Cat_newborn BMI_Mother_P4 Mothers_Age P4
Family Income_MS_P4 Parity P4 BF_days

/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_newborn)=Indicator(1)

/CONTRAST (LEP_Cat_newborn)=Indicator(1)

/PRINT=CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Child_P6_ WHO_ 2007 _Cat_2

/IMETHOD=ENTER ADIPOQ_Cat_newborn LEP_Cat_newborn BMI_Mother_P6 Mothers_Age P6
Family _Income_MS_P6 Parity_P6 BF_days

/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_newborn)=Indicator(1)

/CONTRAST (LEP_Cat_newborn)=Indicator(1)

/PRINT=CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Regressao de Poisson ajustada com analise robusta

GENLIN Overweight_Children_untilP6 BY ADIPOQ_Cat_newborn LEP_Cat_newborn
(ORDER=DESCENDING) WITH Age_at_Birth FamilylncomeMS Parity PrepregnancyBMI BF _days
/MODEL ADIPOQ_Cat_newborn LEP_Cat_newborn Age_at_Birth FamilylncomeMS Parity
PrepregnancyBMI BF_days INTERCEPT=YES

DISTRIBUTION=POISSON LINK=LOG

/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 COVB=ROBUST MAXITERATIONS=100
MAXSTEPHALVING=5 PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE) SINGULAR=1E-012
ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 CITYPE=WALD LIKELIHOOD=FULL

/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE

/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION (EXPONENTIATED).



MODELOS ESTATISTICOS ARTIGO MULHERES LEP/ADIPOQ

Regressio Logistica ajustada para cada periodo da coorte

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES PrepregBMI_WHO1997Cat2
/IMETHOD=ENTER Age_prepregnacy Parity_Before_Pregnancy ADIPOQ_Cat_mother
LEP_Cat_mother
/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_mother)=Indicator(1)
/CONTRAST (LEP_Cat_mother)=Indicator(1)
/PRINT=CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Mother_ WHO_1997Cat_P2
/METHOD=ENTER ADIPOQ_Cat_mother LEP_Cat_mother AgeMother_P2 Parity P2
/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_mother)=Indicator(1)

/CONTRAST (LEP_Cat_mother)=Indicator(1)
/PRINT=CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Mother_P4_Cat_3
/IMETHOD=ENTER ADIPOQ_Cat_mother LEP_Cat_mother Mothers_Age P4 Parity P4
/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_mother)=Indicator(1)
/CONTRAST (LEP_Cat_mother)=Indicator(1)
/PRINT=CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES BMI_Mother_P6_Cat_3
/METHOD=ENTER ADIPOQ_Cat_mother LEP_Cat_mother Mothers_Age_P6 Parity P6
/CONTRAST (ADIPOQ_Cat_mother)=Indicator(1)
/CONTRAST (LEP_Cat_mother)=Indicator(1)
/PRINT=CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Regressido de Poisson ajustada com analise robusta

GENLIN Overweight_mothers_untilP6 BY LEP_Cat_mother ADIPOQ_Cat_mother
(ORDER=DESCENDING) WITH Age_prepregnacy

/MODEL LEP_Cat_mother Age_prepregnacy ADIPOQ_Cat_mother INTERCEPT=YES
DISTRIBUTION=POISSON LINK=LOG

/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 COVB=ROBUST MAXITERATIONS=100
MAXSTEPHALVING=5 PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE) SINGULAR=1E-012
ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 CITYPE=WALD LIKELIHOOD=FULL

/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE

/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION (EXPONENTIATED) COVB
CORB LMATRIX GEF HISTORY(1).

GENLIN Overweight_mothers_untilP6 BY LEP_Cat_mother ADIPOQ_Cat_mother
(ORDER=DESCENDING) WITH Age_prepregnacy Parity Before_Pregnancy

/MODEL LEP_Cat_mother ADIPOQ_Cat_mother Age_prepregnacy Parity Before Pregnancy
INTERCEPT=YES

DISTRIBUTION=POISSON LINK=LOG

/CRITERIA METHOD=FISHER(1) SCALE=1 COVB=ROBUST MAXITERATIONS=100
MAXSTEPHALVING=5 PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE) SINGULAR=1E-012
ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 CITYPE=WALD LIKELIHOOD=FULL

/MISSING CLASSMISSING=EXCLUDE

/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION (EXPONENTIATED) COVB
CORB LMATRIX GEF HISTORY(1).



ANEXOS



Anexo A — Curvas de crescimento fetal e neonatal INTERGROWTH-215t para
meninos e meninas
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Anexo B - Curva de crescimento de acordo com o IMC por idade para meninos
e para meninas menores de 5 anos
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IMC por Idade MENINOS

Ministério
da Satde

GOVERNO FEDERAL

Do nascimento aos 5 anos (percentis)

IMC (kg/m?)

—t
.

—
=)
T

2 anos 3 anos

ldade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)

IMC por ldade MENINAS

Do nascimento aos 5 anos (percentis)

ERNO FEDERAL

10 2

Meses 2 i
Nascimento 2 anos 3 anos

ldade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)



Anexo C — Curva de crescimento de acordo com o IMC por idade para meninos
e para meninas de 5 a 19 anos
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IMC por idade MENINOS s I

da Salde NGy an o eoenat

Dos 5 aos 19 anos (percentis)

3689 3 6 9 3 8 9 36 9
10 12 13 14

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)

IMC por idade MENINAS =
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Dos 5 aos 19 anos (percentis) Solano reotar
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B 10 h} : : 12 13 » 14
Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)
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