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Sdcrates (469 — 399 a.C)



SUMARIO

1.1
1.2

2.1
2.2
221
222

2221

2.2.2.2
2.2.2.3
2224
2225
2.3
231
2.3.2

3.1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE QUADROS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS DOS ARTIGOS

INTRODUCAO

REVISAO DA LITERATURA

HIPERTENSAO ARTERIAL

Epidemiologia e Classificacédo

ImplicacBes da hipertensao arterial, obesidade e diabetes mellitus
OBESIDADE

Epidemiologia e Classificagao

Tecido adiposo subcutaneo e visceral

ImplicacBes metabdlicas associadas a TAS e TAV
Avaliacéo da adiposidade corporal

Tomografia Computadorizada, Ressonancia Magnética, Dual-Energy
X-Ray Absorptiometry (DEXA)

indice de Massa Corporal e Circunferéncia da Cintura
Lipid Accumulation Product Index (indice LAP)

Body Adiposity Index (BAI)

Circunferéncia do Pescoco

Aspectos genéticos na obesidade

Gene Fat Mass and Obesity Associated (FTO)

Gene Melanocortin 4 Receptor (MC4R)

DIABETES MELLITUS

Epidemiologia e Classificacéo

OBESIDADE, HIPERTENSAO ARTERIAL E DIABETES MELLITUS:
FISIOPATOLOGIA

JUSTIFICATIVA

OBJETIVOS

Objetivo Geral

10
11
12
13
14

15
16

18
19
21
24

25

26
28
31
33
35
37
40

43

44

47
48
48



10

Objetivos Especificos

REFERENCIAS

ARTIGO 1: Association among Lipid Accumulation Product (LAP),
Body Adiposity Index (BAI) and Neck Circumference (NC) with type-2
diabetes in subjects with hypertension

ARTIGO 2: Effects of FTO rs9939906 and MC4R rs17782313 on
obesity, Type-2 Diabetes and blood pressure in patients with
hypertension

CONSIDERACOES FINAIS

48
49

68

91

122



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGRP
AUC
BAI

CcC
CHICAGO
CP
CRHR1
CRHR2
CRISPS
CT
DALYs
DAS
DEXA
DNA
EPIC
EWET
FTO
GWAS
HAS
HOMA
HR

HW
IBGE
IDEA
IDF
IMC

INSPIRE ME 1AA

KORA
LAP
LDL
LEP

Agouti-related protein
Area under the ROC curve
Body Adiposity Index
Circunferéncia da cintura
Carotid Intima-Media Thickness in Atherosclerosis Using Pioglitazone
Circunferéncia do pescoco

Corticotrophin-releasing hormone receptor 1
Corticotrophin-releasing hormone receptor 2

Hong Kong Cardiovascular Risk Factors Prevalence Study
Controle

Disability-adjusted life years

Diametro abdominal sagital

Dual-Energy X-Ray Absorptiometry

Acido desoxiribonucléico

European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
Enlarged Waist and Elevated Triacylglycerols

Fat Mass and Obesity Associated

Genome-wide association studies

Hipertensao Arterial Sistémica

Homeostasis model assessment index

Hazard Ratio

Hypertriglyceridemic waist

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

International Day for the Evaluation of Abdominal Obesity
International Diabetes Federation

indice de massa corporal

INternational Study of Prediction of Intra-abdominal adiposity and its
RElationships with cardioMEtabolic risk/Intra-Abdominal Adiposity

Cooperative Health Research in the Region of Augsburg
Lipid Accumulation Product
Low-density lipoprotein

Leptin



LEPR Leptin receptor

LHS Lipase hormdnio-sensivel

MC3R Melanocortin 3 receptor

MC4R Melanocortin 4 Receptor

MCHR1 Melanin-concentrating hormone 1

MSH Melanocortina

NHANES National Health and Nutrition Examination Survey
NTRK2 BDNF high-affinity receptor

OoMS Organizacdo Mundial da Saude

OR Odds Ratio

PCSK1 Prohormone convertase subtilisin/kexin type 1
POF Pesquisa de Orgcamentos Familiares

POMC Pro-6pio-melanocortina

PPAR-gama Receptor ativado por proliferadores do peroxisoma
QUICKI Quantitative Insulin Sensitivity Check Index
RCAIt Razdao cintura-altura

RCQ Razao cintura-quadril

RM Ressonéncia magnética

SIM1 Singleminded 1

SNC Sistema nervosa central

SNP Single-nucleotide polymorphisms

TAB Tecido adiposo branco

TAM Tecido adiposo marrom

TARA Triglyceride and Cardiovascular Risk in African-Americans
TAS Tecido adiposo subcutaneo

TASA Tecido adiposo subcutaneo abdominal

TAV Tecido adiposo visceral

TC Tomografia computadorizada

TG Triglicerideos

TNF-a Tumor necrosis factor-o

TOPS Take Off the Pounds Sensibly

Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo para Doencas Crdnicas

VIGITEL L o
por Inquérito Telefénico



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Métodos de avaliacdo da adiposidade corporal e utilizacdo na pratica

clinica

Tabela 2. Correlagdes ( r ) entre diferentes pontos anatdmicos de circunferéncia
da cintura, TASA e TAV de acordo com a categoria de IMC (kg/m2) entre homens

e mulheres



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Classificacdo anatémica do tecido adiposo branco

Quadro 2. Célculo de LAP para homens e mulheres



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Imagens tomograficas em nivel L4-L5 para deteccdo de gordura

abdominal



LISTA DE TABELAS DOS ARTIGOS

Artigo 1

Table 1. Characteristic of participants according to type-2 diabetes [mean +SD, n

(%)]

Table 2. Pearson’s correlation (r) among obesity indexes in men and women

Table 3. Anthropometric indicators among men and women according to type-2

diabetes (mean £SD)

Table 4. Multivariable analysis of Lipid Accumulation Product, Neck

circumference, Body Adiposity Index with type-2 diabetes according to gender

Artigo 2

Table 1. Characteristic of participants according to polymorphism [mean +SD, n

(%)]

Table 2. Characteristic of men and women according to polymorphism risk allele A
for FTO rs9939609 [mean £SD, n (%)]

Table 3. Characteristic of men and women according to polymorphism risk allele C
for MC4R rs17782313 [mean £SD, n (%)]

Table 4. Systolic and diastolic blood pressure adjusted-means among men and

women according to genotype [mean £SD, (Cl 95%)]



INTRODUCAO

Obesidade € doenca crbnica que afeta aproximadamente 205 milhdes de homens
e 297 milhdes de mulheres em todo o mundo’. Entre os fatores de risco
associados com a doenca, destacam-se o0s de origem comportamental,
ambiental?, neuroendécrina® e genética®®. A descoberta da funcionalidade do
tecido adiposo e de alteracdes genéticas associadas ampliou consideravelmente

0 escopo de investigacdo de mecanismos e fatores de risco.

A forca de associacao entre obesidade abdominal, diabetes mellitus e hipertenséo
arterial frequentemente excede a detectada para indicadores de adiposidade
geral. Entretanto, sabe-se que o tecido adiposo visceral (TAV), com estrutura
metabolicamente mais ativa do que o tecido adiposo subcutaneo abdominal
(TASA)>, é o maior preditor de risco cardiovascular®. Contudo, indicadores
tradicionais de adiposidade central, como circunferéncia da cintura, ndo séo
capazes de diferenciar esses dois compartimentos’. Métodos de imagem
constituem testes padrao para determinar TAV e indicadores de adiposidade tém
se destacado como alternativas de facil utilizacdo para identificar associacdes
entre TAV e fatores de risco cardiovascular®, como diabetes mellitus.

Alteracbes genéticas que levam a obesidade grave séo raras na populacdo em
geral, mas diversos polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) tém se
destacado na associacdo com excesso de peso. O polimorfismo rs9939609 T/A
do gene FTO (Fat Mass and Obesity Associated)® e a variante rs17782313 T/C
préxima ao gene MC4R (Melanocortin 4 Receptor)!® foram recentemente
descobertos e estéo associados com obesidade geral®'® e central 2. Entretanto,
a relacdo dessas duas modificagbes genéticas com a presenca de diabetes
mellitus é controversa. Em modelos animais e em seres humanos, muta¢gdes em
MC4R estdo associadas a valores pressoricos mais baixos, mesmo na presenca

de obesidade grave®®.



Em pacientes com hipertenséo arterial sistémica, ndo foi explorada a associagao
entre indicadores antropométricos alternativos, polimorfismo rs9939609 T/A em
FTO e rs17782313 T/C em MC4R e diabetes mellitus.

REVISAO DA LITERATURA
1. Hipertenséo Arterial Sistémica
1.1 Epidemiologia e Classificacao

Hipertensdo arterial sistémica (HAS) caracteriza-se por niveis crescentes e
elevados de presséo arterial, e associacdo linear com mortalidade por eventos

cardiovasculares esta bem estabelecida”.

Estima-se que até 2025, aproximadamente 29% da populacdo mundial sera
portadora de hipertensdo arterial, com cerca de 1,56 bilhdes de individuos
acometidos, sendo que cerca de % estarA concentrada em paises em
desenvolvimento™. No Brasil, 0 estudo VIGITEL (Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Crdnicas por Inquérito Telefonico), realizado em 2006
entre 54.369 individuos e baseado em amostras probabilisticas da populacdo
adulta residente em domicilios servidos por linhas de telefonia fixa, detectou
prevaléncia de hipertensdo auto-referida de 21,6% (IC 95% 21,3 - 22,0), sendo

18,4% entre homens e 24,4% entre mulheres®®.

Entre os mecanismos envolvidos na causalidade da hipertensdo arterial,
destacam-se idade'’, consumo excessivo de sal'®'?, ingestdo insuficiente
potassio®®, hereditariedade® e excesso de peso?’. Abuso de &lcool e etnia®* %3

parecem ser marcadores de risco e estar associados a estilo de vida.

O Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure — VII JINC, publicado em 2003,

definiu as diretrizes atuais para avaliacédo e tratamento da hipertensao arterial®* e



as diretrizes das Sociedades Brasileira e Européia de Hipertensdo Arterial sao
semelhantes quanto aos critérios de classificacdo”>?°. As organiza¢des nacionais
e internacionais definem hipertensao arterial pelas pressdes sistélica maior ou
igual a 140 mmHg ou pressao diastolica maior ou igual a 90 mmHg, e, na

presenca de valores inferiores a esses, pelo uso de medicagéo anti-hipertensiva.

1.2 Implicacdes da hipertenséo arterial, obesidade e diabetes mellitus

A hipertenséo arterial € considerada um problema relevante de saude publica.
Mundialmente, 13,5% dos 6bitos prematuros (7,6 milhdes de individuos) e 92
milhdes de DALYs (disability-adjusted life years) séo atribuidos a doenca, assim
como 54% da incidéncia de acidente vascular encefalico e 47% dos casos de

cardiopatia isquémica®’.

Entre 42.856 americanos com 18 anos ou mais, avaliados no estudo NHANES
(National Health and Nutrition Examination Survey), observou-se aumento
significativo no conhecimento (69,1% para 80,7%), tratamento (54% para 72,5%)
e controle (50,6% para 69,1%) da hipertensdo arterial nos Gltimos 20 anos?.
Porém, revisbes sistematicas indicam que percentual importante de individuos,
tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, desconhecem serem
portadores de hipertensdo e, entre os ja diagnosticados, o tratamento é
frequentemente inadequado com baixas taxas de controle®®. O grau de
conhecimento, controle e tratamento da doenca varia entre diferentes localidades
e de acordo com idade, género, etnia, grau de escolaridade e qualidade de vida.
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) alerta que metade dos hipertensos

abandona o tratamento dentro de um ano apés o diagnéstico®.

A presencga de co-morbidades entre individuos com diagnostico de hipertenséo

arterial contribui negativamente para taxas de controle pressorico, com destaque

31,32,33 32,34

para excesso de adiposidade e diabetes mellitus

Dados obtidos a partir da coorte de Framingham indicam que um aumento de

peso em torno de 5% (representado especificamente nessa analise por 3 a 4 kg)



eleva o risco para desenvolvimento de hipertensao arterial em 20 a 30% em um
periodo de 4 anos [odds ratio (OR): 1,3; IC 95% 1,2-1,4 em individuos com 35 a
64 anos; OR: 1,2; IC 95% 1,1-1,3 em individuos com 65 a 94 anos]?. O aumento
de obesidade visceral, detectada por métodos de imagem® e por indicadores

antropométricos®, destaca-se como preditora de incidéncia da doenca.

Comparativamente a populacdo em geral, individuos hipertensos apresentam
maiores prevaléncias de diabetes mellitus. Entre 468 individuos atendidos em
ambulatério de referéncia para hipertensdo arterial, a prevaléncia de diabetes,
detectada por diagnéstico médico ou glicemia em jejum = 126 mg/dl, foi 23%°".
Nesse estudo, a prevaléncia de obesidade (IMC = 30 kg/m?) foi de 52,1% e
hipertensos diabéticos apresentaram maiores valores de circunferéncia
abdominal. O aumento dos valores presséricos eleva o risco de desenvolvimento
de diabetes mellitus, tanto na populacdo em geral®® quanto em pacientes com

hipertensao arterial®®.

O excesso de peso, além de refletir diretamente sobre a qualidade de vida*,
contribui para pior controle metabolico em pacientes hipertensos e também
diabéticos. Estudo transversal, conduzido entre 2004 e 2006, em individuos
portadores de diabetes (1.297 homens e 1.168 mulheres) sem histéria de doenca
cardiovascular, mostrou mulheres obesas tinham maior prevaléncia de
prescricdes médicas com dois ou mais medicamentos anti-hipertensivos (28,6%
vs. 32,1%)*. Estudos epidemioldgicos realizados na Europa demonstram custo
elevado para o sistema de saude advindos do tratamento da hipertensao arterial,
com destaque para a presenca concomitante de diabetes mellitus. Na Alemanha,
Espanha e Itélia, o custo atribuido a individuos hipertensos com diagnostico de
diabetes mellitus é, respectivamente, 67%, 50% e 71% superior em relacdo aos

pacientes com hipertensdo e sem diabetes*?.

Apesar da participacdo do excesso de peso na génese de diabetes mellitus em
pacientes hipertensos, outros fatores podem contribuir para o desenvolvimento da
doenca. Em uma coorte de 595 individuos com forte predisposi¢cao genética para

hipertenséo arterial (histéria familiar positiva), acompanhados por 5 anos, onde a



incidéncia de diabetes mellitus foi de 21% ao final do seguimento, a presenca de
obesidade abdominal (= 90 cm de circunferéncia da cintura nos homens, = 80 cm
nas mulheres) contribuiu para maiores taxas da doenca (55,7 eventos/1.000
pessoas-ano) comparativamente aos valores observados entre os nao-obesos.
Entretanto, apds ajuste para outros fatores de risco cardiovascular como idade,
género e tabagismo, adiposidade central detectada por circunferéncia da cintura
nao se associou com risco para diabetes mellitus [hazard ratio (HR): 1,04 1C 95%
0,50 a 2,16]*%. O conhecimento de fatores herdados e a utilizacdo de indicadores
de adiposidade néo tradicionais poderiam contribuir para um maior conhecimento
acerca da génese e da deteccdo precoce da doenca entre pacientes com

hipertensao arterial.

2. Obesidade
2.1 Epidemiologia e Classificacao

Obesidade representa um dos principais fatores de risco modificaveis,
contribuindo para a carga global de doencas, associando-se independentemente
com mortalidade cardiovascular** e geral®.

A OMS estabelece pontos de corte para indice de massa corporal (IMC), método
universal e amplamente utilizado para caracterizacdo do excesso de massa
corporal. O peso em kg corrigido para altura em metros (kg/m?) permite classificar
homens e mulheres adultos em categorias: eutrofia (IMC 18,5 — 24,9 kg/m?),
excesso de peso (25 — 29,9 kg/m?) e obesidade (>30,0 kg/m?)*°.

Em 2008, 1,46 bilhdes de adultos apresentavam excesso de peso (IMC = 25
kg/m?), sendo que 205 milhdes de homens e 297 milhdes de mulheres eram
obesos'. Caso essa tendéncia permaneca constante, a projecdo é que até 2030
0S numeros avancem para 2,16 bilhdes de individuos com sobrepeso e 1,12
bilhdes de obesos*’. No Brasil, dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares

(POF), realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), entre



2008 e 2009, mostraram que excesso de peso acometia cerca de 50% dos
homens e 48% das mulheres com 20 anos ou mais, sendo que as prevaléncias de
obesidade foram maiores nas mulheres comparativamente aos homens (16,9%
vs. 12,4%)*.

Nos ultimos anos, inovagdes tecnoldgicas tém permitido detectar com maior
facilidade modificacdes em nivel molecular que possam contribuir para a etiologia

e as implicacdes da doenca.

2.2 Tecido adiposo subcutaneo e visceral

O tecido adiposo apresenta caracteristicas morfologicas e histoldgicas distintas,
desempenhando atividades diferenciadas. Em mamiferos, dois tipos de tecido
adiposo séo observados: marrom (TAM) e branco (TAB). Tecido adiposo marrom,
repleto de mitocéndrias e especializado na producéo de calor, exerce sua fungéo
termogénica prioritariamente nos primeiros anos de vida, transformando-se em
tecido adiposo branco posteriormente®®. Entretanto, tem se demonstrado atividade
de TAM em adultos submetidos a baixas temperaturas™, correlacionando-se
negativamente com idade®* e IMC®? principalmente entre as mulheres®. O
tecido adiposo branco, mais abundante e responsavel pelo armazenamento de
triglicerideos, protecdo mecanica e isolamento térmico, tem despertado grande
interesse por sua atividade secretdria de substancias com importante papel

biolégico, incluindo risco e protecdo cardiovascular®>*.

N&o existe consenso sobre nomenclatura dos diferentes compartimentos TAB.
Baseando-se na regido anatdmica e em propriedades funcionais, Shen e cols.
propuseram uma classificacdo exaustiva para gordura corporal com énfase nos

compartimentos internos detectados por métodos de imagem (Quadro 1).



Quadro 1. Classificacdo anatdmica do tecido adiposo branco®

1 Tecido adiposo total
2 Tecido adiposo subcutaneo
2.1 Tecido adiposo subcutaneo superficial
2.2 Tecido adiposo subcutaneo profundo
3 Tecido adiposo interno
3.1 Tecido adiposo visceral
3.1.1 Tecido adiposo intratoracico
3.1.2 Tecido adiposo intrabdominopélvico
3.2 Tecido adiposo interno ndo-visceral
3.2.1 Tecido adiposo intramuscular
3.2.2 Tecido adiposo perimuscular

3.2.3 Outros tecidos nao-viscerais

Adaptado de Shen e cols.™

Tecido adiposo subcutaneo (TAS) é classicamente estudado por antropometria e
dobras cutaneas. Sua distribuicdo difere entre géneros: nos homens tende a
acumular-se em maior quantidade no tronco comparativamente as extremidades,
com decréscimo da velocidade e de forma mais equilibrada ap6s os 50 anos. Nas
mulheres, ao contrario, o0 acimulo de TAS é semelhante na regido abdominal e
nas extremidades até a idade adulta, onde aumenta a velocidade e quantidade de
na gordura subcutdanea acumulada na regido abdominal comparativamente a

gluteo-femural®®*’.

Por sua localizacéo (entre paredes 0sseas e musculares da cavidade abdominal),
nao é possivel quantificar diretamente o tecido adiposo visceral (TAV) através de
indicadores antropométricos e dobras cutaneas. Em geral, homens apresentam
maiores quantidades de tecido adiposo visceral comparativamente as mulheres,
sendo que essas aceleram acumulo durante a menopausa. Parece haver um
acumulo proporcional de TAV de acordo com o grau de obesidade geral entre 0s
homens, mas ndo entre as mulheres, as quais tendem a acumular gordura na
cavidade abdominal apds alcancarem certo grau de adiposidade total®®.

A distribuicédo do tecido adiposo se modifica com o avangar da idade. Em idosos,

enquanto a quantidade de gordura corporal total pode permanecer estavel ou



mesmo declinar, o tecido adiposo subcutaneo abdominal (TASA) é redistribuido
em tecido visceral®. A capacidade de replicacdo e diferenciacdo dos pré-
adipécitos em adipécitos maduros durante o processo de adipogénese no
envelhecimento esta reduzida, promovendo a formacdo de células nao
completamente capazes de exercer suas fungbes de armazenamento de &cidos
graxos livres com consequente expansdao de TAV e acumulo de gordura
ectopica®. Paralelamente, a secrecdo de moléculas pré e anti-inflamatérias
estaria desregulada durante o envelhecimento®, o que contribuiria para piora do
perfil metabdlico e aumento de fatores de risco cardiovascular entre individuos

idosos comparativamente a pessoas mais jovens®.
2.2.1 Implicacdes metabdlicas associadas a TAS e TAV

O tecido adiposo € controlado diretamente pelo sistema nervoso autbnomo, onde
a inervacdo simpatica relaciona-se com atividades catabodlicas (lipdlise)
intermediadas por catecolaminas, receptores beta—adrenérgicos e pela enzima
lipase horménio-sensivel (LHS)®®. O componente parassimpético, ao contrario,
modula efeitos anabdlicos sobre o adipdcito (lipogénese), como a captacao de

acidos graxos mediada pela insulina®.

A expressao de adipocitocinas (substancias secretadas por adipécitos) encontra-
se alterada entre individuos obesos. Entretanto, compartimentos de TAS e TAV
apresentam comportamento diferenciado no que diz respeito a expresséo dessas
proteinas. Tecido visceral, além de mais ativo metabolicamente por sua maior
sensibilidade a lipélise e maior resisténcia a acéo da insulina®, com consequente
aumento da liberacdo de acidos graxos livres diretamente para a circulacdo
portal®>, secreta maiores concentracdes de adipocitocinas associadas a
processos pré-inflamatérios®. Adipdcitos hipertrofiados apresentam infiltracdo
elevada de macréfagos®®, maiores fontes de citocinas como TNF-a e interleucina-
6, que modulam a producdo hepatica de proteina-c reativa®. A leptina, ao
contrario, tem maior expressao correlacionada a TAS comparativamente a
TAV>%8,



A expressdo de adiponectina, citocina anti-inflamatéria®® com propriedades
insulino-sensibilizantes™, & superior no TAV. Estudos realizados em seres
humanos in vitro e in vivo demonstram que adipdcitos esgotados repletos de
acidos graxos e localizados na regido intra-abdominal podem inibir a transcricao
do gene da adiponectina através da secrecdo de fatores inflamatérios e
angiogénicos, reduzindo niveis plasmaticos’. Individuos com hipertensdo
arterial”?, diabetes mellitus”, obesidade visceral’®, homens™ e doenca arterial
coronariana’® apresentam niveis inferiores de adiponectina plasmatica

comparativamente a individuos saudaveis e mulheres.

Sugere-se que o metabolismo alterado de acidos graxos e glicose possa nao ser
consequéncia direta da atividade do tecido adiposo visceral, mas sim um reflexo
da inabilidade de adaptacdo e expansao por hiperplasia do tecido adiposo
subcutaneo abdominal (TASA)°. Caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas dos
adipdcitos localizados no TAS estimulariam a capacidade de multiplicacdo dessas
células para que acomodassem 0 excesso de acidos graxos circulantes
(provenientes do balanco energético positivo) e formassem um depdsito
energético protetor. Entretanto, em situacfes de hipdxia tecidual em funcéo do
aumento exagerado desses adipdcitos esgotados de &cidos graxos’®, o excesso
de triglicerideos circulantes migraria automaticamente para o compartimento intra-
abdominal com acumulo em 6rgados como figado, coracao e pancreas — fenémeno
descrito como depésito de gordura ectépica’’. Mulheres apresentam maior lipdlise
e mobilizag&o de acidos graxos livres provenientes de TAV comparativamente aos

homens’®.

Assim, emerge o conceito de que depositos de gordura visceral e subcutanea na
regido abdominal apresentam caracteristicas diferenciadas e ndao contribuem da

mesma forma para a génese de diabetes mellitus e doencga cardiovascular.

Essa hipétese foi avaliada entre mais de 3.000 homens (IMC 26,7 +5,4 kg/m?) e
mulheres (IMC 28,3 +4,4 kg/m?), participantes do estudo de Framinghan,
submetidos a deteccdo de TASA e TAV por métodos de imagem e avaliados

separadamente em relacdo a hipertenséo arterial, diabetes mellitus e sindrome



metabdlica. Apés ajustes para multiplos fatores de confusdo, TAV associou-se
mais fortemente com todas as comorbidades comparativamente a TASA, e a
magnitude de efeito foi maior entre as mulheres’®. Resultados similares foram
detectados entre mais de 2.400 participantes da coorte Jackson Heart Study,
onde os compartimentos de gordura subcutanea e visceral associaram-se com
hipertensdo arterial, diabetes mellitus e sindrome metabdlica, com maior risco

para compartimentos de TAV elevados®.

O INternational Study of Prediction of Intra-abdominal adiposity and its
RElationships with cardioMEtabolic risk/Intra-Abdominal Adiposity (INSPIRE ME
IAA), estudo transversal multicéntrico realizado em 29 paises, arrolou mais de
4.100 pacientes com exames de imagem, avaliando a contribuicdo do tecido
adiposo visceral sobre diabetes mellitus tipo 2 e doenca cardiovascular.
Obesidade visceral (area de TAV >204,9cm? entre homens e >167,3cm? para
mulheres) associou-se com risco aumentado para diabetes em homens (OR: 1,3;
IC 95% 1,1-1,4) e em mulheres (OR: 1,8; IC 95% 1,5-2,1), enquanto que tecido
adiposo subcutaneo nao se associou com doencga entre 0s homens e associou-se
inversamente com diabetes entre as mulheres (OR: 0,8; IC 95% 0,7-0,9), apés
ajuste para idade, IMC e local de arrolamento. Maiores tercis de TAV associaram-
se também com infarto agudo do miocardio, angina instavel, revascularizacao

miocardica e acidente vascular encefalico®.

Entre 125 individuos submetidos a angiotomografia computadorizada somente
area = 145cm? TAV associou-se com a presenca de doenca arterial coronariana,
sendo que o mesmo nao foi observado entre indicadores antropométricos
convencionais (circunferéncia da cintura, razdo cintura-quadril e IMC)®!. Estudos
anteriores ja haviam sugerido associacdao entre TAV e doenca cardiovascular

independentemente de obesidade geral e volume de TASA®.
2.2.2 Avaliacéo da adiposidade corporal

O excesso de adiposidade pode ser avaliado através de métodos que detectam

gordura corporal total, distribuicdo de gordura corporal e composi¢cao corporal



(percentual de gordura avaliado direta ou indiretamente). A Tabela 1 mostra
alguns desses métodos e sua utilizacdo na prética clinica, sendo que Varios ja

estédo consolidados e sua utilizacdo é altamente recomendada.

Tabela 1. Métodos de avaliagdo da adiposidade corporal e utilizacdo na pratica clinica®

Método Uso na pratica clinica

Avaliacdo da Adiposidade Corporal Total

indice de Massa Corporal (IMC) +++
Body Adiposity Index (BAI)** +

Avaliacdo da Distribui¢cdo de Gordura Corporal

Circunferéncia da Cintura (CC) +++
Circunferéncia do Pescogo (CP) +
Razé&o Cintura-Quadril (RCQ) ++
Razéo Cintura-Altura (RCAIt) +
Diametro Abdominal Sagital (DAS) +

Tomografia Computadorizada (TC) -

Ressonéncia Magnética (RM) -
Avaliacdo da Composic¢do Corporal

Dobras Cutaneas ++
Interactancia de infravermelho préximo
Pesagem hidrostatica

Plestimografia por deslocamento de ar
Dual-Energy X-Ray Absorptiometry (DEXA)
Bioimpedancia Elétrica ++
TC/RM -
Outros

Lipid Accumulation Product Index (LAP)® +
Adaptado de Cornier e cols.®

+++ método amplamente aceito; ++ método aceito; + método incomum/raramente

utilizado; - ndo recomendado para prética clinica

Algumas particularidades de meétodos tradicionais e ndo tradicionais seréo

descritas a seguir.



2.2.2.1 Tomografia Computadorizada, Ressonancia Magnética, Dual-Energy X-
Ray Absorptiometry (DEXA)

A tomografia computadorizada (TC) produz cortes de imagem de areas ocupadas
por tecidos corporais especificos e pode determinar a superficie e o volume
desses tecidos. O método é considerado teste padrdo para deteccdo de
adiposidade abdominal pela capacidade de discriminar compartimentos de TAV e
TASA, sendo que normalmente a avaliacdo é feita em nivel do espaco vertebral
L4 — L5%°. Além disso, pode discriminar gordura ectépica hepatica. J& a
ressonancia magnética pode gerar tanto cortes de imagens segmentadas quanto
imagens de toda a superficie corporal, com base na interacdo entre os prétons
presentes nos tecidos corporais e 0 campo magnético gerado pelo equipamento®.
Diferentemente da TC, os individuos ndo sdo submetidos a radiacdo e ha
possibilidade de delimitar areas de tecido adiposo abdominal subcutaneo

superficial e profundo®’.

Dual-Energy X-Ray Absorptiometry (DEXA), amplamente utilizado para avaliacéo
de osteoporose e desmineralizacdo Ossea, € extremamente acurado para
diferenciar massa magra de massa gorda, sendo originalmente designado para
avaliacdo de composicdo corporal. Entretanto, estudos demonstram alta
correlacdo entre DEXA e tecido adiposo visceral detectado por TC entre homens
(r= 0,95) e mulheres (r= 0,96), indicando que o método pode ser também utilizado
para avaliacdo da distribuicdo de gordura corporal®.

Apesar da superioridade dos métodos de imagem sobre a deteccdo de
adiposidade, principalmente pela discriminacdo de compartimentos subcutaneos e
viscerais, limitagbes como custo, disponibilidade, demora na obtencdo do
resultado final do exame e exigéncias quanto a qualificagbes técnicas para
analise das imagens impedem o0 uso rotineiro desses equipamentos na pratica

clinica®.

2.2.2.2 Indice de Massa Corporal (IMC) e Circunferéncia da Cintura (CC)



O IMC, medida amplamente utilizada e de facil obtencéo, tem sido recomendado
em estudos epidemiologicos para rastreamento inicial da obesidade,
principalmente por sua associa¢ao direta com mortalidade a partir de valores 30
kg/m? *. Entretanto, o uso isolado do IMC na avaliacéo individual da obesidade
nao prové informacéo suficiente, principalmente por ndo distinguir compartimentos
de massa gorda e massa magra. Entre mais de 13.600 americanos submetidos a
bioimpedancia elétrica no estudo NHANES, 21% dos homens e 31% das
mulheres foram classificados como obesos pelo critério IMC = 30 kg/m?, enquanto
a bioimpedancia detectou obesidade definida pelo % de gordura corporal em 50%
dos homens e 62% das mulheres. IMC apresentou baixa sensibilidade para
deteccdo de adiposidade total (36% nos homens e 49% nas mulheres),
diminuindo a acuracia com o aumento da idade®. Metanalise envolvendo
aproximadamente 32.000 individuos confirmou esses dados®. Outras limitagcdes

importantes referem-se a género, idade e etnia®~%%

, sendo que os pontos de
corte para IMC sugeridos pela OMS ndo levam em consideragdo nenhuma

dessas particularidades.

A circunferéncia da cintura, medida simples e fortemente correlacionada com
obesidade abdominal®, é fator de risco independente para doenca® e
mortalidade cardiovascular®®. O estudo IDEA (International Day for the Evaluation
of Abdominal Obesity) avaliou mais de 168.000 individuos em 63 paises,
adotando um protocolo padronizado para afericdo da circunferéncia da cintura
(ponto médio entre o rebordo intercostal e a crista iliaca)®. Esse estudo mostrou
aumento substancial de risco para diabetes mellitus entre homens e mulheres
utilizando pontos de corte considerados elevados para circunferéncia abdominal
apos ajustes para multiplas variaveis (OR: 2,65; IC 95% 2,49-2,81 CA > 102 cm

entre os homens; OR: 3,94; IC 95% 3,66 a 4,24 > 88 cm nas mulheres)®.

Apesar da circunferéncia da cintura ser fator de risco tanto para diabetes mellitus,
doenca cardiovascular quanto para mortalidade cardiovascular®®, sua afericdo em
diferentes pontos anatdmicos pode levar a interpretagcbes equivocadas de
adiposidade central, pois diferentes locais ndo estimam TAV da mesma forma.

by

Estudo realizado entre 354 adultos caucasianos, submetidos a ressonancia



magnética (deteccdo de compartimentos de TAV e TASA) e avaliacdo da
circunferéncia da cintura em trés locais diferentes (ponto médio entre o rebordo
intercostal e crista iliaca, logo acima da crista iliaca e logo abaixo do rebordo
intercostal), detectou resultados diferentes para VAT e TASAY". A Tabela abaixo
mostra as correlacbes observadas entre homens e mulheres de acordo com o

ponto anatémico e a categoria de IMC, ap0s ajuste para idade.

Tabela 2. Correlagfes ( r) entre diferentes pontos anatdmicos de circunferéncia da cintura, TASA e

TAV de acordo com a categoria de IMC (kg/m2) entre homens e mulheres®’

Homens Mulheres

185a<25 >225a<30 > 30 185a<25 =225a<30 =30

Ponto médio

TASA 0,66 0,72 0,65 0,72 0,38 0,73
TAV 0,61 0,54 0,05 0,61 0,30 0,51
Crista iliaca

TASA 0,63 0,74 0,67 0,66 0,51 0,70
TAV 0,53 0,52 0,08 0,77 0,15 0,32
Rebordo intercostal

TASA 0,40 0,67 0,54 0,70 0,30 0,70
TAV 0,52 0,58 0,16 0,67 0,32 0,66

Adaptado de Bosy-Westphal e cols.”’

Outro estudo, realizado entre 1.667 individuos caucasianos e afro-americanos
confirmou esses dados, sendo que a circunferéncia da cintura apresentou
correlagdes mais elevadas entre TASA (r= 0,82) e % de gordura total (r= 0,85)
comparativamente a TAV (r= 0,73)%. A circunferéncia da cintura apresentou
correlacées similares com TASA (R*= 0,66) e TAV (R?= 0,63) entre 742
caucasianos submetidos & ressonancia magnética®. Em outra populacdo
caucasiana, a circunferéncia da cintura ndo foi superior ao IMC na deteccado de
adiposidade visceral, quando comparada a volume de TAV detectado por
métodos de imagem'®. A relacdo entre circunferéncia abdominal e volume de
tecido adiposo visceral também é fortemente influenciada pela idade®. Sugere-
se, portanto, que a circunferéncia da cintura expresse predominantemente tecido
adiposo subcutaneo. A Figura 1 demonstra a incapacidade da circunferéncia da

cintura em detectar diferentes compartimentos de gordura abdominal, pois os dois



pacientes apresentam perimetro da cintura praticamente igual (93 vs. 92,5 cm),
mas com volume de tecido adiposo visceral notavelmente superior no individuo 1,
comparativamente ao individuo 2, com predominancia de tecido adiposo

subcutaneo’.

Figura 1. Imagens tomogréficas em nivel L4-L5 para detecgéo de gordura

abdominal. Adaptado de Marques MD’

2.2.2.3 Lipid Accumulation Product Index (indice LAP)

Em meados dos anos 2000, estimulados por evidéncias de que outras variaveis
além do tradicional perfil lipoproteico poderiam aprimorar a discriminacdo de
individuos em alto risco cardiovascular, Lemieux e cols observaram que a triade
metabolica composta por hiperinsulinemia, hiperapolipoproteina B e LDLs
pequenas e densas era prevalente entre obesos, principalmente com elevado

|102

acumulo de gordura abdomina Baseados em estudos prévios que

19 assim como

correlacionaram circunferéncia da cintura com obesidade viscera
triglicerideos séricos com o tamanho da particula de colesterol LDL, os autores
propuseram o conceito de “cintura hipertrigliceridémica (hypertriglyceridemic waist

- HW)” como um marcador de risco cardiovascular'®.

Posteriormente, Kahn e Valdez aprimoraram o conceito de HW, estratificando
dados obtidos de individuos americanos por sexo e idade. Com ajuda de gréaficos



bidimensionais, criados a partir de valores de circunferéncia da cintura e de
triglicerideos séricos, detectaram agregacédo de mulheres com CC inferior a 88 cm
e TG menor do que 128 mg/dL, e de homens com valores abaixo de 95 cm e 128
mg/dL, respectivamente. Utilizando esses pontos de corte, 0s autores estimaram
a prevaléncia de adultos com circunferéncia da cintura aumentada (Enlarged
Waist — EW) e triglicerideos séricos elevados (Elevated Triacylglycerols — ET), e
confirmaram associacfes entre EWET e fatores de risco cardiovascular entre
9183 participantes do estudo NHANES [111%4.

No estudo CHICAGO (Carotid Intima-Media Thickness in Atherosclerosis Using
Pioglitazone), 375 diabéticos foram submetidos a tomografia computadorizada
para deteccdo de compartimentos de TAV e TASA. Apés ajustes para idade,
sexo, IMC, classe de hipoglicemiante em uso, tabagismo e uso de estatinas,
individuos com EWET apresentaram maiores volumes de TAV comparativamente
aos pacientes sem o fenétipo da cintura hipertrigliceridémica (150 + 67 cm® X 95 +
54 cm®), sendo que 0 mesmo ndo ocorreu em relacdo & TASA (204 + 62 cm® X
195 + 73 cm®)'%,

Apesar de EWET representar um acumulo excessivo de lipidios, o conceito de
cintura hipertrigliceridémica foi novamente reformulado por Kahn, para que
expressasse uma funcéo continua de risco, a partir de observacdes que tanto
circunferéncia da cintura quanto triglicerideos séricos aumentam com a
idade’®'%. valores minimos de circunferéncia da cintura para homens e
mulheres, participantes do NHANES |Ill, foram detectados (65 e 58 cm,
respectivamente) e definidos como constantes na equacdo que identificaria,
juntamente com triglicerideos séricos (em mmol/l), o acimulo de lipidios entre os
dois géneros. Surgiu entdo o indicador Lipid Accumulation Product Index (indice

LAP)®, cujas féormulas para homens e mulheres constam no Quadro 2:

Quadro 2. Célculo de LAP para homens e mulheres®

Homens: (CC -65) x TG
Mulheres: (CC —58) x TG




Em mulheres eutréficas com Sindrome dos Ovarios Policisticos, indice LAP
associou-se mais fortemente com tecido adiposo visceral comparativamente a
gordura corporal total e gordura abdominal subcutanea, detectados por métodos
de imagem (r= 0,77, r= 0,42 e r= 0,40 respectivamente)'®’. Acimulo ectépico de
gordura hepatica diagnosticado por ultrassonografia também esté relacionado a
valores elevados de LAP, sugerindo que o indicador possa refletir

predominantemente compartimentos de gordura abdominal visceral*°®.

Correlagbes entre LAP e indicadores glicémicos tém sido demonstradas entre
mulheres com sobrepeso, sendo detectada correlacédo positiva com resisténcia a
insulina (= 0,70)!%” e apresentando maior acuracia diagnéstica do que
circunferéncia da cintura e IMC no homeostasis model assessment index (indice
HOMA) 23,8. Da mesma forma, LAP apresentou desempenho superior para
detectar intolerancia a glicose em mulheres eutréficas (AUC 0,86),
comparativamente a indicadores antropométricos tradicionais (circunferéncia da
cintura: AUC 0,80; IMC: AUC 0,77)'%. Entre individuos italianos com sobrepeso e
diabetes mellitus, populagdo em alto risco cardiovascular, LAP correlacionou-se
negativamente com sensibilidade a insulina detectada por QUICKI (Quantitative
Insulin Sensitivity Check Index) e com raz&o adiponectina/leptina plasmatica (r= -
0,56 e r= -0,61)°.

Estudos demonstrando associacdes entre LAP e diabetes mellitus sdo escassos e
apresentam resultados controversos em relagdo a magnitude da associacdo para
homens e mulheres e comparativamente a outros indicadores antropométricos.
Entre 4.989 mulheres e 3.682 homens iranianos, com 50 anos ou mais, o indice
associou-se com maior prevaléncia de diabetes mellitus (glicemia de jejum = 126
mg/dl ou uso de hipoglicemiantes) tanto para homens (OR: 1,5; IC 95% 1,3-1,8)
qguanto para mulheres (OR: 2,1; IC 95% 1,8-2,5), apds ajuste para mdultiplos
fatores de confusao. Nesse mesmo estudo, ndo houve associagao com IMC, mas
com razao cintura-quadril (OR: 1,6; IC 95% 1,3-1,9, em homens, OR: 1.8; IC 95%

1,6-2,1, em mulheres) também apresentou significancia™**.



No estudo NHANES Il (1988-1994), a prevaléncia de diabetes mellitus entre
8.767 participantes (detectada a partir de diagnéstico médico ou uso de
hipoglicemiantes) foi de 6,1%. Entre homens e mulheres, maiores quartis de LAP
(2 66,1 cm.mmol.l, entre homens, e = 60,4 cm.mmoll, entre mulheres)
associaram-se com risco aumentado para diabetes, com destaque para mulheres
com idade inferior a 50 anos (OR: 5,55; IC 95% 3,48 — 8,84) e homens 50 anos ou
mais (OR: 2,33; IC 95% 1,89 — 2,86)'*?. O indice LAP parece também predizer
mortalidade na populacdo em geral**!* e em pacientes com alto risco

cardiovascular'*®.

2.2.2.4 Body Adiposity Index (BAI)

Recentemente, proposto por Bergman e cols. foi descrito o BAI, como um
parametro alternativo ao IMC, para deteccdo de adiposidade, permitindo
diferenciar o percentual de gordura corporal total, independente do percentual de
massa magra. A formula foi desenvolvida a partir de indicadores obtidos no
estudo BetaGene, que arrolou mais de 1.700 individuos hispanicos. Altura e
circunferéncia do quadril foram as medidas que apresentaram maior contribui¢cao
para o percentual de adiposidade corporal caracterizado por DEXA (padrdao ouro
para validacdo da férmula) e BAI foi originalmente obtido a partir desses dois
indicadores. O indice apresentou boa correlacdo com DEXA (r= 0,79) e,
posteriormente, foi aprimorado e validado entre participantes afro-americanos do
estudo TARA (Triglyceride and Cardiovascular Risk in African-Americans), no qual
apresentou alta correlacdo com percentual de adiposidade aferida por DEXA
(r=0,85). O percentual de gordura corporal, a partir do indice, € obtido através do

célculo: BAI = (circunferéncia do quadril, cm)/(altura, m)*° -18%,

Entre 623 individuos caucasianos submetidos a avaliagdo de adiposidade total
por DEXA (22,2% entre os homens, 33,7% entre as mulheres), BAI apresentou
melhor desempenho comparativamente ao IMC (coeficiente de concordancia de
Lins p(c) = 0,75 e p(c) = 0,45, respectivamente). Entretanto, BAI superestimou o
percentual de gordura corporal entre 20 e 50% nos niveis inferiores de

adiposidade, detectados por DEXA (<20% de gordura corporal), e particularmente



entre os homens. Além disso, subestimou o percentual de gordura entre as
mulheres e nos individuos com maior nivel de adiposidade (>40% de gordura
corporal)*'®. Resultados semelhantes foram obtidos por Freedman e cols., que
nao observaram diferencas na acuracia diagnostica de diferentes indicadores
antropomeétricos, mas observaram percentuais de gordura superestimados entre

as mulheres e subestimados entre os homens a partir de BAI'".

Estudo realizado entre 3.200 espanhdis, submetidos a bioimpedancia elétrica
para deteccdo de gordura corporal mostrou que, comparativamente ao IMC, o
indice apresentou maior correlagdo com adiposidade (r= 0,74 vs. r= 0,54).
Entretanto, a AUC néo foi superior a do IMC entre homens (BAI: 0,82; IMC: 0,89)
e mulheres (BAI: 0,88; IMC: 0,92) quanto & capacidade discriminatéria*®. Em
pacientes com lipodistrofia, BAI correlacionou-se mais fortemente com
compartimentos de gordura inferiores (ginéide, r= 0,72) comparativamente ao

superiores (androide, r= 0,68) e também com niveis séricos de leptina (r= 0,57)*°.

Entre 132 mulheres obesas (IMC 35 * 3,7 kg/m2), ndo-diabéticas, submetidas a
intervencdo para perda de peso (dieta hipocalérica com ou sem prescricao de
atividade fisica), BAI correlacionou-se mais fortemente com mudancas no
percentual de gordura total detectado por DEXA (r= 0,60) em relacdo a reducéo

no volume de tecido adiposo visceral, detectado também por DEXA (r= 0,47)*%.

Associagdo entre BAI, IMC, circunferéncia da cintura e diabetes mellitus foi
verificada entre mais de 25.100 participantes do estudo EPIC-Potsdam (European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) e 11.200 participantes do
estudo KORA (Cooperative Health Research in the Region of Augsburg). BAI foi o
indicador que apresentou desempenho mais fraco sobre o risco para diabetes no
estudo EPIC-Potsdam (RR: 1,62; IC 95% 1,52-1,72, em homens; RR: 1,67; IC
95% 1,55-1,80, em mulheres) comparativamente ao IMC (RR: 1,95; IC 95% 1,83-
2,09, em homens; RR: 1,88; IC 95% 1,76-2.02, em mulheres) e circunferéncia da
cintura (RR: 2,17; IC 95% 2,01-2,35, em homens; RR: 2,33; IC 95% 2,15-2,53, em

mulheres), apds ajuste para idade, escolaridade, tabagismo, consumo de alcool e



nivel de atividade fisica. Os resultados entre os participantes do estudo KORA

foram semelhantes®?’.

2.2.2.5 Circunferéncia do Pescoco (CP)

A circunferéncia do pescoc¢o (CP), medida no ponto médio da altura do pescoco e
logo abaixo da proeminéncia laringea, apresenta menor variabilidade, mais facil
afericdo comparativamente a circunferéncia da cintura, além de identificar
individuos com sobrepeso e obesidade'?’. Os primeiros indicativos de que CP
contribuiria para deteccdo de risco cardiovascular foram apresentados por
Freedman e cols. em norte-americanos e canadenses participantes da estratégia
TOPS (Take Off the Pounds Sensibly) para reducéo de peso. A correlacdo entre
circunferéncias da cintura e do pescoco foi superior a da CP vs. IMC (r= 0,62 vs.
r= 0,58 respectivamente) e mulheres com > 34 cm de circunferéncia do pescogo

apresentaram maior risco para diabetes mellitus'?.

Circunferéncia do pescoco parece refletir maior depdsito de gordura visceral.
Entre pacientes obesos, o indicador correlacionou-se significativamente com TAV,
detectado por tomografia computadorizada em nivel de L4 (r= 0,67)***. O
indicador parece correlacionar-se também com adipocitocinas, com destaque

I'>> e adiponectina sérica’?.

para proteina-c reativa ultra-sensive
A associacdo entre circunferéncia do pescoco, intolerancia a glicose e
hipertensédo arterial foi detectada entre 541 finlandeses. Comparativamente a
valores mais baixos, observou-se uma relacdo entre circunferéncia do pescoco,
intolerancia a glicose (definida por glicemia de jejum entre 110 e 126 mg/dL) e
hipertensao arterial (PAS/PAD = 160/90 mmHg) entre mulheres (OR: 4,8; 1C95%
1,6-14,7; e OR: 2,9; 1C95% 1,1 — 8,0, respectivamente)*?’. Circunferéncia do
pescoco elevada também apresentou correlacdo com &cido Urico elevado e perfil
lipidico alterado entre americanos e representou maior contribuicdo para
variagbes nos triglicerideos séricos comparativamente a circunferéncia da

cintura?.



Mais de 3.300 participantes da coorte de Framingham foram submetidos a
tomografia computadorizada para deteccdo de compartimentos TAV e TASA. Os
autores identificaram correlacdo entre CP e TAV (r= 0,63, em homens; r= 0,74,
em mulheres) e, ap0s ajuste para mdultiplas variaveis, incluindo IMC e area de
gordura visceral (cm®), circunferéncia do pescoco elevada associou-se com
resisténcia a insulina (OR: 1,58; IC 95% 1,26-1,97, em homens; OR: 1,53; IC
95% 1,17-2,01, em mulheres) e diabetes mellitus entre os homens (OR: 1,73; IC
95% 1,29-2,33), mas ndo houve significancia para hipertensdo arterial*?°.
Resisténcia a insulina definida por HOMA-IR também correlacionou-se com CP

em pacientes com obesidade grau 111**,

Entre 3.182 chineses diabéticos participantes do Beijing Community Diabetes
Study, valores elevados de circunferéncia do pesco¢o associaram-se com a
presenca de sindrome metabdlica (OR: 1,20; IC 95% 1,16-1,24) ap0s ajuste para
idade e sexo. Valores maiores ou iguais a 39 cm, entre os homens, e 35 cm, entre
as mulheres, foram os pontos de corte que apresentaram melhor desempenho
diagnoéstico para detectar sindrome metabolica, de acordo com os critérios da
Chinese Diabetes Society (AUC 0,67 IC95% 0,63-0,70 e 0,66 1C95% 0,63-0,70,

respectivamente)™*°.

O indicador associou-se também com espessura da camada média-intimal da
carétida, sendo marcador de aterosclerose subclinica, (R?>= 0,45 beta =0,009),
apos ajuste para idade, sexo, tabagismo, hipertensao arterial, glicemia alterada e

lipideos séricos anormais, em 154 americanos com menos de 50 anos*®!,
2.3 Aspectos genéticos na obesidade

Estima-se que fatores genéticos sejam responséaveis por 40 a 70% da variacdo na
adiposidade em seres humanos**. Mudancas nos hébitos de vida, principalmente
em relacdo a alimentacao e sedentarismo, podem atuar sobre genes suscetiveis e
contribuir fortemente para o desenvolvimento da doenga em individuos e

populacées predispostas™3,



MutacBes monogénicas (variagbes em um Unico gene com menos de 1% de
frequencia entre a populacdo) ja foram associadas com formas graves de
obesidade e hiperfagia. Variacdes nos genes CRHR1 (corticotrophin-releasing
hormone receptor 1), CRHR2, MCHR1 (melanin-concentrating hormone 1), LEP
(leptin), LEPR (leptin receptor), MC3R (melanocortin 3 receptor), NTRK2 (BDNF
high-affinity receptor), POMC (proopiomelanocortin), PCSK1 (Prohormone
convertase subtilisin/kexin type 1), SIM1 (Singleminded 1) e MC4R (melanocortin
4 receptor) sdo exemplos de mutacdes genéticas que levam a formas raras de

obesidade monogénica, detectadas a partir dos primeiros dias de vida'*.

Obesidade poligénica resultante de mdultiplas alteracbes génicas € a influéncia
genética mais comumente observada na populacdo geral. Essas alteracfes
podem correlacionar-se de maneira complexa, tornando dificil a individualizacao
de alguns desses genes em estudos populacionais. Nesse contexto, a deteccao
de alteracdes genéticas associadas com adiposidade pode ser realizada a partir

de duas abordagens: avaliacdo de genes candidatos e através de GWAS.

Nos estudos de associacao, a partir de genes candidatos, a selecdo dos mesmos
€ feita com base no conhecimento acerca de mecanismos fisiopatolégicos e
implicacdes bioldgicas de determinado gene sobre uma doenca. Especificamente
sobre obesidade, diversos genes sdo analisados a partir de observacdes feitas
em modelos animais (principalmente quando associados ao balanco energético) e
por apresentarem mutacgdes raras que levam a obesidade monogénica. Apesar de
127 genes candidatos a obesidade estarem relatados, na ultima atualizagdo do
Mapa Genético da Obesidade Humana (Human Obesity Gene Map), em 2005,
alguns desses genes apresentam efeito modesto sobre obesidade e sua
replicacdo em diferentes estudos muitas vezes € inconsistente, devido a
interacdes com fatores ambientais e tamanho amostral reduzido. Nesse sentido, é
cada vez maior o numero de estudos de base populacional e de metandlises, que

buscam superar esses vieses™>.

Genome-wide association studies (GWAS) ou estudos de associacdo do genoma

completo s&o considerados ferramentais de Ultima geragdo em estudos



epidemiologicos para rastreamento genético, no qual s&o identificadas
associacfes entre variantes genéticas ja conhecidas e determinadas doencgas. O

mapeamento completo do genoma humano®*%:1%7

e 0S avancos tecnoldgicos
permitem, atualmente, a genotipagem de milhares de variantes genéticas em um
Unico momento®®. Basicamente, é feita analise do genoma onde s&o identificadas
alteracdes comuns [normalmente single-nucleotide polymorphisms (SNPs), ou
polimorfismos de nucleotideos unicos] com frequéncia superior a 1% na
populacdo %% Diferentemente dos estudos com genes candidatos onde s&do
estudadas poucas regides cromossomicas simultaneamente, GWAS avaliam todo
0 genoma e sao também denominados estudos guiados por genes nao

candidatos.

A descoberta da associacéo entre o gene FTO (Fat Mass and Obesity Associated)
e excesso de adiposidade através de GWAS é considerado o maior avanco na
area de genética da obesidade nos ultimos anos e especula-se que polimorfismos
desse gene exercam as maiores contribuicbes sobre formas poligénicas de
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obesidade Paralelamente, o gene MC4R é um forte candidato a determinar a

frequéncia de obesidade, por seu papel na regulagcdo neuroenddcrina do

apetite™*?

e por sua estreita relacdo com obesidade grave. Mutagcbes no gene
MC4R sao consideradas as causas mais comuns de obesidade monogénica entre

criancas com adiposidade grave®*®.

2.3.1 Gene Fat Mass and Obesity Associated (FTO)

O gene FTO (Fat Mass and Obesity Associated) foi descrito originalmente em
camundongos. Animais com mutacées no cromossomo 8 apresentavam
assimetrias graves na face e no cranio, sindactilia nos membros anteriores entre
outras anormalidades, sendo que nenhuma alteracéo referente a excesso de peso
foi descrita em animais com as denominadas mutacdes Ft (finger toes, “dedos
unidos”)**. Em seres humanos, a Sindrome de Bardet-Bied! (distrofia da retina,
obesidade, polidactilia, retardo mental, hipogonadismo), que compartilha algumas
caracteristicas com muta¢gdes Ft em camundongos, esta associada a pelo menos

11 regides cromossOmicas diferentes, sendo que em uma delas localiza-se o



gene BBS2. Polimorfismos no gene BBS2 foram associados com obesidade em
criancas e adultos caucasianos e, paralelamente, uma pequena alteracao
cromossOmica foi observada proxima a esse gene que correspondia ao
cromossomo 8, em camundongos, e ao locus do gene FTO em seres humanos.
Pessoas com essas alteracfes apresentam fenotipo semelhante as mutacdes Ft

(retardo mental, anormalidade nos dedos e também obesidade)**.

Localizado em seres humanos na regidao g12.2 do cromossomo 16, as funcdes
do gene FTO nao estdao completamente elucidadas. Sugere-se que potencialize
fatores de transcricdo envolvidos na adipogénese (contribuindo para a formacao e
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manutencdo do tecido adiposo)™ e que tenha papel na lipogénese e funcao

mitocondrial do muUsculo esquelético'®’. Especula-se também que o gene esteja
associado a desmetilacdo de DNA® a sensibilidade & insulina no cortex
cerebral*®® e que module a lipélise em células adiposas™®. As evidéncias indicam
gque o0 gene esta relacionado a diferencas no comportamento alimentar,

131 e ingestdo dietética’?, mas ndo a gasto energético'>. A enzima

saciedade
codificada pelo gene (2-oxoglutarate-dependent nucleic-acid demethylase)
responsavel pela desmetilacdo e regulacdo da transcricdo génica é altamente
expressa no nucleo hipotalamico™® e além da regulacdo da homeostase
energética, o hipotdlamo é um potente regulador da pressdo arterial®*. Assim,
especula-se que alteracdes génicas em FTO possam estar também associadas a

modulacdo dos niveis pressoricos.

A partir de um estudo GWAS, envolvendo a analise de mais de 500.000
polimorfismos, realizado em ingleses, detectou-se a associacdo entre o gene FTO
e obesidade, sendo que o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs9939609
T/A do gene apresentou maior magnitude com excesso de peso. Individuos
homozigotos para o alelo A (considerado o alelo de risco e com frequencia
aproximada de 39% nessa populacédo) apresentavam em torno de 3 kg a mais
comparativamente aos homozigotos para o alelo T (selvagem) e
aproximadamente 1,7 vezes mais risco para obesidade (OR: 1,67; IC 95% 1,47—

1,89)°. Outros polimorfismos no gene FTO foram posteriormente descritos como



fortes preditores de obesidade, mas a variante comum rs9939609 T/A é a que

prevalece como a mais estudada entre diversas etnias.

Além de obesidade geral, o gene FTO parece também ter associacdo com
indicadores de adiposidade abdominal. O estudo europeu Copenhagen City Heart
Study, que avaliou mais de 550 homens com 49 anos, em média, o polimorfismo
rs9939609 (22% homozigotos para o alelo de risco) associou-se com IMC (OR:
1,17; IC 95% 1,05-1,30), adiposidade total definida por DEXA (OR: 1,21; IC 95%
1,08-1,36), circunferéncia da cintura (OR: 1,19; IC 95% 1,05-1,34) e tecido
adiposo intra-abdominal (OR: 1,21; IC 95% 1,06-1,39). Nesse estudo, ndo houve
associacdo entre alteracdes génicas em FTO (presenca do alelo A), pressao

arterial sistolica e diastolica!.

Mulheres pés-menopausicas (com em média 52 +4 anos, 13,3% homozigotas AA)
foram avaliadas em relacdo ao genoétipo rs9939609 T/A em FTO e Lipid
Accumulation Product Index (LAP) como indicador de obesidade visceral. Ap6s
ajuste para tabagismo e idade, mulheres com ao menos um alelo de risco tiveram
valores superiores de LAP (cm.mmol.l) comparativamente as homozigotas T/T
(42,6 vs. 31,7), assim como pressdo arterial sistélica (128,1 vs. 120,5) e diastolica
(82,5 vs. 76,7), em mmHg. Nesse estudo os valores de IMC, circunferéncia da
cintura e a prevaléncia de hipertensdo arterial ndo diferiram entre os grupos™>>.
Outros autores sugerem que o polimorfismo apresenta associacdo com IMC e
TAS, mas ndo com TAV™®,

Entre 485 adolescentes eutréficos franco-canadenses, que foram submetidos a
um protocolo ndo invasivo para deteccao do indice de modulacdo simpatica do
tbnus vasomotor, individuos homozigotos para o alelo de risco (AA, frequéncia
12,2%) apresentaram maior elevacdo da pressdo arterial sistdlica ao final da
analise (4,4 mmHg) acompanhada de um elevado indice de atividade simpatica
(LFpsp 632 mmHg?). Nao houve diferenca em relacdo a pressao arterial diastélica
e 0s adolescentes com genotipo de risco (AA, AT) tiveram acumulo 38% maior de

adiposidade visceral comparativamente aos homozigotos TT*’.



Os estudos entre polimorfismo rs9939609 T/A e diabetes mellitus, assim como em
relacdo a pressdo arterial, sdo controversos. Frayling e cols. detectaram
associacdo entre FTO e diabetes mellitus no primeiro GWAS. Entretanto, apés
ajustes multivariados, a associacdo com diabetes mellitus desapareceu,

sugerindo um efeito do IMC sobre a doenca e néo diretamente do polimorfismo®.

Entre mais de 2.300 orientais genotipados para o SNP ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a distribuicdo do alelo A de acordo com a

158 QOutro estudo

presenca ou nao de diabetes mellitus (29,9% vs. 30,5%)
realizado entre mais de 64.000 participantes de uma coorte de base populacional
europeia avaliou a associacdo entre FTO e diabetes mellitus independente de
idade, género e nivel de atividade fisica, sendo que a presenca do alelo de risco
em duplicata no SNP rs9939609 elevou a chance para a doenga (OR: 1,22; IC
95% 1,07-1,39). Apbs ajuste para IMC, entretanto, a associacdo perdeu sua
significancia (OR: 1,09; IC 95% 0,96—1,24)*°. Em uma metandlise de estudos
observacionais, que incluiu 23 estudos, realizada em aproximadamente 97.000
orientais mostrou associacao significativa do alelo A com diabetes mellitus mesmo
apos ajuste para IMC (OR: 1,10; IC 95% 1,05-1,16)*°, sugerindo que o efeito do
SNP sobre a doencga poderia ser diferenciado de acordo com a etnia. A presenca
de outros fatores de risco associados com diabetes mellitus, além da obesidade,
também poderia modular a contribuicdo do polimorfismo sobre a génese da

doenca.
2.3.2 Gene Melanocortin 4 Receptor (MC4R)

Os neurbnios do nucleo arqueado do hipotalamo, apds ativacdo da leptina,
expressam pro-opio-melanocortina (POMC), que por sua vez origina peptideos
bioativos incluindo as melanocortinas - MSH (a, B e y)*®'. Esses peptideos agem
através da ligacdo com receptores da melanocortina (MC1R a MC5R), que se
encontram amplamente distribuidos no sistema nervoso central (SNC). A partir da
identificagcdo do gene agouti e seu homoélogo AGRP (agouti-related protein),

detectou-se a importancia do sistema da melanocortina na homeostase



energética’®®>. O melanocortin 4 receptor (MC4R) controla o gasto energético e,

quando ativado, reduz a ingest&o alimentar**?,

Em animais nocauteados, a inativacdo do gene MC4R originou obesidade grave,
de inicio precoce, hiperfagia e alteracdes em parametros glicémicos. Por essa
razao, iniciou-se a procura de mutagdes no gene em seres humanos, tendo sido
descritas as primeiras em 1998314 Atualmente, se reconhece que mutagées no
MC4R representam a desordem genética mais comum na obesidade humana
monogénica, sendo descritas diversas mutacdes com frequéncia de até
aproximadamente 6% em algumas populaces’®. Localizado em seres humanos

> e da

na regido g22 do cromossomo 18, além da regulacdo energética®
participacdo na homeostase glicidica*®, o gene pode ter implicacdes na funcéo
cardiovascular por ativacdo adrenérgica®®. Ratos com administracéo central de a-
MSH e ativagao hipotalamica cronica de MC4R apresentam aumento da presséo
arterial, sugerindo que o sistema melanocortina esta envolvido na regulacédo dos
niveis tensionais via sistema nervoso autdnomo®®’. Ao contréario, a inativacdo do

gene pode interferir negativamente nos valores pressoricos.

Camundongos homozigotos para deficiéncia de MC4R (-/-), heterozigotos (+/-) e
selvagens (+/+, controles) foram submetidos a afericdo da presséo arterial por
24h, durante e apds intervencdo com dieta hipersédica. Os animais MC4R (-/-)
eram gravemente obesos, tinham maior volume de gordura visceral,
hiperleptinemia e hiperinsulinemia quando comparados aos outros genoétipos, mas
a pressao arterial era semelhante. Apds administracao da dieta hipersodica, ndo
houve elevacdo da pressdo entre os camundongos homozigotos recessivos,
sugerindo que apesar da obesidade e resisténcia a insulina, animais MC4R (-/-)
ndo eram hipertensos nem sensiveis ao s6dio’®®. Outro estudo que também
avaliou animais homozigotos [MC4R (-/-)] obesos e ndo obesos, submetidos a
afericdo da pressdo arterial por 24h, indicou que, apesar de serem
aproximadamente 30% mais pesados e hiperinsulinémicos comparativamente aos
controles [MC4R (+/+)], camundongos com deficiéncia de MC4R tinham presséo
arterial inferior (CT +/+ 114 £3 mmHg, MC4R -/- 108 +4 mmHg). A administracao



de leptina entre os controles promoveu reducdo do peso e da ingestdo alimentar,

mas elevou a pressao arterial nesses animais*®.

A hipdtese de que a inativacdo do gene estaria associada a valores pressoricos
inferiores foi testada em seres humanos. Parametros metabdlicos e pressao
arterial foram avaliados entre 46 individuos com deficiéncia de MC4R oriundos do
Genetics of Obesity Study e 30 controles com IMC = 25 kg/m? com
sequenciamento normal do gene MC4R. A prevaléncia de diabetes mellitus foi
semelhante entre os grupos (20% e 18%), mas hipertensdo arterial foi superior
entre os controles, comparativamente aos individuos com mutagdo génica (53%
vs. 24%), e apOs a exclusdo dos pacientes em uso de anti-hipertensivos tanto a
pressdo arterial sistélica quanto a diastolica foi superior entre os controles
(PAS/PAD 131 £1 / 79 £7 mmHg; PAS/PAD 123 £1 / 73 £1 mmHg). Individuos
com deficiéncia de MC4R também tiveram batimentos cardiacos mais baixos
durante a caminhada e ap6s infusdo de insulina (estimativas da atividade do
sistema nervoso autbnomo), assim como excrecdo urinaria de noraepinefrina
inferior quando comparados aos controles. No mesmo estudo, agonista de MC4R
LY2112688 foi administrado entre 26 controles e em dose maxima (1 mg) elevou
a pressao arterial sistdlica e diastélica em 24h entre os pacientes (PAS/PAD 9 +2
/ 7 +1 mmHg), sem interferéncia da acéo da insulina'’®. Outro estudo realizado
entre 8 individuos com mutacdo em MC4R e 8 controles (pareados por IMC, idade
e género) indicou que atividade muscular vasoconstritora da inervacao simpatica
apresentava correlacdo inversa e significativa com IMC e niveis séricos de leptina

entre os casos, além de tendéncia a valores presséricos mais baixos™®.

Estudo GWAS realizado em 2008 entre mais de 16.800 europeus mapeou uma
variante genética muito proxima ao gene MC4R (188 kb downstream), e o SNP
rs17782313 T/C (a frequéncia do alelo de risco T foi de 24% nessa populagéo)
associou-se com aumento do IMC entre mais de 60.300 adultos caucasianos™®.
Apesar de um efeito aproximadamente 40% menor sobre excesso de peso
comparativamente ao FTO, a variante rs17782313 T/C proxima ao MC4R parece
estar também associado ao aumento de circunferéncia da cintura'? e do tecido

adiposo visceral'’*'"?. Entre 1.350 participantes do Hong Kong Cardiovascular



Risk Factors Prevalence Study (CRISPS) que tiveram o gendétipo avaliado,
entretanto, ndo houve associagao entre o alelo de risco C do SNP rs17782313 e
obesidade central, definida por circunferéncia da cintura =290 cm, entre os
homens, e >80 cm, entre as mulheres (OR: 1,12; IC 95% 0,87 — 1,44)"".

Poucos estudos avaliaram a associacdo entre essa variante e diabetes mellitus na
populacdo. Em dinamarqueses, ndo houve associagado entre a presenca do alelo
C em rs17782313 (frequéncia de 25% na populacéo) e diabetes mellitus, apesar
de sua associacdo com obesidade geral (OR: 1,18; IC 95% 1,06-1,30)"°. O
mesmo foi observado em chineses™®, finlandeses e franceses'’®. Entretanto,
entre 5.724 mulheres, participantes da coorte americana Nurses’ Health Study,
houve associacdo entre polimorfismo e diabetes mellitus auto-referida,
independente de IMC e circunferéncia da cintura, mas apenas entre os individuos
heterozigotos (OR: 1,15; IC 95% 1,00-1,32, frequéncia do alelo C 25%). Também
se observou ingestao elevada de gorduras e calorias totais entre as portadoras do

alelo de risco C'7°,

As conclusfes acerca da influéncia de alteracdes génicas em MC4R nos niveis
pressoricos foram observadas a partir de mutac¢des. O polimorfismo rs17782313
C/T proximo ao gene MCA4R poderia refletir as alteracdes na pressao arterial
observadas entre individuos com mutacdes graves. Sabe-se que individuos
portadores do alelo de risco ao menos nao diferem em relacdo a valores

pressoricos comparativamente aos heterozigotos T/T*°.

3. Diabetes Mellitus
3.1 Epidemiologia e Classificacao

Diabetes mellitus, doenca multifatorial caracterizada por alteragcdes metabdlicas e

hiperglicemia cronica, associa-se em longo prazo com dano, disfuncéo e faléncia
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de varios 6rgaos , além de risco para doenca e mortalidade cardiovascular’®.



Aproximadamente 350 milhdes de individuos em todo o mundo (IC 95% 314-382)
sdo acometidos pela doengca. Em 1980, as prevaléncias mundiais de diabetes
mellitus, ajustadas para idade, eram de 8,5% entre os homens e 7,5% entre as
mulheres e, atualmente, estima-se que 9,8% dos homens e 9,2% das mulheres
tenham diagnéstico de diabetes™. As projecdes indicam que até 2030 o aumento
dessas propor¢cBes sera maior entre individuos = 65 anos, tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento'®. No Brasil, o estudo VIGITEL,
realizado em 2006, em 27 capitais brasileiras estimou uma prevaléncia da doenca
em 5,3% (IC 95% 5,1 - 5,5)*°.

As organizagBes nacionais'® e internacionais'®**%

estabelecem que individuos
com concentracdo plasmatica de glicose maior ou igual a 126 mg/dl em jejum,
e/ou maior ou igual a 200 mg/dl, aferida casualmente e/ou apds sobrecarga de
glicose oral, sdo classificados como portadores da doenca. Recentemente,
estabeleceu-se que valores de hemoglobina glicosilada = 6,5% também

caracterizam o diagnéstico da doenca®>*%°.

Envelhecimento populacional®®’, obesidade'®, habitos dietéticos ndo saudaveis e

189190 "hivel socioecondmico®* e fatores genéticos'®? sdo potenciais

sedentarismo
fatores de risco envolvidos na etiologia de diabetes mellitus. A International
Diabetes Federation (IDF) estima que 30 a 90% dos individuos com diabetes

mellitus ndo tem conhecimento de serem portadores da doenca.

4. Obesidade, Hipertensédo Arterial e Diabetes Mellitus: fisiopatologia

A complexa relacdo entre obesidade, diabetes mellitus e hipertenséo arterial
ainda nao esta plenamente estabelecida. Obesos séo frequentemente acometidos
por alteracbes hormonais, renais, hemodinamicas e neuroenddcrinas que podem
estar correlacionados com a etiopatogenia da hipertensdo arterial e diabetes

mellitus.
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Resisténcia a insulina e hiperinsulinemia s&o consequéncias do acumulo
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excessivo de tecido adiposo visceral™°, onde tecidos-alvos como o musculo

esquelético, o figado e o préprio tecido adiposo ndo respondem adequadamente a
acdo do hormonio. Individuos obesos apresentam tanto lipélise aumentada’’*%
quanto armazenamento inadequado de triglicerideos e, juntamente com acao
altamente metabdlica do tecido adiposo visceral comparativamente ao
subcutaneo'®, eleva-se a liberacdo de A&cidos graxos livres entre esses
individuos. Compartimentos intracelulares sobrecarregados de &acidos graxos
livres promovem uma reducdo da captacdo de glicose pelos musculos
esqueléticos, estimula a producdo de glicose pelo figado e inibe a secre¢do de
insulina pelo pelas células pancreaticas'®. Um estado crénico de hiperglicemia

resultante dessa interacdo poderia levar ao desenvolvimento de diabetes mellitus.

Alteracdes provocadas pelo aumento da atividade do sistema nervoso simpético
sdo frequentes em individuos obesos e hipertensos, com consequente
vasoconstriccdo periférica e aumento da reabsorcédo tubular renal de sédio, onde
niveis elevados de noradrenalina, em pacientes obesos, associam-se ao aumento
atividade simpatica do rim*®®. Na tentativa de equilibrar a natriurese prejudicada,
pode ocorrer aumento do volume sanguineo consequente a retencao de sédio,
elevando a pressao arterial entre obesos. Alteragdes hemodinamicas intra-renais
podem também ocorrer em funcdo da compressédo fisica exercida pela massa

adiposa sobre a medula renal*®’.

Niveis de adiponectina estdo inversamente correlacionados a quantidade de
tecido adiposo no organismo e estdo negativamente associados a hipertenséo
arterial e diabetes mellitus. Estudos em modelo animal mostram que adiponectina
estimula a captacdo e utilizacdo de glicose e oxidacdo de acidos graxos, pelo
musculo esquelético e células hepéticas, aumentando a secrecdo, melhora a
sensibilidade a insulina e suprime a neoglicogénese hepatica. O receptor ativado
por proliferadores do peroxisoma (PPAR-gama), fator de transcricédo, que induz a
diferenciacdo dos pré-adipocitos em adipocitos e promove o metabolismo da
glicose, é o principal mediador desses mecanismos, sendo potencializado por

8

antagonistas de receptores da angiotensina’®® e estimulado pela adiponectina,



sendo essa a hipotese mais provavel que justifica a hiperadiponectinemia como
fator de protecéo para diabetes mellitus’®. O uso de sensibilizadores de insulina

199,200 201-203 esta

sintéticos e de algumas classes de drogas anti-hipertensivas
associado ao aumento dos niveis séricos de adiponectina entre pacientes com

hipertensao arterial e com diabetes mellitus.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona encontra-se alterado em individuos
. . ~ £ 197

obesos com consequente implicacdo sobre os valores pressoéricos™'. Alguns dos

componentes do sistema sdo produtos de adipdcitos e contribuem para a

diferenciacdo dessas células (adipogénese)®®.

Individuos obesos apresentam
indices elevados de renina e angiotensina Il, com aumento da reabsorcdo de
s6dio e consequente excesso de volume extracelular'®’, contribuindo para a
elevacao dos niveis tensionais. Angiotensinogénio plasmatico esta positivamente
correlacionado com massa adiposa e niveis plasmaticos de leptina'®’, que tem
acdo direta no sistema nervoso simpatico®®® e na ativacdo de POMC*®*, que por

7

sua vez é precursor de melanocortinas'®’ envolvidas no aumento da pressao

arterial.

Alteracdes genéticas também podem estar envolvidas na génese dessas doencas
concomitantemente. Apesar de ainda ndo estar plenamente estabelecido, os
genes FTO e MC4R parecem contribuir para o desenvolvimento de diabetes

mellitus e alteracdes em niveis pressoricos em pacientes com obesidade.



5. Justificativa

Obesidade é fator preditor de hipertensdo arterial e diabetes mellitus, mas a
deteccdo de compartimentos de tecido adiposo considerados de maior risco é, em
alguns casos, enviesada pelos métodos de afericdo tradicionalmente realizados.
As limitacbes dos métodos de imagem ndo permitem seu uso rotineiro, e a
validacdo e utilizacdo de indicadores novos tem sido proposta, na tentativa de

aumentar a magnitude de associac¢do com fatores de risco.

Em pacientes com hipertenséo arterial, dada a importancia da doenca em nivel de
salude publica, a elevada prevaléncia de diabetes mellitus e obesidade
concomitantemente, € relevante que a utilizacdo de novos indicadores de
adiposidade seja testada, uma vez que o0s estudos, em sua maioria, Sao

realizados na populacdo em geral.

Apesar de ainda ser controversa e seus efeito de pequena magnitude, a avaliagao
de genes promotores de excesso de peso € cada vez mais frequente em estudos
populacionais e 0 avanc¢o tecnoldgico permite que os estudos sejam replicados
em diversas populacdes e etnias. Os mecanismos de agdo de determinados
genes podem exercer influéncias paradoxais sobre obesidade e fatores de risco
cardiovascular, o que justificaria sua avaliacdo em individuos diferenciados, como
os hipertensos ou diabéticos. A associacao entre variantes genéticas especificas,
relacionadas a obesidade geral e diferentes compartimentos de tecido adiposo
detectados por indicadores antropométricos recentemente propostos ainda é

desconhecida na maioria da populacgéo, incluindo os portadores de hipertensao.

Assim, selecionou-se populacdo de maior risco cardiovascular, pacientes com
hipertensdo, para investigar-se a associacdo entre esses polimorfismos e
diabetes mellitus. Além disso, buscou-se avaliar se indicadores antropométricos
menos frequentemente investigados nessa populacdo seriam preditores de risco
para diabetes, através da deteccdo de depodsitos de gordura associadas a risco

cardiometabdlico.



6. Objetivos

6.1 Objetivo Geral

Determinar a associacdo entre polimorfismos dos genes FTO e MCA4R,
indicadores de obesidade e diabetes mellitus entre pacientes com hipertensao
arterial sistémica.

6.2 Objetivos Especificos

Verificar a correlagédo entre circunferéncia do pescoco, Body Adiposity Index e
Lipid Accumulation Product Index com indicadores antropométricos tradicionais

(circunferéncia da cintura e indice de massa corporal);

Identificar a associacdo entre CP, BAI e LAP e diabetes mellitus entre homens e

mulheres;

Determinar a frequéncia dos polimorfismos rs9939609 T/A do gene FTO e
rs17782313 T/C do gene MC4R;

Identificar a relacdo entre os alelos de risco e indicadores antropométricos de

obesidade geral (BAl e IMC) e visceral (CP, LAP e CC) em homens e mulheres;

Verificar a associacdo entre os polimorfismos com valores presséricos e com

diabetes mellitus entre os individuos avaliados.
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ABSTRACT

Objective: To detect association among Lipid Accumulation Product Index (LAP),
Body Adiposity Index (BAIl), neck circumference (NC) and diabetes mellitus in
patients with hypertension.

Research Design and Methods: 430 patients (145 men and 285 women) with
hypertension (systolic and/or diastolic arterial blood pressure = 140/90 mmHg or
using antihypertensive drugs) were assessed. Diabetes mellitus was diagnosed
according to ADA criteria. Waist and neck circumferences (cm) and body mass
index (BMI, kg/m2) were measured. LAP was calculated separately for men and
women and BAI was evaluated in percentiles.

Results: Mean age of all patients was 58.3 + 11.7 years, SBP 154.2 + 24.9
mmHg, DBP 89.0 £ 14.7 mmHg, BMI 30.1+6.0 kg/m2 and total prevalence of
diabetes mellitus was 32.5%. Analyses made separately showed that among men
BAI at the 75" Percentile increased at about 60% of the risk for type-2 diabetes, in
comparison to those in the low Percentile. Among women, those in the upper
quartile of LAP and NC had increased risk of type-2 diabetes, in comparison to
those in the lowest quatrtile.

Conclusions: LAP and NC were associated to type-2 diabetes among women
with overweight and hypertension and BAIl was associated with type-2 diabetes

among men.



The accumulated fat in the abdominal region is a risk factor for hypertension and
type-2 diabetes. Hypertensive patients are likely to have type-2 diabetes, which
increase the risk of cardiovascular disease (1). Abdominal fat includes fat from the
subcutaneous (SAT) and visceral adipose tissue (VAT), but fat from abdominal
cavity organs is more strongly associated with hypertension (2, 3), type-2 diabetes

(3, 4), cardiovascular disease (5), and mortality (6, 7) than SAT.

In the attempt to identify an anthropometric index able to assess visceral obesity,
several indicators have been considered. Body mass index (BMI), the most
commonly used indicator of excessive weight, does not distinguish lean from fat
mass and has low sensitivity to detect total body fat (8). Waist circumference (WC)
is a better predictor of hypertension (9) and type-2 diabetes (10) than BMI, but it

also does not distinguish VAT from SAT compartments.

Among alternative anthropometric indicators to discriminate visceral from total
adiposity, Lipid Accumulation Product Index (LAP) (11) has been used to detect
impaired glucose tolerance in women with polycystic ovary syndrome (12),
overweight (13), and type-2 diabetes in the general population (14, 15). Body
Adiposity Index (BAI) (16) is an option to BMI in determining the percentage of
body fat, which is negatively correlated with insulin sensitivity in obese women (17)
and with type-2 diabetes, in Caucasians (18). Neck circumference (NC) has been
characterized as a pathogenic fat depot, and it was correlated with VAT, detected
by imaging methods (19), increased fasting plasma glucose (19, 20), and with

other adiposity indicators (21, 22).



Among these several anthropometric indicators, LAP and neck circumference
seem to be potentially able to discriminate the visceral compartment as a predictor
disease (11, 19) However, none of them has been tested as predictors of type-2
diabetes in patients who already have hypertension. Therefore, the aim of this
study was to evaluate LAP, BAI, and neck circumference as independent

predictors of type-2 diabetes, in patients with hypertension.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Study Population

This cross-sectional study enrolled men and women, aged 18 to 80 years, with
hypertension, selected from primary health care centers, outpatient hypertension
clinic of a reference center (Hospital de Clinicas de Porto Alegre), or from the
general population, for evaluation and management of hypertension. Participants

were mostly from low and middle-income families, of Porto Alegre, southern Brazil.

This analysis included 430 patients with hypertension without previous heart
failure, myocardial infarction, or stroke in the six months prior to the enrollment, or
other relevant chronic diseases. Pregnant women were excluded. The Research
Ethics Committee approved the protocol and all patients signed a consent term in

order to participate.

Demographic data (age, sex and self-reported skin color) and information
regarding education (years at school) and lifestyle characteristics (smoking,

abusive alcohol consumption, physical activity) were collected using a



standardized questionnaire by trained interviewers. Alcohol consumption was
detected by type, frequency, and quantity of each beverage. Men and women who
had consumed at least 30 or 15 grams of ethanol per day, respectively, were
classified as having an abusive consumption. Current or ex-smokers were those
participants who had smoked 100 or more cigarettes during lifetime vs. never
smokers. The International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) was used
evaluated to physical activity, which was categorized as low to moderate vs. high

(23).

Measurement of blood pressure (BP) and anthropometric indicators were made by
trained medical students, under the supervision of an attending physician, using
an aneroid sphygmomanometer with an adequate sized cuff to the arm
circumference. Hypertension was diagnosed by systolic BP 2140 or diastolic BP
290 mmHg (average of six measurements in three visits) or use of
antihypertensive lowering agents (24). Fasting blood glucose 2126 mg/dl, glycated
hemoglobin 26.5% or previous medical diagnosis were used to detect patients with

type-2 diabetes (25).

Weight (kg) was measured with patients in light clothes, barefoot, in a 100g scale
(Filizola®, model 31, IN Filizola — SA, Sao Paulo, Brazil) and height was obtained
with patient barefoot in the standing position, and with both arms hanging freely at
the side with palms facing thighs, using a Tonelli® stadiometer with 0.1cm scale,
model E120 A (IN Tonelli — SA, Santa Catarina, Brazil). Body Mass Index was
calculated by the weight (kg)/height (m)2. Waist circumference was obtained with a

plastic, flexible, inelastic measuring tape in the middle point between the lower



costal rib and the iliac crest in a perpendicular plane, with patient standing in both
feet, approximately 20 cm apart, and with both arms hanging freely. The cut-off
points for abdominal obesity were defined according to WHO criteria (= 88 cm, for
women, = 102 cm, in men). Neck circumference was measured with the head
straight and eyes staring forward, horizontally, one inch above the laryngeal
prominence. Hip circumference was measured at the level of the widest
circumference over the buttocks with the research assistant kneeling at the side of
the participant, so that the level of maximum extension could be seen. The
anthropometric measurements were carried out in duplicate, one week apart, by
certified interviewers independently and periodically reassessed. Body adiposity

index was calculated using the formula: hip (cm) / [height (m)*°]-18 (16).

Serum triglycerides were measured by calorimetric enzymatic method, at the
certified laboratory of the Hospital. Lipid Accumulation Product Index (LAP) was
calculated from waist circumference, in centimeters, plus serum triglycerides, in

mmol, for men [(WC-65) x TG] and women [(WC-58) x TG] (11).

Sample size and statistical analysis

A sample from 368 patients was necessary to detect a relative risk of at least 1.9,
with 80% power and 95% confidence interval (CI), with the prevalence of type-2
diabetes estimated in 28% of obese and 15% non-obese patients (10) and with a

3:1 exposed to non-exposed ratio.

Data were expressed as mean + standard deviation (SD) or frequencies (%).

Analysis of variance (ANOVA) and Pearson’s chi-square test were used [Statistical



Package for the Social Science (SPSS), version 17.0, IL, USA]. Pearson’s
Correlation was used to detect correlation among anthropometric indicators. LAP
and neck circumference were presented in quartiles and BAI was categorized at
the 75 percentile, separated for men and women (< 31.57%, in men; < 41.73%, in
women). The associations between anthropometric indexes and type-2 diabetes
were analyzed by modified Poisson’s regression and expressed as risk ratio and

95% Cl, after the control for confounding factors.

RESULTS

A total of 145 men and 285 women were assessed, with an average of 58.3 £11.7
years, systolic BP of 154.2 £24.9 mmHg, and diastolic BP of 89.0 +14.7 mmHg.
Prevalence of diabetes mellitus was 32.5%; 3.3% had abusive alcohol

consumption, and 18.4% practiced vigorous physical activity.

Table 1 shows that participants with type-2 diabetes were older, had higher BMI,
waist circumference, LAP, and neck circumference, but low diastolic BP. Body

adiposity index and systolic BP were similar among type-2 diabetes groups.

Anthropometric indicators presented positive, statistically significant correlations
with other Pearson’ correlation coefficients, as NC with BMI and WC, and for BAI
with BMI, in men. Similar findings were observed among women, for BAIl with BMI
and WC (Table 2). Although significant, lower correlation coefficients were

observed for LAP and WC among men and women.



Table 3 shows in a non-adjusted analysis that most of the anthropometric
indicators were associated with type-2 diabetes, among women, and some of
them, in men. BMI, NC, and LAP did not reach statistical significance in men, and
BAI in women, suggesting that anthropometric indicators varied according to

gender.

Table 4 shows the multivariate analysis for the association between
anthropometric indicators and type-2 diabetes. Among men, LAP and NC were not
associated with type-2 diabetes, after control for confounding factors. However,
BAI at the 75" Percentile increased at about 60% of the risk for type-2 diabetes, in
comparison to those in the low Percentile. Among women, those in the upper
quartile of LAP and NC had increased risk of type-2 diabetes, in comparison to
those in the lowest quartile, and the associations were independent of age,
physical activity, smoking, and BMI. Multivariate analysis of all anthropometric
indicators, but not BAI, included BMI as a confounding factor. It reduced the

magnitude of the associations and some lost their explicative power.

CONCLUSIONS

This study showed that hypertensive patients had high BMI and most of the
anthropometric indicators were increased among those who had type-2 diabetes.
In addition, anthropometric indicators had different distributions in men and
women, which demanded a separated analysis by gender. Men with hypertension
and high fat percentage had increased risk of type-2 diabetes, which was

independent of age, physical activity, and smoking, but not of BMI. Among



hypertensive women, the excessive adiposity associated to type-2 diabetes was
detected by LAP and NC, which were independent of age, physical activity,
smoking, and BMI. Since these indicators still were significant after the control for
BMI, LAP and NC seem to have detected other compartment than total fat mass,
which might be the visceral fat. For men, BAI identified the overall adiposity,
usually detected by BMI. Considering that BAI has lost its statistical significance
after controlling for BMI, it does not improve the assessment of fat mass. Schulze
et al. showed that BAI overestimated total body fat percentage, detected by
magnetic resonance imaging, among overweight Caucasian men and women (18),
and was weaker predictor of type-2 diabetes than abdominal obesity indexes.
Since BAI does not assess the visceral compartment and is an alternative to BMI,

there is no room supporting its use as a predictor of type-2 diabetes (28, 29).

This study confirmed the lacking of association between LAP and neck
circumference with type-2 diabetes, previously identified for men (15, 21). Besides,
studies that show association between LAP, NC, elevated glucose indicators and
type-2 diabetes in both, men and women, detected that LAP and NC were better
predictors among women, than men (15, 19, 26). A potential explanation for this
finding was that differences regarding accumulation and metabolism of free fatty
acids, and the contribution of these lipids to increase visceral adipose tissue
volume, were higher in women (27). Analyses of the Framimghan Study have
shown that visceral adipose tissue compartments contribute more negatively for

the metabolic profile in women than in men (3).



The association between traditional abdominal obesity indicators and type-2
diabetes for hypertensive individuals has been shown (10, 30). However, in these

previous studies, there were no control for overall adiposity.

Strengths and limitations

Limitations and strengths of this study should be considered in the interpretation of
the results. The diagnosis of diabetes was established by measure of fasting
glucose, glycated hemoglobin, or use of anti-diabetic agents, but the two
measurements were not done for all participants. However, most of the
participants were using anti-diabetic agents or made both lab dosages, therefore
the bias is a conservative one. This is, as far as we know, the first study conducted
in patients with hypertension that simultaneously evaluated three new adiposity
indexes. LAP was an indicator of visceral obesity for women, independently of
BMI, making LAP a useful indicator to identify risk of type-2 diabetes in women
with hypertension. The results must be confirmed in individuals with other risk

profiles and could contribute to trace visceral obesity in clinical settings.
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Table 1. Characteristic of participants according to type-2 diabetes [mean +SD, n (%)].

No type-2 )
) Type-2 diabetes
dll\]a:bze:: N=142 P-value

Age (years) 56.8+12.1 61.2+10.4 <0.001
Gender 0.7

Men 95 (65.5%) 50 (34.5)

Women 193 (67.7) 92 (32.3)
Years of school 7.54.7 7.0 4.5 0.4
Smoking 0.02

Current or ex-smoker 143 (72.2%) 55 (27.8%)

Never 145 (62.5%) 87 (37.5%)
Alcoholic abusive consumption 0.4

Yes 11 (78.6) 3(21.4)

No 277 (66.6) 139 (33.4)
Vigorous physical activity 0.03

Yes 61 (77.2) 18 (22.8)

No 227 (64.7) 124 (35.3)
Body Mass Index (kg/m?) 30.1%6.0 31.4 5.3 0.03
Waist circumference (cm) 99.2+12.7 104.0 £12.1 <0.001
Neck circumference (cm) 37.7 £3.7 39.1+35 <0.001
Body Adiposity Index (%) 35.0+7.3 35.6 6.4 0.5
LAP* (cm.mmol.l) 4.0+0.6 4.3+0.6 <0.001
SBP® (mmHg) 154.3+25.2 154.2+24.1 1.0
DBPT (mmHg) 90.8+14.3 85.5+14.9 <0.001

* Lipid Accumulation Product, log-transformed; § Systolic Blood Pressure;

Diastolic Blood pressure
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Table 2. Pearson’s correlation (r) among obesity indexes in men and women

Men Women
BAI NC LAP BAI NC LAP
BMI (kg/m?)  0.79*  0.75* 0.51* 0.88*  0.48* 0.48*
WC (cm) 0.67*  0.72* 0.53* 0.75*  0.50* 0.62*

BMI: Body mass index, WC: Waist circumference, BAI: Body adiposity index (in
%), NC: Neck circumference (cm), LAP: Lipid accumulation product (in

cm.mmol.l)

* P <0.001



Table 3. Anthropometric indicators among men and women according to type-2 diabetes
(mean £SD)

Men Women

No diabetes Diabetes vaTue diall?)lgtes Diabetes valrue
(n=103) (n=62)

(n=233) (n=107)

Body mass index (kg/m?) 29.0+4.4 30.5+49 0.07 30.6+6.5 31.9+54 0.1
Waist circumference (cm) 102.5+11.1 106.7 £12.7 0.04 97.6 £13.1 102.6 £11.5 0.002
Neck circumference (cm) 40.9+3.0 41.8%x29 0.08 36.2+29 37.6+2.9 <0.001
Body adiposity index (%) 29.1+3.9 30.5+3.7 0.04 37.8+6.8 38.3#58 0.6
LAP* (cm.mmol.l) 4.1 +0.7 43+0.6 0.09 39+0.6 4.3+0.6 <0.001

* Lipid Accumulation Product, log-transformed
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Table 4. Multivariable analysis* of Lipid Accumulation Product, Neck circumference, Body

Adiposity Index with type-2 diabetes according to gender

Men Women
RR 95% Cl Pvalue RR 95% CI P value
Lipid Accumulation Product (cm.mmol.l)*
Quatrtil 1 (Reference) 1.00 0.1 1.00 <0.001
Quartil 2 0.64 0.28-1.49 1.56 0.83-2.95
Quartil 3 1.330.65-2.73 1.61 0.84-3.08
Quartil 4 0.94 0.41-2.12 2.931.62-5.28
Neck Circumference (cm)* 0.7 0.001
Quiartil 1 (Reference) 1.00 1.00
Quartil 2 1.07 0.55-2.07 1.51 0.82-2.79
Quartil 3 1.230.62-2.44 1.67 0.90-3.11
Quartil 4 1.44 0.69-3.03 3.301.78-6.14
Body Adiposity Index (%)" 0.03 0.6
< P75 (Reference) 1.00 1.00
> P75 1.611.04-2.49 0.89 0.62-1.30

* Modified Poisson Regression adjusted for age, physical activity, smoking and

BMI

t BAIl in the 75" Percentile: 231.57 in men; 241.73 in women. The analysis was

not adjusted for BMI
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ABSTRACT

Both FTO rs9939609 and MC4R rs17782313 polymorphisms are associated with
obesity and type-2 diabetes in several populations. However, among individuals
with hypertension, the contribution of both SNPs on obesity, blood pressure
control and type-2 diabetes had not been investigated. The aim of our study was
to investigate the association between FTO rs9939609, MC4R rs17782313 with
anthropometric indicators, blood pressure, and type-2 diabetes mellitus in patients
with hypertension. We genotyped 217 patients (86 men and 131 women) with
hypertension (systolic and/or diastolic arterial blood pressure = 140/90 mmHg or
using antihypertensive drugs). Diabetes mellitus was diagnosed according to ADA
criteria. Waist and neck circumferences (cm), Body Adiposity Index (BAI, %), Lipid
Acumulation Product Index (LAP) and body mass index (BMI, kg/m2) were
measured. Rare allele frequencies were 0.40 for A for FTO rs9939609 and 0.18
for C for MC4R rs17782313 and we found a positive effect of FTO rs9939609 and
MC4R rs17782313 on BMI among men and women, and on type-2 diabetes
mellitus in women with hypertension. In contrast, we found a negative effect of
MC4R rs17782313 on systolic and diastolic blood pressure in men. The
mechanisms associated with  MC4R common genetic variation over blood

pressure may reflects the pathways of melanocortin system.
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INTRODUTION

Obesity is a well-known risk factor for hypertension and type-2 diabetes mellitus®.
Genetic factors play an important role in the development of obesity?, but the

underlying genetic pathways are poorly understood.

The FTO (fat mass and obesity-associated) gene was first identified in mouse® and
it has been associated with energy balance* °>. MC4R (melanocortin 4 receptor)
gene was the first loci in which mutations were associated with morbid obesity in
humans beings® ’. The most common genetic variant of the FTO gene (rs9939609
AIT)® and a variant near the MC4R gene (rs17782313 C/T)° were detected
recently and both single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been associated
with overall® ° and abdominal obesity*®*?. Cardiovascular risk factors as diabetes

13, 14

mellitus®® **, insulin resistance®, and hypertension'® were associated with the risk

allele A for FTO rs9939609 and the risk allele C for MC4R rs17782313, regardless

body mass index* .

FTO gene is strongly expressed in hypothalamus®’, a brain structure involved in
the control of energy homeostasis® and regulation of blood pressure®®. The
association between the risk allele A for FTO rs9939609 polymorphism and
elevated blood pressure was demonstrated in Caucasian populations®. The
MC4R gene is also expressed in the hypothalamus®, but when inactivated is
associated with lower blood pressure, independently of obesity®®. However, this

association has been shown only in individuals with mutations®. In the overall
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population, individuals carrying the risk allele C for near MC4R rs17782313 did not
have different blood pressure levels comparing to non-carriers®*. For type-2
diabetes mellitus risk, studies that evaluated both polymorphisms in the overall

population are inconclusive® 2> %,

Among individuals with hypertension, who are often obese and have type-2
diabetes®, the contribution of both polymorphisms on obesity, blood pressure
control and type-2 diabetes had not been investigated. The aim of this study was
to investigate the association between FTO rs9939609, MC4R rs17782313 with
anthropometric indicators, blood pressure, and type-2 diabetes mellitus in patients

with hypertension.

METHODS

This is a cross-sectional study, which enrolled men and women, aged 18 to 80
years, who had been diagnosed with hypertension, living in the urban area of
Porto Alegre, southern Brazil. In total, a sub-sample of 217 patients was
genotyped (38.8%) and examined in an outpatient clinic of a reference hospital.
The study was approved by the Ethical Committee of our institution, and all

patients accepted to participate and signed a consent form.

Genotyping
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The DNA was extracted from peripheral blood using NucleoSpin® Blood
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Germany). StepOne™ Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) was used to genotype the
FTO locus rs9939609 and the MCA4R locus rs17782313 using TagMan-based

assays (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA).

Outcome variables

Standardized blood pressure (BP) measurement®® was conducted by trained
research assistants, using an aneroid sphygmomanometer with an adequate sized
cuff to the arm circumference, and the mean of six measurements in three visits
was used to diagnose hypertension. The cutoffs were systolic BP 2140 or diastolic
BP =90 mmHg or use of antihypertensive lowering agents?®. Fasting blood glucose
= 126 mg /dl, glycated hemoglobin = 6.5%, or use of anti-diabetic lowering agents

were used to detect patients with type-2 diabetes?’.

Other covariates

Demographic data and information regarding education (years at school), smoking
(ex-smoker or current smoker), abusive alcohol consumption (=30 g ethanol/day in
men and 215 g/day in women), and physical activity (short version of the
International  Physical Activity Questionnaire, IPAQ)®®, categorized as
low/moderate or high intensity) were collected using standardized questionnaires

by trained interviewers.
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Weight (kg) was measured with patients in light clothes, barefoot, in a 100g scale
(Filizola®, model 31, IN Filizola — SA, Sao Paulo, Brazil) and height was obtained
with patient in Frankfurt plane, using a Tonelli® stadiometer with 0.1cm scale,
model E120 A (IN Tonelli — SA, Santa Catarina, Brazil). Body Mass Index was

calculated by the weight (kg) / height (m)2.

Waist circumference was obtained with a plastic, flexible, inelastic measuring tape
positioned in the middle point, between the last costal rib and the iliac crest, in a
perpendicular plane, with patient standing in both feet, approximately 20 cm apart,
and with both arms hanging freely at the side, with palms facing thighs. Neck
circumference was measured with the head straight and eyes staring forward,
horizontally, one inch below the laryngeal prominence, and hip circumference at
the level of the higher diameter over the buttocks. The anthropometry was carried
out in duplicate, with a one week break, by interviewers trained independently and
periodically reassessed. Body Adiposity Index (BAI) was calculated using the

formula: hip (cm) / [height (m)*°]-18%°.

Serum triglycerides were measured by calorimetric enzymatic method using
standardized techniques. Lipid Accumulation Product Index (LAP) was calculated
from waist circumference, in centimeters, plus serum triglycerides, in mmol, for

men [(WC-65) x TG] and women [(WC-58) x TG]*°.

Analyses
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Statistical analyses were performed using SPSS (Statistical Package for the Social
Science, version 17.0, IL, USA). Means +SD and percentages were compared
using analysis of variance (ANOVA) or Pearson’s chi-square test. We tested the
potential relationship of genotype and blood pressure, using analysis of covariance
models (ANCOVA), with the adjustment for age and BMI. Modified Poisson’s
regression (expressed as risk ratio and 95% CIl) was used to analyze the
association between genotype and type-2diabetes mellitus, after adjustment for

age and BMI.

RESULTS

Characteristics of individuals included in the study for each polymorphism are
shown in Table 1. Rare allele frequencies were 0.40 for A for FTO rs9939609 and
0.18 for C for MC4R rs17782313. Genotype frequencies did not differ from those
predicted by the Hardy-Weinberg equilibrium (P= 0.8 for FTO and P= 0.8 for

MCA4R).

In total, 86 men and 131 women were assessed, aged 59.8 + 11.2 years, systolic
blood pressure of 152.1 + 20.6 mmHg, and diastolic blood pressure of 87.7 £ 13.0
mmHg. The prevalence of type-2 diabetes mellitus was 44.7%; 4.2% of the sample

reported abusive alcohol consumption and 43.8% were current or ex smokers.

Obesity
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According to the polymorphism, as expected, FTO rs9939609 individuals with AT
and AA genotype, and MC4R rs17782313 individuals with CT and CC genotype,
had higher BMI. There were no differences between waist circumference, Lipid
Accumulation Product, and Body Adiposity Index according to the genotype. Neck
circumference, however, was higher among AT/AA carriers then TT carriers

according to FTO risk allele.

Analyses were conducted separately according to gender (Tables 2 and 3), which
showed that neck circumference was still higher among men and women, who
carriers AT/AA genotype than homozygotes TT for FTO rs9939609. Women
carrying risk allele A had also higher Body Adiposity Index and a trend for higher

Body Mass Index.

According to MC4R rs17782313 genotype, there was no significant difference
among anthropometric indexes for men with CT/CC genotype, in comparison to
homozygotes TT. Waist circumference and Lipid Accumulation Product Index had
a trend to be higher in women with CT and CC genotypes and neck circumference

was significantly higher among women carrying risk allele C.

Type-2 Diabetes Mellitus

There were no differences in prevalence of type-2 diabetes according to FTO

rs9939609 and MC4R rs17782313 genotypes. However, analyses made
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separately by gender showed a difference in prevalence of diabetes according to
men and women, in MC4R rs17782313 CT/CC genotype. After adjustment for age
and BMI, risk allele C for MC4R was associated with type-2 diabetes in women
(RR 1.595% CI 1.1 — 2.2, P=0.03), but not among men (RR 0.9 95% CI1 0.6 — 1.7,
P=0.9). FTO was not associated to diabetes among men (RR 1.1 95% CI 0.7 —

1.7, P=0.9) and women (RR 1.0 95% CI 0.7 — 1.6, P=0.9).

Blood Pressure

Carriers of risk alleles (A for FTO rs9939609 and C for MC4R rs17782313) had
average systolic and diastolic blood pressure similar to non carriers, but among
MC4R rs17782313 individuals CT/CC genotype systolic blood pressure was

significantly lower.

Table 4 shows systolic and diastolic blood pressure adjusted for age and BMI,
among men and women according to the genotype. FTO was not associated with
blood pressure in both genders, but among men, with risk allele C for MC4R
rs17782313, diastolic blood pressure was significantly lower (P=0.03), and a trend

for systolic blood pressure (P=0.05).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study showing the effects of a

common genetic variant near MC4R gene on blood pressure in patients with
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hypertension. This association was only described with rare mutations for
individuals with inactive MC4R gene, and the risk allele C for rs17782313 could
reflect the same effect. We found that carriers of risk allele A for FTO rs9939609
did not have differences in blood pressure levels, in comparison to homozygotes

TT.

As expected, common variant in FTO was associated with BMI. Frayling et al.?
showed for the first time the contribution of the SNP rs9939609 for FTO on excess
of weight, and this result has been replicated in several populations* > % **_|n this
study, analysis by gender did not show association between the risk allele A for
FTO rs9939609 and BMI, among men, and presented a trend toward significance
in women. Body adiposity index, a simple index which detects the percentage of
total fat was significantly higher among women carrying FTO risk allele, and the

effect of the gene on women body weight could be essentially over body fat.

This was the first study to evaluate the effect of the FTO gene polymorphism on
the percentage of total fat, detected by BAI, among hypertensive individuals. The
association between FTO and anthropometric measures has not been confirmed
among men®, and it has been shown that the effect of FTO on fatness is weak in
elderly®>. Neck circumference, a simple measure correlated with total and
abdominal obesity®, was higher in men and women with risk allele A, and this

effect was shown also for European adolescents®*.
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Common variant near MC4R rs17782313 was associated with BMI and there was
a trend to have subjects with high BAl among CT/CC carriers. Analyses conducted
in men and women showed higher neck circumference and a trend for higher waist
circumference and Lipid Accumulation Product among women, which suggest an
effect of the risk allele C on visceral obesity in women with hypertension. Mutation
carriers on MC4R had increased lean mass’ and the variant near MC4R could
reflect this effect among men, who had proportionally more free-fat mass
comparing to women. Furthermore, men and women had differences regarding
metabolism of free fatty acids, which increased accumulation on visceral adipose
tissue in women when compared to men®. Among Chinese, no association was
found between MC4R rs17782313 and abdominal obesity detected by waist

circumference also®®.

In this study, type-2 diabetes was not fully associated with FTO and MC4R
genotypes, but among women carriers of risk allele C for MC4R rs17782313 it
remained significant after adjustment for age and BMI. Studies which assessed
the contribution of polymorphisms in FTO and MC4R genes on type-2 diabetes
mellitus are controversial, probably due to ethnic differences regarding body
composition and lifestyle among populations. Among hypertensive women, the
effect of risk allele C for MC4R rs17782313 on type-2 diabetes could be mediated

by increased visceral adipose tissue.

As seen in morbid obese - with no hypertension and with rare mutations in MC4R

gene, this sample of hypertensive individuals carrier of risk allele C for common
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variant near MC4R had lower levels of blood pressure in comparison to
homozygote non-carriers. After adjustment for age and BMI, the association
remained significant in men. It has been widely demonstrated in animal models the
contribution of melanocortin system on cardiovascular function®’, and, in humans
beings, it has been shown how centrally expressed melanocortin 4 receptor
(MC4R) not only conveys hypothalamic signals suppressing food intake, but also

12°. Common variants near MC4R could reflect

is involved in blood pressure contro
the same effect, but is unknown if anti-hypertensive drugs or changes in lifestyle
could modify the expression of these genes or the effects of both polymorphisms

on blood pressure, as it has been shown®®.

This study has some limitations and strengths that should be taken into account in
the interpretation of the results. The small sample size determined lacking
statistical power to detect some associations as significant, and precludes further
analysis of effect of confounding factors. The results were exploratory and should
be replicated in other populations in order to confirm that risk allele C in MC4R
rs17782313 for obesity and type-2 diabetes could be protective for high blood

pressure.

In conclusion, we found a positive effect of FTO rs9939609 and MC4R
rs17782313 on BMI among men and women, and on type-2 diabetes mellitus in
women with hypertension. In contrast, we found a negative effect of MC4R

rs17782313 on systolic and diastolic blood pressure in men. The exact pathways
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of these associations are not entirely clear, but genetic variations near MC4R gene

could reflect such mechanisms.

PERSPECTIVES

Overall, this study does test a new hypothesis on blood pressure and adds
evidence supporting the effect of polymorphisms associated with obesity on type-2
diabetes and anthropometric measures. The mechanisms associated with MC4R
common genetic variation over blood pressure may reflects the pathways of
melanocortin system, but our data support the notion of targeting new approaches

as part of an effective therapeutic regime against high blood pressure.
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Table 1. Characteristic of participants according to polymorphism [mean £SD, n (%)]

rs9939609 rs17782313
TT TA/AA P TT TC/CC P
(n=75) (n=142) value (n=146) (n=71) value
Age (years) 59.6x11.4 60.2+11.1 0.7 60.3+11.3 59.2+10.8 0.5
Sex 0.9 0.02
Men 30 (34.9) 56 (65.1) 66 (76.7) 20 (23.3)
Women 45 (34.4) 86 (65.4) 80 (61.1) 51 (38.9)
Vigorous
0.7 0.2
physical activity
Yes 11 (31.4) 24 (68.6) 27 (77.1)  8(22.9)
No 64 (35.4) 117 (64.6) 118 (65.2) 63 (34.8)
BMI” (kg/m?) 28.9+4.6  30.7¢5.2  0.02  29.6+4.8  31.1+54  0.04
wcT (cm) 99.5+11.5 102.1+11.6 0.1 100.3+11.2 103.1+12.1 0.1
NC* (cm) 37.7£3.4 38.9+3.8 0.03 38.5+3.8 38.5+3.3 0.9
BAI® (%) 33.6+£5.8 34.9+6.9 0.2 33.9+6.5 35.7+6.6 0.07
LAP!
4.1+0.8 4.2+0.6 0.4 4.1+0.6 4.2+0.7 0.2
(cm.mmol.l)
Type-2 Diabetes 0.7 0.07
Yes 32 (33) 65 (67) 59 (60.8) 38 (39.2)
No 43 (35.8) 77 (64.2) 87 (72.5) 33 (27.5)
SBP"(mmHg) 155.2+22.7 150.8+19.7 0.1 154.3+21.8 147.9+18.1 0.04
DBP* (mmHg) 88.9+13.2 87.1+13.1 0.3 88.5+13.4 86.1+12.4 0.2

*BMI: Body Mass Index
TWC: Waist Circumference
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INC: Neck Circumference

8BAI: Body Adiposity Index

||LAP: Lipid Accumulation Product, log-transformed
1SBP: Systolic Blood Pressure

#DBP: Diastolic Blood Pressure
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Table 2. Characteristic of men and women according to polymorphism risk allele A for

FTO rs9939609 [mean +SD, n (%)]

Men Women
TT TA/AA P TT TA/AA P
(n=30) (n=56) value (n=45) (n=86) value
Idade (anos) 63.9+8.8 58.9+11.1 0.03 56.7+12.2 60.9+11.1 0.04
BMI” (kg/m?) 28.3+4.4 29.7+4.1 0.1 29.5+4.7 31.315.8 0.07

WCT (cm) 101.3#12.4 104.1#10.7 0.3  98.2+10.8 100.9+11.9 0.2
NC* (cm) 40.5+¢3.0 41.7+2.6 0.04 35.9+2.8 36.9+3.1 0.04
BAI® (%) 29.443.2 29.44#35 0.9  36.4#53 38.6#6.1 0.04
LAP! (cm.mmol.) 4.1+0.8 4.3+0.6 0.2 41+0.7 4.1+06 0.9
SBP' (mmHg) 155.2422.5 150.1#19.9 0.3 155.1+23.1 151.2+19.6 0.3
DBP* (mmHg) 88.5+14.7 88.5x11.6 0.9 89.4+12.2 86.3+13.9 0.2
Type-2 Diabetes 0.9 0.5

Yes 35.9 64.1 31 69

No 34 66 37 63

*BMI: Body Mass Index

TWC: Waist Circumference

INC: Neck Circumference

8BAI: Body Adiposity Index

[|ILAP: Lipid Accumulation Product, log-transformed
1SBP: Systolic Blood Pressure

#DBP: Diastolic Blood Pressure
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Table 3. Characteristic of men and women according to polymorphism risk allele C for MC4R

rs17782313 [mean £SD, n (%)]

Men Women
TT TC/ICC P value TT TC/CC  Pvalue

(n=66) (n=20) (n=80) (n=51)
Idade (anos) 61.1#10.3  59.2#11.3 0.5  59.7%12.1 59.2+10.8 0.8
BMI" (kg/m?) 28.9+4.4 30.1+4.1 0.3 30.1#5.4  31.5%5.7 0.2
WCT (cm) 102.5+11.1 105.1#11.9 0.4  985+11.1 102.3+12.2 0.07
NC* (cm) 41.3+2.9 412427 0.9  36.1+2.8 37.4+29 0.01
BAI® (%) 29.4+3.4 294435 09  37.6+6.0 38.1+59 0.7
LAP! (cm.mmol.l) 4.2+0.7 4.3+0.8 0.9 4.0+0.6 4.2+0.7 0.07
SBP' (mmHg) 154.3+21.2 143.8#18.1 0.04 154.3+22.4 149.7+17.9 0.2
DBP* (mmHg) 89.8+12.8  84.1+11.7 0.08 87.5#13.9 86.9+12.8 0.8
Type-2 Diabetes 0.9 0.02

Yes 76.9 23.1 50.0 50.0

No 76.6 23.4 69.9 30.1

*BMI: Body Mass Index
TWC: Waist Circumference
INC: Neck Circumference
8BAI: Body Adiposity Index

||LAP: Lipid Accumulation Product, log-transformed

1SBP: Systolic Blood Pressure
#DBP: Diastolic Blood Pressure
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Table 4. Systolic and diastolic blood pressure adjusted-means* among men and women according to genotype [mean

+SD, (Cl 95%)]

Men Women
TT TA/AA P TT TA/AA P
rs9939609
(n=30) (n=56) value (n=45) (n=86) value
Systolic BP (mmHg) 153.7+20.7 150.8 +20.9 0.6 155.9 +21.5 150.8 +20.4 0.2
(146.1 -161.3)  (145.3 - 156.4) (149.6 - 162.2) (146.4 — 155.3)
Diastolic BP (mmHQ) 89.9 +12.5 87.7 £12.7 0.5 87.5+12.7 87.2+12.1 0.9
(85.4-94.4) (84.5-91.0) (83.7-91.2) (84.6 — 89.9)
TT TC/CC P TT TC/CC P
rs17782313
(n=66) (n=20) value (n=80) (n=51) value
. 154.2 +20.3 144.2 +20.1 154.1+20.6 150.2 £20.7
Systolic BP (mmHg) 0.05 0.3
(149.2 -159.1) (135.3-153.2) (149.5-158.6) (144.3-155.9)
_ _ 90.1+12.2 83.2+12.1 87.5+12.5 86.9 +12.9
Diastolic BP (mm Hg) 0.03 0.8
(87.2-92.9) (77.9 — 88.5) (84.8-90.2) (83.5-90.5)

* Means adjusted for age and BMI
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NOVELTY AND SIGNIFICANCE

1) What Is New?
Common genetic variants in FTO rs9939609 and in MC4R rs17782313 are
frequently related with obesity and type-2 diabetes but this effect was not tested

among patients with hypertension.

2) What Is Relevant?
Maybe MC4R rs17782313 polymorphism has the same effect over blood pressure

than rare mutations.

3) Summary
Common genetic variants in FTO rs9939609 and in MC4R rs17782313 have
positive effects on obesity and type-2 diabetes mellitus and a negative one over

blood pressure among patients with hypertension.



10. Consideracgdes Finais

Este € o primeiro estudo que avaliou a associacdo entre indicadores
antropomeétricos nao tradicionais e diabetes mellitus, em pacientes com
hipertensdo arterial. Verificamos uma associacdo importante entre indices
supostamente mais acurados para deteccdo de compartimentos de gordura
visceral e diabetes mellitus em mulheres, mas nédo entre os homens, onde
obesidade geral parece apresentar maior risco para a doenca. O uso de novos
indicadores pode ser encorajado na prética clinica, em funcéo de sua praticidade

e baixo custo.

Confirmamos em nossa populacdo a associacao entre duas variantes genéticas
comuns e excesso de peso, com uma frequéncia consideravel de alelos de risco
entre os pacientes avaliados. Observamos também que o comportamento do
polimorfismo em MC4R sobre a presséao arterial foi semelhante ao observado em
mutacdes graves e nosso estudo foi o primeiro a detectar tal associacdo. Nossos
resultados devem ser confirmados em estudos com maior niumero de individuos
com hipertensdo arterial, e devem ser esclarecidos possiveis mecanismos
fisiopatologicos envolvidos, assim como alternativas para o tratamento desses

pacientes.

Assim, essa populacdo apresenta elevada frequéncia de alelos considerados de
risco em genes associados com obesidade e possivelmente com diabetes
mellitus, mas faltam maiores esclarecimentos acerca da associacdo com pressao
arterial. As prevaléncias de obesidade e diabetes mellitus foram elevadas entre os
participantes, e o uso de indicadores alternativos para detec¢éo de tecido adiposo
visceral deve ser estimulado na pratica clinica durante a avaliacdo de pacientes

com hipertenséao arterial sistémica.



