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RESUMO

INTRODUCAO: Estudos comprovando os maleficios do fumo tém sido amplamente
difundidos como forma de combate a adicdo. Mas existe grande dificuldade para sua
cessacao. Um dos fatores é o ganho de peso decorrente deste ato. Estudos de
polimorfismos no gene do receptor da leptina sugerem a associacdo dos mesmos a
composicao corporal e a distribuicdo da gordura no corpo; mas tal mecanismo ainda
nao esta bem definido quando a variavel status tabagico é incluida.

OBJETIVO: Verificar a associagdo entre status tabagico, IMC e o polimorfismo
LEPR GIn223Arg.

METODOS: Foram selecionados 742 voluntarios no banco de sangue da cidade de
Passo Fundo, RS. Os participantes respondiam a um questionario e coletava-se
uma amostra de sangue. Apds foi feita a extracdo do DNA, seguido da técnica de
reacao em cadeia da polimerase, e, para a genotipagem , a técnica de polimorfismos
de tamanhos de fragmentos de restricdo com endonuclease de restricdo. Para as
analises, utilizou-se o teste qui-quadrado de Pearson, com significAncia de 5%.
RESULTADOS: Foi constatada associagao positiva entre o polimorfismo GIn223Arg
do LEPR, IMC e status tabagico em obesos com o gendétipo Arg/Arg. Nao foi
verificada associacao entre o polimorfismo GIn223Arg do LEPR e IMC. Nao houve
associagao entre o polimorfismo GIn223Arg do LEPR e status tabagico.
CONCLUSAO: Estes achados sugerem que nos individuos com IMC maior ou igual
a 30 kg/m? o tabagismo se distribui de forma diferente conforme o polimorfismo
GIn223Arg do LEPR, sendo os obesos com o gendtipo Arg/Arg os que tiveram maior
proporcao de fumantes (P = .03).

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Receptor da leptina. Tabagismo. indice de

massa corporal.



VI

ABSTRACT

INTRODUCTION: Studies which verify the badness of cigarette smoking have been
widely diffused as a way to fight against this addiction. Even so, there is a large
difficulty for cessation. The weight gain can be considered one of the factors resulted
from the cessation. Polymorphism studies in the leptin receptor gene suggests an
association of them to body composition and body fat mass; but this mechanism is
not well defined yet when the variable smoking status is included.

OBJECTIVE: Verify an association between smoking status, body mass index and
the LEPR GIn223Arg polymorphism.

METHODS: Seven hundred and forty two volunteers had been selected on the blood
bank in Passo Fundo city, RS. The participants answered a questionnaire a sample
of blood. After that, it have been done the DNA extraction, followed the polymerase
chain reaction technique, and, for genotyping, the technique of restriction fragment
length polymorphisms with restriction enzyme. For the analyses was used the
Pearson qui-square test, with 5% of significance.

RESULTS: It has been checked a positive association between the LEPR GIn223Arg
polymorphism, BMI and smoking status in obeses with the Arg/Arg genotype. It was
not verify an association between the LEPR GIn223Arg polymorphism and BMI. It
didn’t have an association between the LEPR GIn223Arg polymorphism and smoking
status.

CONCLUSION: These results suggests that in individuals with BMI higher or equal to
30 kg/m?, the distribution of tobaccoism comes in a diferent way according the LEPR
GIn223Arg polymorphism, being the obeses with the Arg/Arg genotype the ones who
have the highest proportion of smoking (P = .03).

Key-words: genetic polymorphism. Leptin receptor. Tobaccoism. Body mass index.
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1 INTRODUCAO

O tabagismo €& um dos mais importantes problemas de saude publica,
caracteristico apenas da espécie humana. Apesar dos mais de 40 anos passados
desde o primeiro documento governamental (Surgeon General Report)(1) sobre os
prejuizos do fumo a saude, o0 mesmo persiste como uma das principais causas
preveniveis de morte no mundo.

Cerca de 1 bilhdo e 300 milhdes de pessoas no mundo(2) sdo fumantes,
sendo 0s homens em maior porcentagem. Mas as estatisticas revelam o aumento do
tabagismo entre as mulheres(3). No Brasil(4), a populacdo fumante soma 16,7
milhdes no género masculino e 11,2 milhées no feminino.

Campanhas anti-tabagismo e estudos comprovando os maleficios do fumo
tém sido amplamente difundidos no mundo inteiro como forma de combate a adigéo.
No entanto, ainda existem dificuldades para a cessacéo.

O comportamento tabagico € bastante variado quanto a sensibilizacdo ou
tolerancia a nicotina, quanto a capacidade organica de sua metabolisacao, ao grau
de intensidade da nicotino-dependéncia, a maior ou menor dificuldade de abandonar
seu uso, ao momento mais precoce ou ndo de inicio, aos riscos de recaidas, entre
muitas outras peculiaridades(5). Essa grande variabilidade fenotipica deve-se,
provavelmente, aos polimorfismos genéticos(6-8) implicados nesse processo, assim
como aos estimulos ambientais, habitos pessoais e condicionamentos
psicossociais(9).

Sabe-se que existe relacdo inversa entre o fumo e o peso corporal, e que o
ato de parar de fumar, em geral, € acompanhado pelo aumento ponderal. Os
tabagistas, em sua maioria, apresentam indice de massa corporal (IMC) menor do
gue os ndo fumantes pareados para idade e sexo(10;11).

Em modelos experimentais, a administracdo da nicotina induz a redugéao do
peso corporal por diminuicdo do apetite. Sabe-se que ela atua nos centros cerebrais
que controlam a relacdo fome/saciedade, bem como nos horménios do sistema
digestério e tecido adiposo, como a leptina, que também participa ativamente nesta
regulacao(12;13).

Entretanto, a relagdo entre leptina sérica e tabagismo € contraditéria existindo
relatos de associacdo entre o fumo tanto com baixos, iguais e altos niveis de leptina



circulante(14-16). Volta-se entdo a atencdo para os receptores da leptina nos
centros cerebrais responsaveis pelo controle do apetite que podem modular sua
acao(17).

E possivel que a acdo da nicotina compense deficiéncias na ligacdo da leptina
ao seu receptor que podem ser causadas por variagées genéticas. Assim, a variacao
do receptor da leptina teria papel significante na fisiopatologia do sobrepeso, em ex-
fumantes, e até mesmo na obesidade humana(18).

A relacao entre genética e obesidade vem sendo investigada, e alguns genes
ja foram descritos em participar no processo da obesidade: o gene do receptor da
melanocortina 4 (MC4R), os genes Agouti (AgRP e ASIP), o gene da pré-6pio-
melanocortina (POMC),o0 gene da pré-convertase-1 (PC1), e o gene da leptina (LEP)
e 0 do seu receptor (LEPR)(7;19;20).

O LEPR possui o polimorfismo GIn223Arg que é uma substituicdo de uma
base nitrogenada: adenina por guanina. Esta alteracdo da proteina formada altera a
conformacdo do receptor e, com conseguinte, suas caracteristicas funcionais,
prejudicando a ligacao leptina-receptor no cérebro(21).

Este polimorfismo ja foi relacionado ao IMC, sobrepeso e obesidade(17), mas
a interferéncia do tabagismo nesta relacdo permanece inconsistente. A inter-relacédo
complexa destes fatores dificulta a compreensdo dos mecanismos envolvidos entre
tabagismo e variagédo ponderal.

Assim, o presente estudo tem como objetivo principal contribuir no
entendimento da possivel associagao entre status tabagico, IMC e o polimorfismo
LEPR GIn223Arg, tendo em vista potencializar eventualmente o sucesso no

tratamento para a cessacéao do fumo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA E ALGUNS MALEFICIOS DO TABAGISMO

Estima-se que 1/3 da populacdo adulta mundial sejam fumantes(22). De
maneira geral, aproximadamente 47% de toda a populacdo masculina e 12% da
populacado feminina mundial(23) sdao fumantes, mas nos paises em desenvolvimento
a proporcao de mulheres que fumam chega 24%.

O tabagismo vitima cerca de 4,8 milhdes de pessoas/ano sendo 2,7 milhdes
em idade produtiva (30-69 anos de idade) resultando em um numero substancial de
anos perdidos com a morte prematura(24). Segundo perspectivas da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) as estimativas s6 tendem a aumentar: esta previsto para o
ano 2030 mais de 10 milhdes de vitimas de doengas associadas ao tabagismo(25).

O estudo dos efeitos globais do tabagismo em relacdo ao nimero de mortes
no ano 2000 apontou maior numero de mortes tabaco-relacionadas nos paises em
desenvolvimento comparado com o0s paises desenvolvidos sendo 84% dos
individuos homens. As causas de morte com maiores prevaléncias foram doencas
cardiovasculares (1,7 milhdes de mortes), doenca pulmonar obstrutiva crénica
(pouco menos que 1 milhdo de mortes) e cancer de pulméo (cerca de 850 mil
mortes)(26).

No Brasil(4), em torno de 24% da populacdo € fumante. As caracteristicas
mais comuns neste grupo sado: individuos de nivel sécio-econdmico baixo, género
masculino, faixa etaria de 20 a 49 anos. Porém este quadro vem se alterando. Os
jovens iniciam cada vez mais precocemente o contato com o fumo, e o numero de
mulheres fumantes esta aumentando.

De acordo com os inquéritos epidemiolégicos o tabagismo no Brasil(27),
realizado em 2002 e 2003, entre pessoas residentes em 15 capitais brasileiras e no
Distrito Federal, com 15 anos de idade ou mais, a prevaléncia de tabagismo variou
de 12,9 a 25,2% nas cidades estudadas. Os homens apresentaram prevaléncias
mais elevadas do que as mulheres, em todas as capitais. Em todas as capitais, a

prevaléncia de consumo de cigarros foi maior entre os homens do que entre



mulheres. O consumo de cigarros foi maior entre individuos adultos (com 25 o mais
anos de idade) quando o comparado aos de 15 a 24 anos. Entretanto, esta diferenca
tende a diminuir nas cidades mais urbanizadas, indicando uma maior participacéao do
grupo jovem nas prevaléncias globais. E possivel ainda observar que o tabagismo
foi maior entre os grupos com menor escolaridade (menos de 8 anos de estudo),
quando comparado com os de maior escolaridade (8 anos ou mais de estudo) em
todas as cidades estudadas.

Na regido Sul, a idade média de iniciagdo do fumo foi de 12,8+2,1 anos,
sendo que 62% iniciaram na faixa de até 12 anos(28). As maiores proporcoes de
fumantes foram encontradas em Porto Alegre: 28,2% no sexo masculino e 22,9% no
feminino. Além disso, na capital gadcha, a maior porcentagem de estudantes que ja
experimentaram cigarros foi observada no sexo feminino (54,5%) e a proporcéao de
fumantes atuais que fumaram mais de 100 cigarros na vida foi de 37%.

O estudo(29) foi realizado na cidade de Passo Fundo, RS, com 5.057 alunos
de escolas publicas e privadas, entre os anos de 2001 a 2005, apontou prevaléncia
de experimentacao de tabaco de 36,2%, com idade de inicio variando entre cinco e
22 anos. Valor muito acima de outros estudos epidemiolégicos do mesmo
tipo(30;31). Essa prevaléncia chamou atencdo dos autores, tendo em vista que
Passo Fundo ndo € uma cidade produtora e industrializadora de fumo. Porém, pela
sua localizacdo geografica torna-se um corredor de passagem para a entrada de
fumo e outras drogas, advindas de regides fumageras e advindas de contrabando.
Essa realidade pode estar influenciando a experimentacdo elevada e precoce,
particularmente de fumo.

Apesar das inUmeras campanhas apontando para os maleficios do fumo, o
tratamento ainda ndo é totalmente eficaz. Cerca de 80% dos fumantes desejam
parar de fumar, mas apenas 3% conseguem a cada ano(32).

O tabagismo, antes visto como um estilo de vida é atualmente reconhecido
como dependéncia quimica que expode os individuos a inUmeras substancias téxicas.
E um comportamento complexo que recebe influéncia de estimulos ambientais,
hébitos pessoais, condicionamentos psicossociais e das acgdes biolégicas das
substancias contidas no fumo, em especial, a nicotina(9). Esses estimulos podem
ser de varios tipos, como os provenientes da publicidade, da facilidade de aquisicao
da droga pelos baixos precos dos cigarros, da aceitacéo social, do exemplo dos pais
e de lideres fumantes, tendéncia pessoal a outras adicdes, a depressao, além da



hereditariedade. Esses fatores constituem o modelo que explica o comportamento
aditivo(9).

O tabagista costuma passar por uma série de estagios: a iniciacao, a
experimentacao, o uso regular, a dependéncia, a cessacgao, e a recaida(33). Embora
os fatores citados acima influenciem o comportamento do individuo em relacdo ao
tabagismo, a genética vem sendo investigada na tentativa de entender os
mecanismos e inter-relacoes, e eventualmente minimizar os efeitos da abstinéncia

ao fumo e aperfeigoar o tratamento(34).

2.2 NICOTINA

A nicotina é um alcaléide vegetal e sua fonte principal é a planta do tabaco. E
uma droga de alta toxicidade e possui uma peculiaridade ndo encontrada em droga
alguma: ndo é introduzida pura no organismo; ela necessita de um involucro que é o
tabaco, sob a forma de cigarro e outros assemelhados. Portanto, a nicotina é
administrada ao organismo juntamente com milhares de substancias toxicas(35).

Ja foram isoladas no cigarro cerca de 6.700 substancias, das quais 4.720
bem identificadas quimicamente. O tabagista ao inalar a fumaga, com a nicotina da
qual estd dependente, inala juntamente, em média, 2.500 substancias lesivas ao
organismo(36).

Quando a nicotina é inalada com a fumaca do cigarro, leva cerca de 7 a 10
segundos para chegar ao cérebro, onde ocasiona efeitos diretos e libera uma
variedade de neurotransmissores(37). Como é uma substancia psicoativa, tem a
propriedade de alterar o funcionamento do sistema nervoso central e provocar
mudanc¢as no humor, em funcdes cognitivas, afetivas e comportamentais.

A nicotina atravessa rapidamente a barreira hemato-encefalica e se une ao
receptor nicotinico acetilcolina (nAChRs)(38;39). A ativacdo do receptor na area
tegumentar ventral provoca um aumento da liberacéo de, por exemplo, dopamina no
ndacleo acumbens e estimulagdo do centro de recompensa do cérebro, o sistema
mesolimbico(38), uma caracteristica comum a maioria das drogas de abuso. A
dopamina (DA) promove a sensacgao de prazer e diminui o apetite, enquanto outros

neurotransmissores, como a serotonina, modulam o humor e diminuem o apetite, a



betaendorfina reduz a ansiedade e tensao, a acetilcolina promove o estado de alerta
e melhora a cognicdo, a norepinefrina promove o estado de alerta e diminui o
apetite, a vasopressina melhora a cognicao, o glutamato melhora a memdria, € o
acido gama-aminobutirico (GABA) reduz a ansiedade e tensao(9), entre outros.

Administracdes repetidas de nicotina ao cérebro resultam em uma adaptacao
neuronal, como aumento no numero de nAChRs(40-42), provocando dependéncia e
tolerancia, tanto que o uso descontinuado ou em menor dosagem da droga acarreta
a sindrome da abstinéncia(43). Para prevenir estes efeitos, os fumantes regulam o
uso da nicotina em relagdo aos niveis de nicotina no sangue e no cérebro(44).

Assim, os estudos tém focado nos neurotransmissores participantes de rotas
compensatérias (utilizada pelas drogas) e aos do metabolismo da nicotina para
avaliar o eventual papel da genética no tabagismo.

2.3 DETERMINANTES GENETICOS DO TABAGISMO

A nicotina e outras substancias contidas no tabaco sao as responsaveis pelo
desencadeamento da dependéncia quimico-fisica do tabagista(35).

A industria fumageira emprega no tabaco mais de 600 aditivos, para torna-lo
mais palatavel(45). Varios tém a funcdo de liberar mais nicotina, como a aménia,
fazendo com que haja aumento na concentracdo de DA.

Entretanto, existem fatores associados que estabelecem a dependéncia e
seus graus de intensidade. As caracteristicas fisioldgicas, organicas, psicologicas,
genéticas e comportamentais corroboram a afirmagao.

Embora os aspectos hereditarios ja tenham sido sugeridos ha mais de 40
anos, s6 mais recentemente, com o avanco das técnicas de biologia molecular, é
que muitos aspectos comecaram a ser desvendados(9).

Estudos com animais permitem examinar a influéncia biol6gica de genes
especificos relacionados a dependéncia nicotinica. O primeiro modelo animal
descrito foi o de uma linhagem de animais homozigéticos para todos os /loci
genéticos, sendo os individuos completamente idénticos. Morrison et al(46), Hatchell
et al(47) e Robinson et al(48) evidenciaram que animais homozigbticos de diferentes

linhagens diferem em relagdo aos efeitos comportamentais e fisiolégicos da nicotina.



Estas diferengas suportam a hipétese de que fatores genéticos podem contribuir
para os diferentes fenétipos de dependéncia nicotinica nos humanos.

O uso de animais knock-out, nos quais um gene especifico é inativado ou
alterado, possuem deficiéncias bioquimicas que podem revelar a funcao da proteina
expressa pelo gene. Picciotto et al(49) demonstraram que a subunidade beta-2 do
NAChRs pode mediar a propriedade de reforco da nicotina, enquanto que a
subunidade alfa-7 foi considerada importante em mediar as agbes da nicotina no
hipocampo(50).

Outro modelo de engenharia genética é utilizar um segmento de &cido
desoxirribonucleico (DNA) de um determinado organismo e introduzir em uma
linhagem germinativa de outro produzindo um animal transgénico. Esta técnica
permite examinar receptores especificos que podem mediar as propriedades aditivas
da nicotina. Nabeshima et al(51) verificaram que em camundongos transgénicos que
super-expressavam a enzima tirosina hidroxilase, que controla a sintese de DA,
parecem ser menos sensivel aos efeitos fisiolégicos da nicotina. Entretanto, a
manipulagéo dos genes pode produzir multiplas mudancas fenotipicas inesperadas,
o que limita a validacéo deste modelo e sua aplicabilidade em humanos.

Estudos com gémeos investigam se existem determinantes genéticos na
causa de doencas. Sullivan et al(52) resumiram os dados de inumeros estudos
relacionando gémeos e genética do tabagismo. Observaram que a genética
determina 56% da variacao nos individuos em relacao a iniciacao ao fumo, e 67% da
variacdo em relacao a dependéncia nicotinica. Heath et al(53) e Madden et al(54)
também relataram influéncias significativas da genética sobre a idade de iniciacdo e
manutencao da adicao, respectivamente.

Com relacdo ao tabagismo, esse tipo de estudo demonstra que se a
proporcdo de concordancia de gémeos monozigéticos para uma determinada
caracteristica for maior que a proporcdo de gémeos dizigoticos, é possivel que os
genes em estudo determinem a doenga em questdo. Se nao houver diferenca
significativa na concordancia é possivel que a caracteristica seja influenciada por
fatores ambientais(55).

Fisher et al(56) foram os primeiros a reportar que a taxa de concordancia em
relacdo ao tabagismo é maior em gémeos monozigéticos do que em dizigéticos,
independentemente de terem sido criados juntos ou separados. Foi verificado
também que filhos adotados apresentam similaridade de comportamento em relacéao
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ao fumo com seus pais bioldgicos. Resultados similares foram detectados nos
Estados Unidos da América, Escandinavia, Austradlia, Gra-Bretanha e
Japao(55;57;58). Na Escandinavia, foi encontrada associagdo entre os fumantes
adotados e seus irmaos biolégicos, e entre mulheres fumantes e suas maes
bioldgicas e ndo com as adotivas, reforcando o papel da hereditariedade e
diminuindo a importancia relativa do meio ambiente nesse comportamento(59;60).

Hall et al(60) quantificaram essa concordancia e compararam a influéncia
ambiental e individual, concluindo que o0 componente hereditario pode ser
responsavel por 60 a 70% da manifestacao deste carater.

A partir da constatacdo de uma provavel contribuicdo hereditaria para adi¢cao
tabagica, varios polimorfismos genéticos estdo sendo estudados como possiveis
responsaveis pelos diferentes fenétipos existentes em relacdo ao tabagismo, como
diferencas em relagdo a iniciacdo ao fumo, a dependéncia nicotinica e a resposta
terapéutica ao tratamento para a cessagao(61). As principais linhas de investigacao

estdo conectadas a producao, liberacao ou ao transporte dos neuromediadores.

2.3.1 Genes envolvidos no metabolismo da nicotina

Existem evidéncias de que o consumo de tabaco possa ser influenciado por
variagdes genéticas(34).

Os fumantes tendem a ajustar o seu comportamento de modo a manter o
nivel de nicotina no cérebro. McMorrow et al(44) verificaram que as diferentes
formas de processamento da nicotina podem influenciar o seu consumo e
exposicdo. MaclLeod et al(62) constataram que individuos com uma tolerancia
aumentada a nicotina, devido a alta capacidade de metabolizar a droga, podem
experimentar poucas reagdes adversas em seu primeiro contato e, portanto, terao
uma grande propensao a continuarem fumando. Contrariamente, a baixa capacidade
evidenciada em alguns individuos faz com que os mesmos fumem menos e que uma
menor proporcao se torne nicotino-dependente.

Polimorfismos nos genes responsaveis pelo metabolismo da nicotina podem

ser responsaveis pela diversidade entre os individuos em relagdo a tolerancia a
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nicotina. Entdo, genes que estejam envolvidos no metabolismo da inativagdo da
nicotina podem ser importantes no entendimento da dependéncia nicotinica(63).

No grupo de enzimas citocromo P-450 (CYP), em particular na enzima
CYP2A6, que reduz nicotina em cotinina(64), ocorrem duas variantes do gene
(CYP2A6*2 e CYP2A6*3) que foram associadas com diminuicdo da atividade
enzimatica. Tyndale et al(65) e Pianezza et al(66) demonstraram que essas
variantes sao possivelmente protetoras em relagao a dependéncia do tabaco, ja que
estes individuos com estas variantes fumavam uma quantidade significativamente
menor de cigarros por dia e apresentavam um aumento na probabilidade de parar de
fumar. A enzima CYP2A6 obteve relagdo com o fumo somente nos individuos que
possuiam alta capacidade de metabolizar a nicotina(67), mas os resultados sao
controversos nos que possuem baixa capacidade(68). Recentemente, Mwenifumbo
et all69) reportaram que a variante CYP2A6*1B estd associada com a alta

capacidade de metabolizar a nicotina in vivo.

2.3.2 Genes Dopaminérgicos

O sistema dopaminérgico recebeu especial atengcdo dos pesquisadores
devido a sua participagdo nos comportamentos aditivos(70), e em relacdo ao
tabagismo, as propriedades compensatérias da nicotina ja estdo bem descritas(71-
73).

O receptor da dopamina (D1-D5) possui 5 subtipos codificados pelo gene
DRD1-5. Variantes, Taq? A1 e Taq1 B1, do gene DRD2 foram associadas como
sendo fator de risco para uma variedade de comportamentos relacionados ao
tabagismo(71;74;75), dentre eles: maior consumo de cigarros(76), nunca ter
fumado(77), e idade menor de iniciacdo ao fumo(78). Por sua participacdo nos
comportamentos aditivos, o gene do DRD2 foi denominado de “gene da
recompensa”. Comings et al(74) e Noble et al(71) verificam que individuos com o
alelo A1 tém regulacdo deficiente da DA, e, portanto, podem encontrar um maior
reforco em substancias e comportamentos que aumentam a transmissao da mesma.

Estudos(71;74;77) mostraram alta prevaléncia dos alelos A1 e B1 do receptor da



12

dopamina entre fumantes comparado com nao fumantes. Bierut et al(75) néo
evidenciaram relacao significativa entre tabagismo e DRD2.

Um estudo com o gene DRD4 identificou que a variante denominada alelo
longo estd associada com maior risco de ser fumante e menor tempo entre um
cigarro e outro em relacao a variante alelo curto(79). Também foi relacionado com
tabagismo e depressdo(80). Ja os genes DRD1, DRD3 e DRD5 tém relacéao
modesta com o comportamento tabagico(55).

O transportador da dopamina (SLC6A3) € uma proteina transmembrana
importante na regulagédo da transmissdo da dopamina(81). A varidvel SLC6A3-9 foi
associada com desordens dopaminérgicas, e a variavel SLC6A3-10 associada com
niveis diminutos de dopamina(74;82). Lerman et al(58) demonstraram que a variavel
SLC6A3-9 é mais freqlente em ndo fumantes, e que fumantes possuidores deste
gendtipo iniciavam a fumar mais tardiamente e que ao cessar passavam um periodo
maior sem o fumo comparado com individuos com a outra variavel. Entdo, o gene
transportador da dopamina parece nao estar associado com a iniciacdo ao fumo, e
sim com sua cessacao/manutencao.

O gene que codifica a enzima tirosinaquinase, responsavel pela sintese da
DA, esta relacionado com fumantes(83). No intron 1 do gene, ha mini-satélites
denominados HUMTHO1-VNTR. Polimorfismos nesta regido afetam a expressao do
gene(84). Adolescentes fumantes com quatro repeticbes (K4) sdao menos
dependentes de nicotina que aqueles com uma, trés ou cinco repeticoes (K1-K3-
K5)(85). Lerman et al(86), verificaram que, em adultos, o alelo K4 n&o estava
associado ao status tabagico, e sim com um menor consumo de cigarro.

A enzima dopamina-beta-hidroxilase (DBH), que converte dopamina em
norepinefrina, estd associada com o consumo de cigarro(87) e ao status
fumante(75). Polimorfismos na enzima monoamino-oxidase A e B (MAO-A e MAO-B)
também estado relacionados com o consumo de cigarro, mas os resultados sao
conflitantes em relacédo a sua associacdo com status tabagico(88-90).

A enzima catecolamina-metil-transferase (COMT), importante na degradacao
das catecolaminas, possui um polimorfismo identificado por Val108/158Met. Os
individuos com o gendtipo Val/Val tém a atividade da enzima aumentada em até
quatro vezes comparado com os individuos de gendtipo Met/Met(91;92). A menor
atividade desta enzima parece ser um fator protetor contra o status fumante e

dependéncia nicotinica(93).
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2.3.3 Sistema Serotonérgico

A serotonina (5-HT) modula a liberagdo de dopamina e vem sendo envolvida
no reforgo a nicotina(94). Os niveis de serotonina aumentam pela administracao de
nicotina e diminuem na abstinéncia ao fumo(95;96).

O polimorfismo no gene transportador da serotonina 5-HTT atraiu atencodes ja
que ele regula a magnitude e a duracdo da transmissdo da serotonina. Um
polimorfismo na regido promotora gera as variantes longa (L) e curta (S)(97;98). A
variante S reduz atividade transcricional do gene o que resulta na diminuicdo da
expressao do 5-HTT e da captacdo da serotonina(55). Lerman et al(99) e Ishikawa
et al(100) mostraram resultados conflitantes; os primeiros nao verificaram diferenca
na distribuicdo do gendtipo 5-HTT entre fumantes e nao fumantes, e os ultimos
demonstraram associacao da variavel L e fumantes. Em contrapartida, Lerman et
al(101) verificaram que fumantes homozigotos ou heterozigotos para a variante S
eram mais dependentes de nicotina que os homozigotos para a variante L.

A enzima triptofano-hidrolilase-1 (TPHT), envolvida na sintese da serotonina,
possui um polimorfismo 779C>A associado com a iniciagcdo ao fumo, sendo que
individuos com o genoétipo Arg/Arg reportaram comegar mais precocemente(86). Os
individuos AC obtiveram os maiores indices de dependéncia nicotinica medidos
através do Teste de Fagerstrém(102).

2.3.4 Genes Colinérgicos Nicotinicos

As propriedades psicoativas da nicotina resultam da unido a ativagdo de
NAChRs. Um estudo com homens chineses encontrou associacdo e dois
polimorfismos (rs1044396 e rs1044397) com menores riscos de dependéncia
nicotinica(103), mas em outra etnia ndo foi observado resultado semelhante(104).

A pesquisa da genética do tabagismo tem aumentado o entendimento da
dependéncia nicotinica, mas o esclarecimento definitivo de quais polimorfismos
estdo primordialmente envolvidos ainda nao esta disponivel(9). A recente descricao
completa do genoma humano podera ajudar a identificar marcadores genéticos que
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predigam o risco do uso do tabaco e do conseqlente desenvolvimento de
dependéncia nicotinica e, talvez, do surgimento de doencas ligadas a esse uso como

a obesidade relatada apos a cessacgao do fumo.

2.4 TABAGISMO E VARIACAO PONDERAL

O efeito do tabaco na inibicdo do apetite € um dos fatores que ditam o
comportamento do tabagista, e o potencial ganho de peso subsequente a cessacao
pode prevenir as pessoas de cessar(105). Fumar para controlar o peso pode
explicar a iniciacdo ao tabagismo, enquanto que ganhar peso ao cessar a adicao
pode explicar sua manutencao e a dificuldade de parar.

O controle do apetite € feito por mudltiplas rotas de sinalizacdao que
continuamente promovem o equilibrio entre consumo energético e gasto
caldrico(106). Os centros cerebrais que fazem a regulacdo do apetite/saciedade
estdo sob a regéncia de fatores intrinsecos como: hormdnios secretados pelo tecido
adiposo  (LEP), estbmago (GHRL)(107) e péancreas (insulina)(108),
neurotransmissores (serotonina e DA(105)), e neuropeptideos (anorexigénicos e
orexigénicos(7)). Estes fatores podem sofrer influéncia da nicotina, ja que se
conhece sua agao na expressado de muitas classes de neurotransmissores presentes
nas regides hipotalamicas.

A leptina é responsavel pelo controle da ingestdo alimentar, atuando em
células neuronais do hipotalamo no sistema nervoso central(109). A leptina reduz o
apetite a partir da inibicdo da formacao de neuropeptideos relacionados ao apetite,
como o NPY, e também do aumento da expressao de neuropeptideos anorexigenos
como o MSH e CRH(110). Assim, altos niveis de leptina reduzem a ingestao
alimentar enquanto que baixos niveis induzem hiperfagia. A relagdo do hormdnio
com o tabagismo € controversa na literatura, existindo relatos de niveis séricos
elevados de leptina nos fumantes(14;111;112), assim como niveis diminuidos(113-
115) e a ndo relagéo das variaveis(116-118).

O hormbnio grelina € um potente estimulador da liberacdo do GH, nas células
somatotréficas da hipofise e do hipotalamo. Estudos em modelos animais indicam
que esse horménio desempenha importante papel na sinalizagdo dos centros



15

hipotalamicos que regulam a ingesta alimentar e o balanco energético(119). Ukkola
et al(120) com roedores sugerem que a GHRL, administrada perifericamente ou
centralmente, diminui a oxidacdo das gorduras e aumenta a ingestdo alimentar e a
adiposidade. A GHRL esta diretamente envolvida na regulagdo a curto prazo do
balanco energético. Niveis circulantes de grelina encontram-se aumentados durante
jejum prolongado e em estados de hipoglicemia, e tém sua concentracdo diminuida
apos a refeicao ou administracao intravenosa de glicose(121). A associacao entre os
efeitos anorexigénicos da nicotina e as propriedades orexigénicas deste horménio foi
estudada em uma amostra composta por homens fumantes(122). Como conclusao a
concentragao plasmatica do horménio nao diferiu em relagcado ao status tabagico. O
fumo nado provocou alteragdes nos niveis séricos de grelina, mas induziu um
declineo nos nao fumantes. Se o efeito anorexigénico do fumo é induzido pela
mesma, este efeito pode estar presente somente em pessoas ndao habituadas a
exposicao ao tabaco.

A serotonina exerce efeito sobre o apetite (modulando a sensacao de fome e
saciedade) e sobre o consumo de macronutrientes (gorduras, carboidratos e
proteinas)(123). Em relacao ao tabagismo, experimento com roedores verificou que
a administracdo intraperitonial de nicotina eleva seus niveis no cérebro e o apetite é
diminuido(124). O aumento no consumo de carboidratos e acgucares apds a
cessacao do tabagismo pode ser uma tentativa de reajuste dos niveis cerebrais de
serotonina e melhora do humor. Spring et al(125) verificaram que aumentando 0s
niveis de serotonina em ex-fumantes as alteracbées no humor e o ganho de peso
podem ser prevenidos.

A rota mesolimbica da dopamina esta envolvida nos efeitos compensatérios
da nicotina(126), e na ativacdo neuronal em resposta ao fumo nas regides do
cérebro onde ha alta concentracdo de DA(127). Cessar o fumo resulta na diminuicao
da atividade dos circuitos de recompensa(128), o que pode resultar na substituicao
do cigarro por alimentos para que assim a rota compensatéria da dopamina seja
estimulada. O aumento de peso esta associado a cessacdo do fumo(129),
primeiramente pelo aumento do apetite(130-132), e pelo consumo de alimentos
extremamente caldricos e gordurosos(133;134).

O NPY é um potente estimulador do apetite(105) e é regulado pela
leptina(110;135-137). Chen et al(138) verificaram a regulagdo do neuropeptideo

através da dieta e do fumo. Em ratos Sprague-Dawley submetidos a dieta altamente
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calérica as concentracdes do neuropeptideo foram significativamente diminuidas
apds exposicao prolongada da dieta hipercalérica e foi verificado aumento do apetite
e peso. Nos camundongos Balb/c expostos ao cigarro o apetite diminuiu
significativamente em relagdo aos nao expostos, € em conseqliéncia tinham peso
menor. A exposi¢cdo cronica ao cigarro foi associada com a diminuicdo na
concentracdo de NPY, sugerindo um efeito inibitério do tabagismo nos niveis
cerebrais do neuropeptideo. Assim, dieta hipercalérica e exposicdo ao fumo
reprogramam NPY no hipotalamo, e a reducao deste pode contribuir no efeito

anorexigénico da nicotina.

2.4.1 Variacao ponderal ap6s cessacao do tabagismo

E conhecido que os tabagistas que cessaram o fumo tém tendéncia a
aumentar o peso corporal(14;112;139;140). Os estudos clinicos e epidemioldgicos
relatam que individuos fumantes pesam menos que os nao fumantes, e que ganham
peso quando param de fumar(141;142).

O uso da nicotina produz periodo de perda de peso (ou redugédo do ganho de
peso), assim como a cessacao do uso da droga leva a um periodo agudo de ganho
de peso, seguido pelo retorno a niveis semelhantes aos observados nos
controles(143).

O estudo Healthy People 2010(144) identificou que o uso do tabaco e a
obesidade sao focos prioritarios no que se refere a saude coletiva dos Estados
Unidos da América (EUA). As duas prioridades compartilham uma relagéo: ao longo
dos dultimos 25 anos pesquisas documentaram alteragdes no peso corporal
resultante da cessacao do fumo(129;145;146). Em geral concluiram que a cessacao
do fumo esta associada, com significativa diferenca estatistica, com o aumento do
peso em abstémios.

No estudo NHANES 11(147) o ganho médio de peso corporal nos individuos
que pararam de fumar foi de aproximadamente 5 a 6 kg; no entanto 13% adquiriram
mais de 10 kg. Williamson et al(148) estimaram que o aumento médio do peso
atribuido ao ato de parar de fumar nos homens era de 2,8 kg e nas mulheres de 3,8
kg. No Lung Health Study, mulheres e homens que pararam de fumar aumentaram



17

5,2 kg e 4,9 kg, respectivamente, no primeiro ano apo6s a cessagdo; e um adicional
de 3,4 kg e 2,6 kg nos anos seguintes. Neste estudo por volta de 1/3 dos ex-
fumantes aumentaram mais do que 10 kg apdés 5 anos de cessacao. A maioria dos
ex-fumantes ird engordar em torno de 4-5 kg, mas 13% passardao essa faixa
aumentando o peso em 11 kg ou mais(105;150-153).

Outros estudos revelam que o abandono do fumo resulta em aumento de
peso corporal em mais de 75% dos adultos, sendo o periodo imediatamente apoés a
cessacao da adicao o mais critico(5;118;154). Foi concluido que ha um consideravel
aumento de peso nas primeiras semanas apds a cessacao do fumo. Isto pode ser
interpretado como uma resposta a cessacdo, ao passo que o aumento no IMC a
longo prazo tem sido atribuido a caracteristicas como género(146). Froom et al(155)
e Perkins et al(156) afirmaram que o risco de aumento de peso se estende durante
os dois primeiros anos apos parar de fumar. Duncan et al(157) citam uma pesquisa
realizada com japoneses ex-fumantes, que a diferenga no IMC entre fumantes atuais

e 0s abstinentes por 8-10 anos nao foi significativa.

2.4.2 Outros fatores associados a variacao ponderal apés cessacao do
tabagismo

Caracteristicas como idade, género, etnia, idade de iniciagdo ao fumo e
quantidade de cigarros fumados ao dia também influenciam na variagdo ponderal do
individuo apés a cessacao do fumo(154).

Fumantes pesam menos comparados com nao fumantes ajustados para
idade(16), e género(84;136;158;159). Estudos(3;10;16;147;153) demonstraram que
fumantes na faixa etaria de 30 anos e acima de 50 anos pesam menos que nao
fumantes, e estes sdo ao que ao cessar aumentam de peso. Em fumantes adultos, o
ganho de peso é freqlentemente citado como um fator importante para a
recaida(3;153), e diminui a intencdo dos fumantes de cessar.

A idéia de que o cigarro ajuda a controlar o peso parece ser género-
especifica, sendo as mulheres as mais preocupadas e as que relatam fumar com
este objetivo em relagdo aos homens(160). Klesges et al(161) e Mitchell et al(159)

verificam em sua pesquisa que as mulheres fumantes tém maior pré-disposicdo ao
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ganho de peso em situacbes de estresse apO6s a cessagcdao do fumo quando
comparadas aos homens.

A relacdo tabagismo e peso também é influenciada pela quantidade de
cigarros fumados por dia e a idade que comecou a fumar. Os fumantes regulares (1
cigarro ou mais por semana) acreditam que fumar é uma estratégia para controlar o
peso comparado aos fumantes experimentais (menos de 1 cigarro por
semana)(162). Isto sugere que as propriedades de controle de peso do cigarro
reforcam o comportamento tabagista.

Ao contrario dos estudos com fumantes acima dos 50 anos, a relacao entre
tabagismo e peso em fumantes jovens, que € quando se da a iniciacao ao fumo, é
minima. Klesges et al(11) examinaram a associac¢ao entre fumantes e peso em uma
populacdo jovem de militares e encontrou pequena diferenca no peso de fumantes
em relacdo aos nao fumantes; e nenhuma diferenga entre as mulheres. Em outro
estudo, Cooper et al(163) verificaram a relagdo entre anos que o individuo fuma e
alteracoes no peso apos a cessacao, e os voluntarios foram acompanhados por um
periodo de quatro anos seguidos. Verificou que a iniciagdo ao tabagismo esta
associada significativamente ao aumento de peso em adolescentes durante os dois
anos seguintes; e jovens que fumaram por um periodo de trés anos ou mais tiveram
peso similar aqueles que nunca fumaram. Boles et al(164) e Cavallo et al(165)
examinaram a associacao entre idade e preocupag¢do com 0 peso em trés coortes
de adolescentes (12-13, 14-15, 16-17 anos de idade) fumantes e verificou-se que os
meninos mais jovens e as meninas na faixa etéria limite foram os que mais
acreditaram que fumar controla o peso.

John et al(166) concluiram em seu estudo que somente 0 numero de cigarros
fumados ao dia possa ser fator crucial em relacdo a sobrepeso e obesidade em
homens que pararam de fumar. O ganho de peso atribuido a cessagao do fumo esta
diretamente relacionado com o numero de cigarros fumados ao dia em um estudo
com homens com alto risco de morte para doencas coronarias(167). Bamia et
al(168) revelaram que fumantes com indices acima da média para cigarros fumados
ao dia possuem IMC elevado comparado aos fumantes com indices medianos e

inferiores.
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2.4.3 Variacao ponderal e reposicao nicotinica

Estudos em animais, e posteriormente em humanos, revelaram que a
administracdo de nicotina diminui o apetite e consequentemente o peso(124;168-
170), levando os pesquisadores a sugerir a hipétese de que a acao do cigarro sobre
0 peso possa ser mediada pela nicotina.

Estudos relacionados a variacdo de peso e a cessagdao da adicdo tém
demonstrado que o aumento de peso pode ser evitado(171;172). Talcott et al
realizaram um estudo com militares americanos em que fumantes, ao pararem de
fumar durante o periodo de 6 semanas, tiveram alimentacdo regrada e atividade
fisica programada. Nao foi registrado ganho de peso significativo destes com relacao
aos militares que seguiram fumando.

Cessar o fumo sem terapia de reposicdo nicotinica é freqientemente
acompanhado pelo ganho de peso(148;149;174). Como consequéncia, algumas
pessoas usam o fumo para perder ou manter o peso, e sao relutantes a parar devido
a preocupacao em relacao ao peso, especialmente os jovens(175) .

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que os beneficios a saude associados a
cessacao do fumo excedem os danos do sobrepeso, mesmo que este sobrepeso
varie entre 10-15 kg(176), mas Chinn et al(177) e Nilsson et al(178) em seus
estudos relacionando ganho de peso ao cessar o fumo com fungdo pulmonar e
metabolismo da glicose respectivamente, relataram que os beneficios adquiridos
apds a cessacao do fumo sdo maximos quando ha o controle do peso.

A diminuicdo do peso nos tabagistas n&o oferece vantagens. O estudo
Framingan(179;180) provou que, nos fumantes, o menor peso n&o impede a
elevacao da pressao arterial e do colesterol no sangue, que ficam acima daqueles
qgue deixaram de fumar, independente da evolu¢ao do peso destes.

O emagrecimento perseguido pelos fumantes, ndo lhes garante vida mais
longa. O contrario é constatado, como no estudo efetuado pelo Second National
Health and Nutritional Examination Survey(147), nos EUA, e o realizado em 24
cidades da Inglaterra, da Escécia e do Pais de Gales, totalizando mais de 50 mil
pessoas de ambos os sexos. A mortalidade nos tabagistas magros foi superior a dos
nao-fumantes magros ou gordos, porque o0s primeiros foram vitimados pelas

doencas tabaco-relacionadas.
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A administracdo de nicotina em animais e o fumo nos humanos estdo
associados com diminuicao do peso corporal(166). De acordo com um estudo feito
com animais a nicotina pode simultaneamente prolongar o periodo entre as
refeicdes e diminuir a quantidade de alimento por refeicdo. Evidéncias revelam um
aumento do gasto energético em fumantes tanto em descanso como praticando
atividade fisica(181-184).

O tratamento farmacolégico, com a terapia de reposi¢cao nicotinica, se mostra
eficiente no controle do peso durante seu uso(129;157;184;185), mas assim que o
tratamento é finalizado seus beneficios sdo suspensos. Assim, em mulheres que
ndao conseguiam abandonar o fumo alegando aumento de peso, associaram a
alimentacao saudavel o uso da goma de mascar de nicotina. A combinagcao dos dois
obteve maior sucesso no tratamento para a cessagdao assim como redugdo na
variacdo do peso(172), somente observado durante o tratamento com a reposicao
nicotinica. A suplementagdo de nicotina através de adesivos diminuiu 0 consumo
calérico de maneira dose-relacionada resultando na diminuicado do aumento de peso
apos a cessacao do fumo(186).

A bupropiona tem sido uma terapia eficaz a favor da cessacao do tabagismo,
assim como ao ser combinada com os adesivos de nicotina. Em relacdo a variacao
ponderal em ex-fumantes tratados com bupropiona e placebo, Hays et al(187) e
Jorenby et al(188) verificaram que houve menor aumento de peso nos individuos
que receberam tratamento com reposicdo nicotinica (somente bupropiona ou
combinada a adesivo de nicotina) comparado com os que receberam placebo.

Entdo, trabalhos com o objetivo de compreender os mecanismos envolvidos
no ganho do peso em individuos que cessam de fumar tém sido cada vez mais
desenvolvidos almejando minimizar o aumento do IMC, consequentemente uma das
barreiras para o abandono do fumo é desfeita, e o risco das doencas cronicas
associadas a obesidade é minimizado(177).

Como ja citado, a nicotina e a leptina influenciam os centros cerebrais
relacionados ao apetite/saciedade. Suspeita-se que a nicotina influencie os niveis
plasmaticos da leptina, ja que sua liberagdo pelos adipécitos é desregulada pelos
componentes do cigarro(154). Mas a literatura descreve resultados conflitantes,
demonstrando que este efeito talvez nao esteja relacionado a leptina circulante
propriamente dita, mas sim sobre 0s seus receptores cerebrais(7;17;189).
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2.5 LEPTINA E RECEPTOR DA LEPTINA

A clonagem do LEP e sua caracterizacdo, por Friedman et al(190),
representou um marco no conhecimento molecular do controle da gordura corporal
em mamiferos(191). A leptina foi assim denominada (do grego leptos que significa
magro) porque mostrou ser capaz de diminuir o peso corporal e o tecido adiposo
quando injetado em camundongos. Assim, verificou-se que o hormdnio regula o
apetite e o balanco energético, e consequentemente a massa gorda e 0 peso
corporal.

E um horménio produto do gene ob que possui trés exons, dois introns e é
formado por 167 aminoacidos(189). Seus niveis circulantes no sangue indicam ao
cérebro o status energético do organismo(192;193), e exerce papel central no
mecanismo de feedback que mantém a homeostase energética(194;195).

Quando foi descoberta, pensava-se que a leptina fosse secretada
exclusivamente pelos adipécitos(189;196). Mais tarde, o hormdnio foi detectado,
através da expressdo do seu gene, em outros tecidos: no estdmago(197), na
placenta(198), no musculo esquelético(199) e no cérebro(194). Em ratos, houve a
primeira de descricdo da expressao do gene da leptina no cérebro, mais
especificamente na pituitaria(200).

O cérebro responde as alteragdes na homeostase energética pelo ajuste do
apetite que é controlado por varias rotas de sinalizagdo(106) (Figura 1).
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Figura 1 — Regulacao da homeostase energética e do apetite. Reproduzido de
Gale et al(201).

A leptina liberada pelo tecido adiposo (indicador periférico do balancgo
energético) chega a corrente sanguinea, atravessa a barreira hematoencefalica e se
liga ao seu receptor no hipotdlamo(202). Esta ligagdo promove a liberagdo de
hormonios/neurotransmissores  catabdlicos (anorexigénicos) ou anabdlicos
(orexigénicos)(174;195;203;204).

O aumento nos niveis séricos de leptina acarreta a expressdo de
hormonios/neurotransmissores anorexigénicos (POMC e CART - transcripto
regulado por cocaina e anfetamina)(6), que diminuem o apetite e aumentam o gasto

energético. Por outro lado, a diminuicdo nos niveis séricos de leptina leva a
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expressdao de horménios/neurotransmissores orexigénicos (NPY e AgRP)(205) que
aumentam o apetite e diminuem o gasto energético(203).

O NPY possui papel central nos mecanismos hipotalamicos de controle do
apetite(206). E um potente estimulador do apetite e é controlado também pelo
horménio grelina(207;208). Recentes estudos mostram que sinais opostos entre
leptina e grelina regulam a secrecao do NPY no hipotalamo(120). A grelina estimula
o apetite no jejum através do aumento da motilidade estomacal e através da
liberacdo de NPY(209), levando a um aumento do apetite e, posteriormente, dos
adipdcitos(210). Contrariamente, as propriedades anorexigénicas da leptina liberada
apdés a alimentacao, resultam na inibicdo da secrecdo de NPY(208). Os niveis de
grelina estao inversamente correlacionados com IMC e, portanto, esta diminuido em
individuos obesos e aumentado naqueles com anorexia nervosa(211). Esses niveis
baixos de grelina presentes na obesidade humana podem ser o resultado dos
elevados niveis de leptina e insulina(210).

A primeira evidéncia da existéncia da relacao entre as vias de sinalizacao da
leptina e da insulina surgiu quando observou-se que o tratamento periférico com
leptina era capaz de melhorar a hiperglicemia no camundongo ob/ob (obeso e
hiperglicémico por deficiéncia de leptina) independentemente da reducédo do
peso(212). Com o progressivo acumulo de conhecimento a respeito da acao
hipotalamica da insulina, suspeitou-se que também no hipotdlamo a leptina e a
insulina poderiam interagir e exercer efeitos complementares(213). Estudos
subsequentes confirmaram esta suspeita e revelaram que essa relagao ocorre em
pelo menos duas vias distintas, levando a resultados funcionais também
distintos(214;215).

A primeira via é a JAK-2/STAT-3. Tanto a leptina quanto a insulina séo
capazes de induzir a ativacdo de JAK-2(216) e a fosforilacdo de STAT-3(217).
Entretanto, somente a leptina, quando atuando isoladamente, € capaz de induzir
transcricdo génica mediada por STAT-3. A insulina, agindo isoladamente, promove a
fosforilagdo da STAT-3, mas esta fosforilagdo ndo resulta em aumento da
transcricdo génica atraves desta via. Contudo, quando atuando em conjunto, a
insulina potencializa a atividade transcricional de STAT-3 induzida pela leptina.
Assim, conclui-se que, no hipotalamo, a via JAK-2/STAT-3 ¢é controlada
primariamente pela leptina, sofrendo uma modulacéo incremental pela insulina(213).
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A segunda € a via IRS/PI3K(218). Como na via JAK-2/STAT-3, aqui também
observa-se ativacdo molecular tanto pela leptina como pela insulina. Entretanto,
estudos revelam que, neste caso, o efeito da insulina é predominante, promovendo
maior ativacdo da PI3K, e conseqlentemente maior ritmo de disparos neuronais, e
que neste caso a leptina desempenha um papel potencializador(219;220).

O fato de a leptina e a insulina exercerem controles predominantes sobre vias
distintas tem implicagdes sobre o préprio padrdao de regulagdo temporal da fome. A
insulina tem efeito inibitério mais imediato sobre a fome enquanto a leptina tem
efeito mais robusto, porém mais tardio. Atuando predominantemente sobre o ritmo
de disparos, seria esperado que a insulina exercesse controle sobre fendbmenos
mais imediatos, ao passo que a leptina, controlando predominantemente a
transcricao génica, deveria coordenar fendbmenos mais duradouros(20).

A leptina promoveu importantes avancos sobre o mecanismo de regulagéo do
peso e sobre a fisiopatologia da privacdo alimentar que induz mudangas no
metabolismo neuroenddcrino(221). Contudo o mecanismo envolvendo a leptina e
seu receptor no desenvolvimento da obesidade é mais complexo devido a interacao
de fatores genéticos, metabdlicos e ambientais(222). Como € a sua agao no cérebro
nao esta totalmente elucidada.

Seus niveis séricos se elevam quando ha aumento dos adipdcitos(223), e a
reducao do tecido adiposo com a perda de peso resulta na diminuicdo dos niveis
séricos de leptina. No género feminino, a leptina é significativamente mais elevada
quando comparada com a do género masculino de peso equivalente. Os horménios
reprodutores e a distribuicdo da gordura pelo corpo parecem contribuir para esta
diferenga(224). Esses resultados contrastam com o estudo de Ravussin et al(225)
que identificaram nos individuos obesos baixos niveis de leptina, sendo estes mais
propensos a ganhar peso comparado com os individuos com altos niveis de leptina.

A obesidade comum é caracterizada pelo aumento, e ndo pela diminuigcédo, de
leptina. Foi sugerido que obesos morbidos possam ter resisténcia ao
hormonio(198;226) visto que a deficiéncia de leptina por mutagdo do gene ob é rara
na espécie humana(223;227;228). Muitos mecanismos podem contribuir para a
resisténcia a leptina. A diminuicdo da sinalizacdo do receptor da leptina causado
pela mutacdo do receptor pode ser uma das explicacdes. Isto tem sido demonstrado
no roedor db/db(189;229), e em casos graves de obesidade em humanos, os quais

sdo homozigotos para a mutagao no receptor da leptina(230).
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A primeira demonstracdo da expressdao do gene receptor da leptina foi
comprovada logo apdés a descoberta da leptina(231). Mutagcées no receptor da
leptina, contudo, sdo muito raras em humanos(14;232).

O receptor da leptina possui 6 isoformas que sao variantes do mesmo gene
presente no lécus 1p31 (cromossomo 1 humano; Gene ID 3953), resultado de
splicing alternativos(200;233;234). As isoformas tém os dominios extracelular e
transmembrana constantes, além de os primeiros 2 aminoacidos do dominio
citoplasmatico. Baseado no tamanho do dominio intracelular, existe uma isoforma
longa (ObRb) e as restantes sao curtas(234). A isoforma longa é a principal
responsavel pela transducdo do sinal da leptina ja que ela contém o dominio
funcional requerido a sua acao(216;235).

Elevados niveis de RNAm do receptor da leptina sdo expressos no
hipotalamo, porém é no nudcleo hipotalamico, area envolvida na regulacdao da
homeostase energética, que ha enriquecimento dos receptores da leptina.

Como outros membros da familia de receptores da classe | de
citocinas(236;237), o ObRb (assim como os demais ObRs) nao possui atividade
catalitica intrinseca, sendo constitutivamente ligado a uma proteina citosolica com
atividade tirosinaquinase chamada Janus quinase 2 (JAK-2)(238;239). A
estimulacdo da atividade da leptina pela associacdao de ObRb e JAK-2 resulta na
fosforilacdo de residuos de tirosina (Tyr1138, Tyr1077, Tyr985)(219). Estes residuos
recrutam e ativam proteinas: ObRb Tyr 1138 ativa o fator de transcricao STAT-3 que
por sua vez fara a regulacao da transcricdao do gene(7), ObRb Tyr 1077 promove o
recrutamento de moléculas da familia de transdutores de sinal e ativadores de
transcricdo (STATs, predominantemente STAT-3) responsaveis por conduzir o sinal
gerado pela leptina ao nucleo, onde coordenardo a transcricio de genes de
neurotransmissores responsivos ao sinal hormonal(238); e ObRb Tyr 985 se une ao
supressor de sinalizacdo da citocina-3 (SCOS3) e inibem a sinalizacdo do
ObRb(212). Tém-se alterada a expressao dos neuropeptideos
hipotalamicos(206;230).
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2.6 POLIMORFISMO GIn223Arg DO RECEPTOR DA LEPTINA

O LEPR é altamente polimorfico, resultado de splicing alternativos em mais de
uma regido. Varios polimorfismos ja foram descritos: Lys109Arg, GIn223Arg,
Ser343Ser, Serd92Thr, Lys656Asn, Ala976Asp, e Pro1019Pro(223;240;241).

O polimorfismo GIn223Arg € a substituicio de um unico nucleotideo: uma
adenina por uma guanina, ocasionando a troca do aminoéacido glutamina (Gin) pelo
aminoacido arginina (Arg) na posicao 223 da proteina do receptor(18;241)(Figura 2).

A troca do aminoacido decorrente do polimorfismo altera a forma do receptor
e, por conseqlUéncia, suas caracteristicas funcionais, influenciando na ligacao
leptina-receptor(21;241); e também influencia a expressdo do hormdnio,
possivelmente em nivel trascricional e sua secregdo nos adipdcitos(182).

E considerado polimorfismo, porque a mutagdo ocorre com freqiiéncia acima

de 1% na populagéo.

Lys 109 Arg Gin 223 Arg Lys 886 Asn
Exonic variants A—G ADG A=G G >C A2>G G2A
519 851 1222 2161 3217 3250

I S = . e .

Figura 2 — Os trés polimorfismos descritos no gene LEPR: Lys109Arg,
GIn223Arg, Lys656Asn, e suas respectivas trocas de nucleotideos (A por G, A
por G e G por C). Adaptado de Chung et al(241).

Ja que defeitos genéticos que resultem em obesidade sao muito raros, € mais
provavel que a combinacdo de polimorfismos em um ou mais genes possam
contribuir com seu desenvolvimento(244). Os polimorfismos mais estudados nos
ultimos anos sdo: a mutagcdo Trp64Arg no gene do receptor adrenérgico B3 (ADBRS3)
esta envolvido com obesidade e insulino-resisténcia(245); o polimorfismo GIn223Arg
do LEPR esta associado a fenétipos de obesidade(21;190;246); o polimorfismo 5-
HTTLPR do gene do transportador da serotonina (5-HTT) esta relacionado com

desordens alimentares como anorexia e bulimia(247); e por ultimo o polimorfismo
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Arg972Gly do substrato — 1 do receptor da insulina (IRS-1) esta associado a
obesidade e o tipo 2 de diabetes em algumas populacdes(248). Mergen et al(244),
entretanto, ao investigar a associacdo destes quatro polimorfismos, em uma
populacdo de obesos e ndo obesos na Turquia, ndo evidenciaram predisposi¢cao a
obesidade.

Alguns estudos reportaram os niveis de leptina de acordo com as mutacdes
no LEPR.

Mattevi et al(249) verificaram a influéncia da genética na obesidade em
caucasianos. Investigaram os polimorfismos da leptina (A19G), do receptor da
leptina (GIn223Arg) e do NPY (Leu7Pro) em relagédo ao IMC. Os resultados sugerem
que a variabilidade genética no receptor da leptina e no NPY estivesse envolvida na
regulacao do peso corporal, e que a variante GIn223Arg do receptor da leptina
associada ao IMC aumentado especialmente entre os ndo fumantes.

Quinton et al(21) verificaram que o alelo GIn223 esta associado com elevado
IMC, massa gorda e niveis séricos de leptina em mulheres caucasianas pés-
menopausa, e as que possuiam o alelo 223Arg, a leptina tinha baixa afinidade com
seu receptor comparado com mulheres com o alelo GIn223, sugerindo que este
polimorfismo afeta a ligagdo entre os dois. Richert et al(249) sugeriram que o alelo
diminuisse a atividade do receptor da leptina em resposta a leptina.

Em individuos com o genétipo 223Arg houve aumento na expressao do gene
do receptor da leptina e elevacédo da leptina sérica(182;234;250). Van Rossum et
al(222), Yannakouris et al(234) e Mattevi et al(17) também mostraram que individuos
com o gendtipo 223Arg tém altos niveis séricos de leptina e/ou elevado IMC. O
polimorfismo foi positivamente associado com ganho de peso: aqueles que tinham
0s niveis plasmaticos de leptina mais elevados eram os que tinham o risco maior de
ganhar peso.

Por outro lado, Paracchini et al(251) revelaram, através de meta-analise, que
os trés mais comuns polimorfismos do receptor da leptina K109R, Q223R e K656N,
nao estdo associados a obesidade.

Esses resultados conflitantes podem ser explicados em parte pela diferenga
em relacao ao background genético das populacdes estudadas
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2.7 LEPTINA E TABAGISMO

Desde que sabe-se que o cigarro gera efeitos sobre o apetite, gasto
energético e metabolismo do tecido adiposo, especula-se a hipétese que os efeitos
redutores do peso causados pelo fumo poderiam ser mediados pela leptina
circulante. A principio isto significaria dizer que os niveis de leptina estariam
elevados nos fumantes comparados com nao fumantes(107).

Assim como a leptina, a nicotina se liga a regides relacionadas a regulag¢ao do
apetite no hipotalamo, sugerindo que acdes centrais mediadas pela nicotina possam
contribuir na reducdo do apetite, perda de peso e aumento da
termogénese(18;252;253). Se NPY & um possivel alvo dos efeitos anorexigénicos da
nicotina, os fumantes sentiriam menos fome devido a maior captacao de leptina pelo
seu receptor, diminuindo a liberacdo do NPY levando a sensacdo de saciedade.
Frankish et al(254) e Li et al(13) demonstraram que inje¢des agudas (24 horas) e por
um periodo maior (duas semanas) de nicotina diminuiram a expressao de NPY em
ratos. Além disso, a distribuicdo dos receptores da leptina no hipotalamo se
sobrepde aos receptores nicotinicos, indicando mais uma possibilidade de ligacao
entre estes dois fatores(253).

A falta de reposigcéo de nicotina em ex-fumantes poderia levar a diminui¢ao
dos receptores da leptina e, com isso, decrescer os efeitos inibitdérios da leptina
sobre o NPY, aumentando a producéo deste, e por conseqiéncia, o apetite(255).
Uma supressdo na expressao do NPY pode ser esperada quando se inicia um
tratamento com reposicao nicotinica.

As bases neuromoleculares que regulam o apetite através do fumo estao em
fase de pesquisa, mas a inter-relacao entre apetite e tabagismo é complexa e exige
maiores estudos(241). O fumante crénico pode elevar a leptina de varias maneiras.
Fumar pode elevar a secrecéao e liberacédo da leptina pelo tecido adiposo, resultando
em altos niveis de leptina circulantes(111); pode aumentar a lipdlise do tecido
adiposo através da maior atividade da lipase lipoproteica(256) pode exercer efeito
indireto sobre a leptina, pela sua agdo sobre a insulina, glicocorticéides, ou pelo
sistema adrenérgico em si(113;257); e, finalmente, pode diminuir a sensibilidade do
hipotalamo em relacdo a leptina, desregulando o feedback e resultando em um

subseqlente aumento compensatério na producao de leptina(14).
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Estudos relacionando leptina e tabagismo geraram resultados ambiguos.
Nicklas et al(14) encontraram niveis plasmaticos elevados do horménio em fumantes
comparando com nao fumantes ajustados pelo IMC, mas ndo acharam diferenca
entre cigarros fumados ao dia e peso. Idade, peso e IMC nao variaram entre
fumantes e nao fumantes. Eliasson et al(112) reportaram que os niveis séricos de
leptina estdo elevados fumantes ou nos que utilizam reposi¢do nicotinica com a
goma de mascar em comparagdo com o grupo controle.

Por outro lado, estudos demonstraram niveis plasmaticos significativamente
menores do horménio em fumantes comparado aos ndo fumantes ajustados para
IMC e idade(115;258;269). Reseland et al(15), Wei et al(115) e Donahue et al(113)
reportaram que fumantes tém os niveis séricos de leptina diminuidos comparado
com nao fumantes. Isto é consistente com o conceito de que enquanto os fumantes
tém niveis diminuidos de leptina por serem magros, o0 cigarro pode,
independentemente, reduzir as concentracdes séricas de leptina. Se fumar aumenta
a sensibilidade da leptina pelo sistema de feedback controlado pela deposicao de
gordura, entdo os niveis de leptina devem diminuir(258).

Larsson et al(117) em sua pesquisa nao evidenciaram diferencas nos niveis
de leptina circulante com status tabagico. Outros estudos relataram nao haver
relagédo entre fumo e leptina nos homens(116;259).

Perkins et al(118) e Wei et all115) verificaram que a leptina esta
significativamente associada com IMC em ambos os géneros, controlado pelo IMC,
indicando que os niveis de leptina estavam mais altos nas mulheres que nos
homens, como o esperado. Fumar deve aumentar, e cessar deve diminuir, a
quantidade de leptina se a mesma estiver envolvida na explicacdo de como o fumo
reduz o peso e como cessar causa 0 aumento de peso. Fumar ndo parece
influenciar diretamente a leptina de uma maneira clara que explique a associagao
entre fumar e menor peso corporal. Os fumantes néo diferiram dos ndo fumantes ou
ex-fumantes em relacdo aos niveis de leptina, antes de diminuir, a leptina aumentou
somente nas mulheres e nao diferiu nos homens apés a cessacgao do fumo(118).

Essa variagdo pode ser explicada a diferengcas entre os ensaios: género,
etnia, idade e estado de saude dos estudados. Eliasson et al(112) e Nicklas et al(14)
estudaram somente homens fumantes de meia idade e mais velhos, enquanto que
Donahue et al(113) estudaram um grupo de jovens fumantes Afro-americanos,

Cuba-americanos e nao-hispanicos de ambos os géneros; e Hodge et al(258)
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pesquisaram homens de uma regidao do pacifico (Nauru e Samoa). Mantozoros et
al259) estudaram soldados gregos e Wei et al(115) caucasianos, ambos o0s
géneros, mexicanos, americanos € hispanicos. Larsson et al(117), Lagiou et al(116)
e Yoshinari et al(260), estudaram mulheres caucasianas pds-menopausa, homens
gregos e com idade avancada, e homens japoneses de meia idade com diabetes
tipo 2, respectivamente.

Poucos estudos(113) relataram existir relacdo inversa entre o nimero de
cigarros fumados por dia e a leptina, novamente o0 oposto ao que se espera se fumar
diminui o peso pelo aumento de leptina.

Por essas consideracgdes, a regulacdo do apetite estaria sobre influéncia da
leptina, ou do seu receptor, e possivelmente de outros agentes. Mas a relagao entre

tabagismo, leptina e peso ainda nao estao totalmente esclarecidos.
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3 HIPOTESES DO ESTUDO

Com base no referencial teorico exposto, foram testadas as seguintes
hipbteses:

Ho = Nao existe associacao entre status tabagico, IMC e o polimorfismo
GIn223Arg do LEPR.

H, = Existe associacao entre status tabagico, IMC e o polimorfismo GIn223Arg
do LEPR.



32

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a associagdo entre status tabagico, IMC e o polimorfismo GIn223Arg
do LEPR.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Medir a prevaléncia de fumantes na amostra.

4.2.2 Calcular as freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo GIn223Arg do
LEPR.

4.2.3 Verificar se ha associacao entre o status tabagico e IMC.

4.2.4 Verificar se ha associagao entre IMC e o polimorfismo GIn223Arg do LEPR.

4.2.5 Verificar se ha associacao entre status tabagico e o polimorfismo GIn223Arg
do LEPR.

4.2.6 Verificar se ha associacdo entre status tabagico, IMC e o polimorfismo
GIn223Arg do LEPR.
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5 PACIENTES E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

O estudo proposto foi transversal e descritivo-analitico.

5.2 POPULACAO E AMOSTRA

O presente estudo foi conduzido em uma amostra de 742 voluntarios de
ambos o0s géneros, com idade entre 18 e 65 anos, que freqlentaram o Hemocentro
Regional da cidade de Passo Fundo (Hemopasso), RS. Os voluntarios eram
residentes deste local, e se dispuseram a responder a entrevista, doar sangue, ler e
assinar a Carta Informativa (ANEXO A) e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO B) permitindo a utilizagdo dos seus dados e amostra de sangue

para fins de pesquisa.

5.3 PERIODO DA COLETA DOS DADOS

A coleta dos dados, entrevista e amostra de sangue dos voluntarios
ocorreram no periodo de outubro de 2004 a marco de 2005.
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5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos os voluntarios que preencheram os critérios para doacao de
sangue (ANEXO C), e realizaram a mesma, no periodo de outubro de 2004 a margo
de 2005, no Hemopasso, RS.

Foram excluidos os individuos com presenca de co-morbidades psiquiatricas
(transtorno do pénico, transtorno obsessivo-compulsivo, alcodlatras, usuarios de
outras drogas, retardo mental e sindromes genéticas), analfabetos e em tratamento
para depressao e/ou tabagismo (medicamentoso ou nao); voluntarios que foram
impossibilitados de doar sangue, pelos critérios exigidos pelo Hemopasso, ou se
recusaram a participar da pesquisa, assim como doadores com parentesco de

primeiro e segundo graus, a fim de evitar viés de freqiiéncia génica.

5.5 ENTREVISTA

Todos o0s voluntarios foram submetidos a uma entrevista (apés o
consentimento) que fornecia informacbes sobre as caracteristicas individuais
(ANEXO D). As perguntas visavam classificar os individuos de acordo com as
variaveis demograficas, variaveis relacionadas ao tabagismo (incluindo status
tabagico e grau de dependéncia nicotinica) e varidveis antropométricas (peso e

altura).

5.6 VARIAVEIS ANALISADAS

5.6.1 Variaveis Demograficas

Foram analisadas as seguintes variaveis demograficas:
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e Género.

e |dade atual (anos completos).

e Grupo racial (caucasiano ou nao caucasiano).

e Escolaridade (ensino fundamental, médio ou superior).

e Trabalho (ativo, aposentado, ou auxilio doenca/desemprego).
e Renda familiar (em salarios minimos).

e Etnia (caucaséide ou nao caucaséide).

e Estado civil (com companheiro fixo ou sem companheiro fixo).

5.6.2 Variaveis relacionadas ao tabagismo

Foram analisadas as seguintes variaveis relacionadas ao tabagismo:

e Status tabagico (ndo fumante, fumante ou ex-fumante).
e Idade de inicio do uso do fumo.

e Tempo de uso do tabaco.

¢ Quantidade de cigarros fumados/dia.

e Teste de dependéncia nicotinica de Fagerstrom.

5.6.2.1 Status tabagico

Os voluntarios foram classificados quanto ao status tabagico segundo critérios
do National Institute of Health (NIH)(261). Individuos ndo fumantes foram os que
relataram nunca ter fumado ou que fumaram menos do que 100 cigarros ao longo de
suas vidas. Individuos ex-fumantes foram os que relataram ter fumado mais de 100
cigarros durante suas vidas, mas que no momento nao estavam fumando; e por

ultimo, os individuos fumantes foram os que relataram ter fumado pelo menos 100
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cigarros durante suas vidas e que atualmente estavam fumando. Neste estudo, os
nao fumantes foram agrupados com os ex-fumantes devido aos ultimos possuirem

caracteristicas relacionadas ao IMC mais proximas dos nao fumantes.

5.6.2.2 Medicao do grau de dependéncia nicotinica

Para os voluntarios classificados como fumantes foi aplicado o Teste de
Fagerstrdm(262) (FTDN — ANEXO E) que avalia o grau de dependéncia nicotinica. E
um questionario constituido por seis (6) perguntas com alternativas para resposta.
Cada alternativa corresponde a uma pontuacao. Ao final foi somada a pontuacéao,
que varia de 0 a 10, e uma tabela indica o grau de dependéncia nicotinica. Esta

varia de muito baixa (menor pontuacdo) a muito alta (maior pontuacao).

5.6.3 Variaveis Antropométricas

Para realizar o calculo do indice de massa corporal (IMC) foi utilizado o indice
de Quetelet(263) no qual o peso, em quilogramas, € dividido pelo quadrado da
altura, em metros (IMC = peso/altura®). O resultado obtido foi verificado na tabela
sugerida pela OMS(265): abaixo do peso os individuos que apresentaram indices de
até 18,49 kg/m?, peso normal os que apresentaram indice entre 18,50 kg/m?a 24,99
kg/m?, sobrepeso os que apresentaram indice entre 25 kg/m? e 29,99 kg/m?, e obeso
0s que apresentaram indice maior a 30 kg/m?. O indice independe da idade e se
aplica para ambos os sexos. Neste estudo o ponto de corte para o individuo ser
classificado em obeso foi possuir IMC maior ou igual 30 kg/m? (IMC=30), segundo
critérios da OMS.
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5.6.4 Variavel Genética

Para a genotipagem dos individuos, primeiramente foi feita a extracdo do
DNA a partir das células mononucleadas do sangue periférico dos doadores de
sangue. A seguir foi realizada a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para amplificacdo do gene do receptor da leptina. Por dltimo, a técnica de
polimorfismos de tamanhos de fragmentos de restricdo (RFLP), utilizando a enzima
Mspl, classificou os individuos de acordo com o polimorfismo genético em Arg/Arg,
GlIn/Arg ou GIn/GIn.

5.7 ANALISE LABORATORIAL

O sangue para os testes laboratoriais foi coletado pelos funcionarios do banco
de sangue Hemopasso ao final da doagédo do sangue. Para o diagnéstico molecular
do polimorfismo do gene, foram coletadas amostras de sangue de veia periférica
pelo sistema de vendclise, com aparato descartavel a vacuo (Vacutainer) e
colocadas em tubos contendo EDTA 0,1% (volume final em concentragcdo 1 mg/dl),
em um total de 5 ml de sangue. Apds a coleta o material foi mantido a 4°C por no
maximo 24 horas entre a coleta e a extracdo do DNA. As amostras eram entdo
encaminhadas ao Laboratério de Biologia Celular e Doencas Respiratorias
pertencente ao Instituto de Pesquisa Biomédicas (IPB) localizado no Hospital Sao
Lucas da PUCRS.

5.7.1 Extracao do DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo a técnica descrita por Debomoy e
Nurnberger Jr(265). O protocolo geral da extracao seguiu as seguintes etapas: 1) as
amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos; 2)
apoés a centrifugacao, transferiu-se a camada contendo leucécitos para tubos de 1,5
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ml e realizou-se, a seguir, uma lavagem com PBS (tampao fosfato-salino, pH 7,5); 3)
para a extracdo do DNA dos leucécitos (em 200 ul PBS) foi adicionado 1.000 pl de
tampao de lise de hemacias seguido de centrifugacédo e descarte do sobrenadante;
4) novamente uma lavagem com PBS.

Apbs esta primeira etapa, foi seguido o protocolo de Chomczynski &
Sachi(266;267) que utiliza o reagente Brazol (LGC Biotecnologia) para o isolamento
do DNA a partir de amostras de células e tecidos 1) 600 ul de Brazol; 2) adicao de
120 pl de cloroférmio; 3) centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos; 4) o
sobrenadante transferido para outro tudo de 1,5 ml; 5) o DNA presente na porcéo
aquosa foi precipitado pela adicao de 0,1 volume de acetato de sodio e 0,7 volume
de isopropanol e incubado a -20°C por 18 horas; 6) o DNA, observado como um
sedimento translucido e gelatinoso, foi dissolvido em 50 ul de agua Milli-Q e mantido
a -20°C para posterior uso na reagdo de amplificagao génica.

5.7.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

A reagao em cadeia da polimerase, ou PCR, foi executada de acordo com o
método descrito por Gotoda et al(268), utilizando-se de oligonucleotideos iniciadores
especificos, com base na sequéncia do banco de dados do GenBank n° U59251.

A reagéo foi constituida por 30 pmol dos oligonucleotideos iniciadores direto
5-ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAG-3’ e reverso 5’-
CAATATTTATGGGCTGAACTGACATT-3’, 0,5 pl do DNA, 100 uM de dNTPs, 1,5 U
de Tag DNA polimerase, 20 pmol de cada primer (direto e reverso), e 2,0 mM de
MgCls .

A mistura foi submetida aos seguintes ciclos no termociclador (PTC-200
Peltier Thermal Cycler — MJ Research Inc.): uma etapa desnaturacéo inicial de 95°C
por 3 minutos, seguido de 40 ciclos constituidos pela desnaturagdo a 95°C por 1
minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto; e finalmente
uma etapa de extensdo de 72°C por 10 minutos.

O produto amplificado contendo 330 pb foi visualizado apds eletroforese em
gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, e observado sob luz ultravioleta.
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5.7.3 Genotipagem do gene receptor da leptina

Na genotipagem utilizou-se a técnica de polimorfismos de tamanhos de
fragmentos de restricdo (RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorfism) através
digestdao do produto da PCR (10 ul) com 1U da endonuclease de restricdo Msp
1(269), de acordo ao especificado pela Promega(270), em tampao especifico. A
digestao foi incubada a 37°C por 6 horas. Os fragmentos gerados pela clivagem (330
pb, 293 pb e 37 pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3,5% corado
com brometo de etidio, utilizando-se um marcador de peso molecular de 100 pb, e
visualizados sob luz ultravioleta. Os fragmentos de cada alelo foram analisados e
identificados.

Marcador de peso
molecular de 100 pb

v

330 pb
293 pb

v

Arg/Arg Gin/Arg GIn/Gin

Figura 3 — Visualizacao do produto da clivagem com enzima de restricao (Mspl)
para determinacao do gendtipo do gene LEPR apos eletroforese em gel de
agarose 3,5%e visualizado sob luz ultravioleta.
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados demograficos da populacdo foram obtidos com médias e desvios
padrdo, mediana (Amplitude Interquartil e minimo a maximo), contagem (percentual),
e com o teste qui-quadrado de Pearson para verificar significancia. As frequéncias
alélicas e genotipicas do polimorfismo GIn223Arg do LEPR foram calculadas de
acordo com o Principio de Hardy-Weinberg(271), que possibilita verificar a
distribuicdo do gene na populacao estudada. A significancia estatistica considerada
foi 5%. A analise dos dados foi feita com o programa SPSS.

5.9 ETICA

O estudo foi realizado ap6s a apreciacdo e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS, com o protocolo de numero CEP 06/03754, e seguiu as
recomendacgdes da resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude que dita as
normas e diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos
(ANEXO F). Os individuos participantes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Também foi obtida autorizagcdo da Secretaria Municipal de Saude de Passo
Fundo para a realizacao da pesquisa nas dependéncias do Hemopasso.
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6 RESULTADOS

6.1 DESCRICAO DA AMOSTRA

A caracterizacao do perfil demografico da amostra pode ser visualizada na
Tabela 1, com os dados dos 742 individuos incluidos no estudo. Destes, 59,7%
eram do sexo masculino (n = 443). Ao estratificar o status tabagico por género, os
nao fumantes homens constituiram 58,6% (n = 332) do total, e os fumantes homens
63,4% (n = 111). N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa (P = .29)
entre status tabagico e género.

A média da idade dos ndo fumantes foi 33,64 anos com desvio padrdo de
10,28, e no grupo dos fumantes a média foi de 35,14 com desvio padrao de 11,73.
Na houve diferenga significativa (P = .12) entre status tabagico e idade.

O grau de escolaridade mais frequente tanto em nao fumantes como em
fumantes foi o ensino fundamental, sendo os valores 40,2% (n = 228) e 52% (n =
91), respectivamente. E esta variavel se comporta de uma maneira diferente nos
dois grupos, evidenciando que os individuos nao fumantes possuem grau de
escolaridade superior aos individuos fumantes na amostra (P = .02).

Em relacdo a variavel trabalho, 95,2% (n = 540) dos nao fumantes
declararam-se estar ativos em comparacdo com 96% (n = 168) dos fumantes, néo
havendo diferenca estatistica (P = .24) entre 0os grupos.

A mediana da renda familiar foi 3 salarios minimos para ambos os grupos em
relacdo ao status tabagico, sendo que a maioria da renda familiar dos individuos
oscilava entre 2 a 5 salarios minimos. Nao se constatou diferenca estatisticamente
significativa (P = .71) entre renda familiar e status tabagico.

Cerca de 76% (n = 428) dos individuos ndo fumantes possuiam etnia
caucasoide em relacdo a 63,4% (n = 111) dos individuos fumantes, pelo que se
evidencia que a variavel etnia se comporta de maneira diferente nos dois grupos em
relacdo ao status tabagico (P = .004).

O estado civil com maior frequéncia relatada em ambos os grupos foi com

companheiro fixo abrangendo cerca de 59,4% (n = 337) do total de individuos nao
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fumantes e 59,4% (n = 104) de individuos fumantes. Nao foi verificada diferenga
estatisticamente significativa entre estado civil e status tabagico (P = .91).

Entdo as caracteristicas observadas com maior freqiéncia na populagao de
amostra foram: individuos nao fumantes, do género masculino, com idade entre 33 a
35 anos, com o ensino fundamental, ativos, com renda de 3 saldrios minimos,
caucasoides, e com companheiro fixo.

As variaveis relacionadas ao tabagismo também estao descritas na Tabela 1.
A média da idade de inicio do tabagismo foi de 17,15 anos com desvio padrao de
4,62. A mediana do tempo de uso do fumo pelos tabagistas foi de 10 anos, sendo
que a maioria declarou tempo de uso do fumo dentro do intervalo de 4 a 22 anos. A
mediana do numero de cigarros fumados por dia foi de 10 cigarros por dia, sendo
qgue a maioria dos fumantes oscilava o fumo de 3,75 a 20 cigarros por dia. A média
da somada pontuacao do teste de dependéncia nicotinica de Fagerstrém foi de 3,75
com desvio padrao de 1,69, valor que enquadra a maioria dos fumantes da amostra

como tendo baixa dependéncia em relagdo a nicotina.
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Tabela 1 - Perfil da amostra pesquisada de doadores de sangue do

Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS, em relacao

ao status tabagico.

Variavel Status tabagico Total(n) P
Nao Fumante Fumante
(n =567) (n=175)
Género*
Masculino 332 (58,6) 111 (63,4) 443 .29
Idade* 33,64+£10,84  35,14+11,73 12
Escolaridade*
Fundamental 228 (44,8) 91 (56,2) 319 .02
Médio 188 (36,9) 53 (32,7) 241
Superior 93 (18,3) 18 (11,1) 111
Trabalho*
Ativo 540 (96,8) 168 (97,1) 708 24
Aposentado 13 (2,3) 5(2,9) 18
Aux. Doenca/desemprego 5(9) - 5
Renda familiar®™ 3(24a5) 3(245) 71
Etnia*
Caucasiano 428 (74,7) 111 (63,1) 539 .004
Estado civil*
Com companheiro fixo 337 (60,3) 104 (59,4) 441 91
IMC? 25,68 (3,86) 25,65 (4,01) .93
Idade de inicio do fumo (anos)* - 17,15+4,62
Tempo de uso do fumo (anos) - 10 (4 a 22)
Numero de cigarros/dia’ - 10 (3,75 a 20)
FTDN, pontuacio* - 3,73+1,65

Os dados sdo apresentados como contagem (percentual)*, mediana’ (Amplitude Interquartil e
minimo a maximo) ou média+DP*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson.
Renda baseada no valor do salario minimo® = R$ 375,00. FTDN: Fagerstrdm Test for Dependence

Nicotine.

Observagao: o total de individuos das variaveis escolaridade e trabalho ndo somam o total da
populacao devido a perdas no banco de dados.
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6.2 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO POLIMORFISMO GIn223Arg
DO LEPR

As freqiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo GIn223Arg do LEPR
sao apresentadas na Tabela 2. O alelo Arg foi o mais freqliente (60,2%) na amostra
investigada. Do total de individuos estudados, 14,2% (n = 105) apresentaram
gendtipo GIn/Gin, 51,2% (n = 380) o gendtipo GiIn/Arg e 34,6% (n = 257) o gendtipo
Arg/Arg.

A comparacao entre as freqiiéncias genotipicas observadas e esperadas nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa (P = 0.10), estando assim em
equilibrio de Hardy-Weinberg. As freqiéncias genotipicas esperadas eram: 16%

para o genétipo GIn/Gln, 48% para o GIn/Arg e 36% para o Arg/Arg.

Tabela 2 — Frequiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Gin223Arg do
LEPR na amostra pesquisada de doadores de sangue do Hemocentro regional
Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS.

Variavel % P
Alelo

Arg 60,2

Gin 39,8

Total 100
Genotipo*

GIn/Gln 105 (14,2) 0.10

Gin/Arg 380 (51,2)

)

Arg/Arg 257 (34,6
Total 742 (100)

Contagem  (percentual)*. Teste qui-quadrado.
Significancia (P) de Pearson.
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6.3 ASSOCIACAO ENTRE STATUS TABAGICO E IMC

A freqiéncia do tabagismo na populacao de estudo em relagdo ao IMC foi de
23,6% (n = 175) como pode ser visto na Tabela 3. Dos 642 individuos com IMC
menor que 30 kg/m?, 23,1% (n = 148) eram fumantes, e dos 100 individuos com IMC
maior ou igual a 30 kg/m? 27% (n = 27) eram fumantes. Nao foi verificada diferenca
estatisticamente significativa (P = .42) entre status tabagico e IMC.

Tabela 3 — Freqliéncia do tabagismo na amostra pesquisada de doadores de
sangue do Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS,
estratificado por IMC.

IMC* Status tabagico Total (n) P
Nao fumante Fumante
IMC<30 494 (76,9) 148 (23,1) 642 42
IMC=30 73 (73) 27 (27) 100
Total 567 (76,4) 175 (23,6) 742

Contagem (percentual)*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson. IMC<30
kg/m?: classifica o individuo em nao obeso. IMC230 kg/m?: classifica o individuo em
obeso.

Ao estratificar status tabagico por género e IMC, como demonstrado na
Tabela 4, verificou-se que nas mulheres o status tabagico ndo difere (P = .42) entre
as ndo obesas e obesas, assim como ja demonstrado na Tabela 3.

Ja nos homens, constatou-se um comportamento diferente entre o status
tabagico e IMC. Os homens obesos tendem a fumar (P = .08) fumam em maior
proporcdo em relacdo aos homens ndo obesos. A prevaléncia de fumantes nas
mulheres obteve média de 21,4% (n = 64) e nos homens foi de 25,1% (n = 111).
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Tabela 4 — Freqiiéncia do tabagismo na amostra pesquisada de doadores de
sangue do Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS,

estratificado por género e IMC.

Género* IMC* Status tabagico Total (n) P
Nao fumante Fumante
Feminino
IMC<30 201 (77,6) 58 (22,4) 259 42
IMC=30 34 (85) 6 (15) 40
Total 235 (78,6) 64 (21,4) 299
Masculino
IMC<30 293 (76,5) 90 (23,5) 383 .08
IMC=30 39 (65) 21 (35) 60
Total 332 (74,9) 111 (25,1) 443

Contagem (percentual)*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson. IMC<30 kg/m":
classifica o individuo em nao obeso. IMC=30 kg/mz: classifica o individuo em obeso.

6.4 ASSOCIACAO ENTRE IMC E POLIMORFISMO GIn223Arg DO LEPR

A Tabela 5 mostra a relagao entre o IMC e os genétipos. Foi possivel verificar
que a distribucdo do IMC entre os gendétipos nao foi estatisticamente diferente na

populacao geral (P = .52).
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Tabela 5 — Freqliéncia de obesos na amostra pesquisada de doadores de
sangue do Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS,

em relacao ao polimorfismo GIin223Arg do LEPR.

Genétipo* IMC Total (n) P
IMC<30 IMC=30
GIn/GIn 90 (85,7) 15(14,3) 105 .52
Gin/Arg 334 (87,9) 49 (12,1) 380

Arg/Arg 218 (84,8) 39 (152) 257
Total 642 (86,5) 100 (13,5) 742

Contagem (percentual)*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson.

Quando se estratifica IMC por género, como se pode verificar na Tabela 6, a
distribuicdo deste entre os gendtipos também ndo se mostrou significativa, apesar
de as propor¢cdes entre ndo obesos e obesos, aparentemente, ser diferente da

populacao geral demonstrada na tabela acima.
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Tabela 6 — Freqliéncia de obesos na amostra pesquisada de doadores de
sangue do Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS,
estratificado por género e pelo polimorfismo Gin223Arg do LEPR.

Género* Genétipo* IMC Total (n) P
IMC<30 IMC=30
Feminino
GIn/GIn 42 (93,3) 3(6,4) 45 16
Gin/Arg 129 (87,7) 18 (12,3) 147
Arg/Arg 88 (82,3) 19 (17,7) 107
Total 259 (86,6) 40 (13,4) 299
Masculino
GIn/GIn 48 (80) 12 (20) 60 27

Gin/Arg 205 (88) 28 (12) 233
Arg/Arg 130 (86,7) 20 (13,3) 150
Total 383 (86,5) 60 (13,5) 443

Contagem (percentual)*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson.

6.5 ASSOCIACAO ENTRE STATUS TABAGICO E POLIMORFISMO GIn223Arg
DO LEPR

A prevaléncia de fumantes na amostragem em relacdo ao gendétipo esta
demonstrada na Tabela 7. Individuos fumantes com o gendtipo GIn/Gin somam
24,8% (n = 26), com o genotipo GIn/Arg somam 24,7% (n = 4), e com o gendtipo
Arg/Arg somam 21,4% (n = 55). O status tabagico nao difere (P= .59) entre os trés
possiveis gendtipos, ou seja, a distribuicdo do tabagismo nos gendtipos Gin/Gin,

GiIn/Arg e Arg/Arg é semelhante.
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Tabela 7 — Prevaléncia de fumantes entre os genoétipos do polimorfismo
GIn223Arg do LEPR na amostra pesquisada de doadores de sangue do
Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS.

Genotipo* Status tabagico Total(n) P

Nao fumante Fumante
GIn/GIn 79 (75,2) 26 (24,8) 105 .59
Gin/Arg 286 (75,3) 94(24,7) 380
Arg/Arg 202 (78,6) 55 (21,4) 257
Total 567 (76,4) 175 (23,6) 742

Contagem (percentual)*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson.

Ao se estratificar status tabagico por género e genédtipo como apresentado na
Tabela 8, foi possivel verificar uma tendéncia (P = .09) do tabagismo a se distribuir
de maneira diferente entre os genoétipos e os géneros. Mulheres e homens
apresentaram significancias P = .09 e P = .15, respectivamente, diferentes as
encontradas na populacédo geral evidenciando variagdes entre 0os genétipos e entre
os géneros. Mulheres com o gendétipo GIn/Gin sdo menos freqlientemente fumantes
que mulheres com o genoétipo Gin/Arg e Arg/Arg. Nos homens, o genétipo GIn/Gin
possui maior propor¢cdo de fumantes em relacdo aos gendtipos Gin/Arg e Arg/Arg,

embora com P ndo significativo.
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Tabela 8 — Freqiiéncia do tabagismo na amostra pesquisada de doadores de

sangue do Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS,

estratificado por género e pelo polimorfismo Gin223Arg do LEPR.

Género* Genétipo* Status tabagico Total (n) P
Nao fumante Fumante
Feminino
GIn/GIn 40 (88,9) 5(11,1) 45 .09
Gin/Arg 109 (74,1) 38 (25,9) 147
Arg/Arg 86 (80,4) 21 (19,6) 107
Total 235 (78,6) 64 (21,4) 299
Masculino
GIn/GIn 39 (65) 21 (35) 60 15
Gin/Arg 177 (76) 56 (24) 233
Arg/Arg 116 (77,3) 34 (22,7) 150
Total 332 (74,9) 111 (25,1) 443

Contagem (percentual)*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson.

6.6 ASSOCIACAO ENTRE STATUS TABAGICO, IMC E POLIMORFISMO

GIn223Arg DO LEPR

A proporcao de tabagismo em relagdo ao IMC e ao genétipo esta descrita na
Tabela 9. Verifica-se que a prevaléncia de fumantes nos individuos com IMC menor

que 30 nao possui variacao significativa (P= .65) entre os genétipos. Quando o IMC

é maior ou igual a 30 kg/m?, observa-se que o padrdo de distribuicdo dos tabagistas

nos gendtipos deste grupo é estatisticamente diferente (P= .03) com individuos

obesos com o gendtipo GIn/GIn fumam mais freqlientemente que os individuos

obesos com o genotipo Gin/Arg e Arg/Arg.
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Tabela 9 — Proporcao de tabagistas na amostra pesquisada de doadores de

sangue do Hemocentro regional Hemopasso da cidade de Passo Fundo, RS,

estratificados por IMC e o polimorfismo GIn223Arg do LEPR.

IMC* Genoétipo* Status tabagico Total (n) P
Nao fumante Fumante
IMC<30
GIn/GIn 73 (81,2) 17 (18,8) 90 .65
Gin/Arg 251 (75,2) 83 (24,8) 334
Arg/Arg 170 (78) 48 (22) 218
Total 494 (76,9) 148 (23,1) 642
IMC=30
GIn/GIn 7 (46,7) 8 (53,3) 15 .03
Gin/Arg 34 (73,9) 12 (26,1) 46
Arg/Arg 32 (82,1) 7(17,9) 39
Total 73 (73) 27 (27) 100

Contagem (percentual)*. Teste qui-quadrado. Significancia (P) de Pearson.
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7 DISCUSSAO

Este trabalho constatou que, nos individuos com IMC maior ou igual a 30
kg/m?, o tabagismo se distribuiu de uma forma diferente conforme o polimorfismo
GIn223Arg do LEPR, sendo os obesos com o genétipo GIn/GIn os que tiveram maior
proporcdo de fumantes (P = .03). Os voluntarios com IMC menor a 30 kg/m? nédo
apresentaram tal diferenga, ou seja, a freqiéncia de fumantes nos nao obesos em
relacao aos genotipos foi semelhante (P = .65).

A relagéo entre status tabagico e polimorfismo GIn223Arg do LEPR (genétipo)
neste estudo nao foi significativa (P = .59) na populacdo geral. Quando se
estratificou em género, o padrdo de distribuicdo do tabagismo nos genétipos, tanto
nas mulheres como nos homens, também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (P = .09 e P = .15, respectivamente), semelhante ao observado na
populacao geral, apesar de haver possivel tendéncia entre as mulheres.

Ao relacionar status tabagico e IMC na amostra em estudo nao foi verificada
diferenca estatisticamente significativa (P = .42), concluindo-se que a distribuicdo do
tabagismo nos dois grupos do IMC, nido obesos e obesos, foi semelhante. A
literatura relata que existe relacédo inversa entre o fumo e o peso corporal, e que 0s
tabagistas, em sua maioria, apresentam IMC menor do que os nao fumantes
pareados para idade e género(10;11). A explicacdo pode ser devido a amostra ser
constituida por doadores de sangue (viés de selecao) e, portanto, parte-se do
principio que os participantes do estudo sao pessoas saudaveis e jovens,
representantes da populacdo freqiiente do banco de sangue, mas diferente da
populacao geral na qual os estudos citados para compragao se baseiam.

Ao se estratificar por género, identificou-se que os homens obesos tenderam
a fumar em maior proporgdo em relagdo aos homens ndo obesos, embora nao
significativamente (P = .08), fato ndo encontrado nas mulheres que mantiveram o
padrao verificado na amostra geral (P = .42). Especula-se que isto seja atribuido ao
fato dos obesos, além de possuirem compulsao pelo alimento, mantenham o mesmo
comportamento em relagao ao tabagismo.

As mulheres com o gendtipo GIn/GIn do polimorfismo GIn223Arg do LEPR

apresentaram propor¢do de fumantes menor que as mulheres com os genétipos
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Arg/Gin e Arg/Arg. J& os homens com o gendtipo GIn/GIin fumavam em maior
proporcdo em relacdo aos outros genédtipos. Ha indicios de que o alelo GIn tenha
significado diferente nos géneros. Para as mulheres o genétipo GIn/Gin podera ser
um fator protetor para o fumo, e para os homens, o mesmo gendtipo um fator de
risco para a mesma variavel.

As freqUéncias calculadas para os alelos GIn (39,8%) e Arg (60,2%) foram
diferentes as do estudo de Mattevi et al(17) (59,5% e 40,5%, respectivamente) fato
que pode ser explicado pela amostra ser formada por uma populacdo de
descendéncia européia residente em Porto Alegre; e semelhante as encontradas por
Quinton et al(21) (40% e 60%, respectivamente), que estudou mulheres caucasianas
pds-menopausicas.

O gendtipo GIn/GIn foi o menos freqlente em relagdo aos demais. A
distribuicdo dos gendtipos GIn/GIn (14,2%), GIn/Arg (51,2%) e Arg/Arg (36,4%) na
populacao estudada se apresentou diferente as do estudo de Mattevi et al(17) que
obteve freqiéncias de 33,1% para GIn/Gin, 52,8% para GIn/Arg e 14,1% para
Arg/Arg, mas foi semelhante aos de outros estudos (21;224) que apresentaram
maior proporcdo de individuos Arg/Arg em relagdo a GiIn/GIn. Todos os estudos
citados possuiam populagdes em equilibrio segundo Hardy-Weinberg.

A média do IMC na amostra foi de 25,7 kg/m? com desvio padrdo de 3,9
kg/m?, classificando a populacdo geral, segundo a OMS(264), sendo formada em
sua maioria por individuos com sobrepeso. Nao foi encontrada variacao
estatisticamente significativa entre IMC e o polimorfismo GIn223Arg do LEPR (P =
.52). Mattevi et al(17), Wauters et al(225) e Gotoda et al268) também nao
verificaram associagao deste polimorfismo e IMC, apesar dos dois ultimos estudos
serem realizados em amostras constituidas por mulheres e homens obesos,
respectivamente. Ukkola et al(272) verificaram o mesmo, apesar de existir uma
tendéncia para maior peso nos individuos com o gend6tipo Arg/Arg. Na populagdo em
estudo, os individuos com o gendétipo Arg/Arg também obtiveram proporcdo de
obesos maior comparado com 0s outros genétipos, embora nao significativo.

Ja Quinton et al(21), Chagnon et al(245) e Yiannakouris et al(233) verificaram
que individuos com o gendtipo GIn/Gin e GiIn/Arg possuem IMC significativamente
maior comparado com individuos Arg/Arg. O primeiro obteve associagcdo em uma
amostra de mulheres pdés-menopausa, o segundo somente verificou associacao do

alelo GIn com IMC nos homens; e o terceiro, em uma amostra constituida por gregos
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jovens, verificou que individuos com o genétipo GIn/Gln eram os que possuiam IMC
mais elevado em comparag¢ao com os outros gendtipos do polimorfismo investigado.

Os dados sao controversos na literatura e a comparacao entre os estudos é
prejudicada pela variacao de etnia, género e idade das populacdes estudadas.

Relacionando-se o IMC com o polimorfismo GIn223Arg do LEPR
estratificando para género, as mulheres com o genétipo GIn/GIn possuem tendéncia
(P =.16) a serem mais frequentemente ndo obesas que as com o gendtipo Gin/Arg e
Arg/Arg e nos homens, o genoétipo GIn/Gin evidencia tendéncia (P = . 27) a maior
proporcdo de obesos em relacdo aos com o gendtipo GiIn/Arg e Arg/Arg.
Aparentemente, o alelo GiIn pode ter efeito diferente entre os géneros: nas mulheres
seria fator protetor para a obesidade e para os homens fator de risco.

A descricdo dos dados gerais da populacdo amostrada, relatada a seguir,
teve como objetivo fornecer informagdes sobre os individuos presentes no estudo,
qgue podera servir de instrumento de comparacao para futuras pesquisas.

Neste trabalho, a prevaléncia de fumantes foi de 23,6%, valor préximos aos
encontrados na cidade de Porto Alegre (25%) e na regidao sul (27,7%)(30) do pais
que possui maior indice de tabagismo. Ao estratificar por género, as mulheres
obtiveram a média de 21,4% de fumantes em relacao a 25,1% de homens fumantes,
concluindo-se que os homens fumam em maior propor¢céo que as mulheres, como ja
descrito na literatura(27).

O género mais freqlente na amostra foi 0 masculino tanto nos nao fumantes
(58,6%) como nos fumantes (63,4%), diferentemente ao encontrado na populacao
do municipio (47%)(274). A explicacdo pode estar em dois critérios para a doagéo
de sangue (ANEXO G): peso e hematécrito. O peso e o hematécrito baixos podem
ser variaveis determinantes para as mulheres serem impossibilitadas de doarem
sangue, pela proépria constituicdo corporal feminina e devido a anemia ser mais
frequente neste género.

A média de idade da populagao ficou em torno dos 34 anos. Segundo dados
do IBGE(273) esta faixa etaria € a quarta com maior nimero de individuos precedida
por 0-9, 10-19 e 20-29 anos de idade (ANEXO G). Isto € explicado por a amostra ser
constituida de individuos doadores de sangue, ndao sendo permitido doadores
menores de idade e acima dos 65 anos. Também é a explicacido para a maioria dos
individuos amostrados, tanto ndo fumantes (95,2%) como fumantes (96%), estarem

ativos profissionalmente.
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A distribuicdo da escolaridade nos individuos ndo fumantes e fumantes foi
diferente. Os ndo fumantes possuem melhor grau de instrucdo que os fumantes,
dado que corrobora o inquérito epidemioldgico realizado no ano de 2003(27) nas
principais capitais do pais.

A renda da maioria dos individuos, em ambos os status tabagico, foi de 3
salarios minimos.

Em relacdo a etnia, os resultados mostram que os caucasianos foram
encontrados em maior numero tanto em nao fumantes como em fumantes, fato
corroborado pela regido de estudo ter colonizacdo principalmente italo-
germanica(30). Entretanto, a distribuigdo da etnia nos ndo fumantes é
estatisticamente diferente (P = .002) nos fumantes. No primeiro grupo ha maior
proporcao de caucasoides em relacao ao segundo grupo.

Entdo, o tabagismo € mais prevalente em pessoas com baixo grau de
instrucdo e em nao caucasodides, assim como relatado no inquérito epidemiol6gico
de 2003(27) e pela OMS(22). Na amostra na houve diferenca entre renda mensal e
status tabagico, apesar do inquérito apontar que os fumantes possuam menor poder
aquisitivo em relagdo aos nao fumantes.

As variaveis relacionadas aos tabagistas indicaram que a média de idade de
inicio do fumo foi em torno dos 17 anos com desvio padrdo de 4 anos, diferente da
média encontrada no Rio Grande do Sul que foi de 12,8+2,1 anos em 2004(28); em
sua maioria fumavam cerca de 10 cigarros por dia, nimero que variou de 4 a 22
cigarros/dia; o resultado mais freqiiente do FTDN foi a baixa dependéncia nicotinica
(3,73x1,6). Pode-se atribuir o resultado do teste de Fagerstrdbm pelo numero de
cigarros fumados ndo ser alto, indicando a baixa dependéncia da maioria dos
fumantes na amostra.

Neste trabalho pode se constatar, embora, ainda de modo incipiente que a
genética do tabagismo ea que regula o eso corporal/IMC podem estar interligadas ia
o polimorfismo GIn223Arg do LEPR aqui explorado.

Os resultados encontrados estimulam a continuagédo da pesquisa, pois foram
encontradas tendéncias que fazem com que se possa deduzir que possivelmente
haja relagdo entre o polimorfismo GIn223Arg do LEPR, IMC e status tabagico.
Trabalhos que contribuam na elucidacdo do mecanismo no qual o comportamento
tabagico é influenciado por fatores genéticos poderdao auxiliar no tratamento de
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tabagistas para a cessacdo da adicao, controlando eventualmente o aumento de

peso e estimular medidas preventivas.
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8 CONCLUSOES

A analise dos resultados aqui encontrados permite concluir que:

8.1 A prevaléncia de fumantes na populacéo estudada foi de 23,6%.

8.2 As frequiéncias alélicas e genotipicas, respectivamente, foram: alelo Arg (60,2%)
e alelo GIn (39,8%), e gendétipos Arg/Arg (34,6%), GIn/Arg (51,2%) e GIn/Gin
(14,2%).

8.3 Nao foi verificada associacao estatisticamente significativa (P = .52) entre IMC e

gendétipo.

8.4 Nao foi encontrada associacao (P = .42) entre o status tabagico e IMC na
populacao geral. Quando se estratificou por género, houve uma tendéncia (P = .08)
aos homens obesos fumarem em maior proporcdo em relacdo aos homens néo

obesos.

8.5 Nao foi verificada associacdo estatisticamente significativa (P = .59) entre status
tabagico e o polimorfismo GIn223Arg do LEPR. Ao estratificar por género foi
possivel verificar que as mulheres com o genétipo GIn/GIn tendem (P = .09) a fumar

em menor proporcao em relacdo as mulheres com os outros genétipos.

8.6 Ao associar as trés varidveis em estudo, verificou-se que nos individuos com
IMC maior ou igual a 30 kg/m?, o tabagismo se distribuiu de uma maneira diferente
conforme o polimorfismo GIn223Arg do LEPR, sendo os obesos com o gendtipo
GIn/GIn os que tiveram maior propor¢cao de fumantes (P = .03).
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ANEXO A

Carta Informativa

Estamos realizando uma pesquisa intitulada “ASSOCIAGAO DO
POLIMORFISMO GIn223Arg DO RECEPTOR DA LEPTINA COM iNDICE DE
MASSA CORPORAL E STATUS TABAGICO”. Este trabalho faz parte do Programa
de Pés-Graduacao em Clinica Médica e Ciéncias da Saude — Curso de Mestrado da
Faculdade de Medicina da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
(PUCRS).

A partir de agora, um profissional Ihe fard perguntas como parte de alguns
testes (Questionario e Teste de Fagerstrém) no momento da doacao e coleta de
sangue. A entrevista consta de dados como data de nascimento, sexo, escolaridade,
atividade profissional, renda familiar, estado civil, se é fumante ou ndo, idade de
inicio do tabagismo, quantidade de cigarros fumada por dia, tentativas prévias de
abandono do tabagismo, o que motivou ao uso de tabaco, qual marca de cigarro
fuma e se tem historico de depressdo na familia, dentre outros. O teste de
Fagerstrbm €& um questionario com seis (6) perguntas que fornecera o grau de
dependéncia de nicotina, no qual, depois da leitura, deve-se assinalar no espago em
branco um X com a resposta que mais se encaixa no seu caso.

E importante ressaltar que a pesquisa ndo acarretara riscos a sua pessoa,
embora possa ocorrer algum desconforto (ansiedade ou angustia) ao responder 0s
questionarios ou no momento da doacdo de sangue. A nao concordancia em
participar deste estudo nao ira alterar de maneira alguma a sua intencao voluntaria
de doar sangue. Nao havera custos, cobranga ou pagamento para quem participar
deste estudo.

Os testes e a coleta de sangue ocorrerdao no Hemocentro Regional, banco de
sangue da cidade de Passo Fundo, RS, em uma sessao com dia e horérios fixos,
sendo a doacdo de sangue em uma Unica coleta, diretamente realizada pelos
funcionarios do banco de sangue. Asseguramos desde ja o sigilo e anonimato
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absoluto, acerca de todas as informagdes coletadas durante a pesquisa e a
privacidade quanto aos dados confidenciais da mesma.

Os resultados da pesquisa serdo comunicados através de publicacoes
cientificas e de participacbes em eventos cientificos, preservando a imagem e a
auto-estima da populacado pesquisada. Caso algum participante queira ter acesso
aos seus resultados, eles serdo fornecidos individualmente em entrevista
previamente agendada junto a pesquisadora. Maiores informagcdes poderdo ser
adquiridas junto a pesquisadora Vanessa A. dos Santos no telefone (51) 3320-3000
no ramal 2364, e seu orientador Dr. José M. Chatkin, no telefone (51) 3320-3000 no
ramal 3378.
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ANEXO B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, ,
abaixo assinado, concordo em participar da pesquisa intitulada “ASSOCIACAO DO
POLIMORFISMO GIn223Arg DO RECEPTOR DA LEPTINA COM iNDICE DE
MASSA CORPORAL E STATUS TABAGICO”, além de amostra de sangue que

sera coletada diretamente pelos funcionarios do Hemopasso no momento da

doacédo, em coleta Unica.

Estou ciente que este trabalho implica em comparecer uma uUnica vez para
entrevista, aplicacao do questionario e para coleta de sangue.

Foi-me informando e assegurado: o anonimato e confidencialidade das
informacdes por mim prestadas durante o estudo; o direito de me retirar do estudo,
sem que isto implique em nenhum prejuizo para minha pessoa, e que poderei
solicitar novas informag¢des e modificar minha decisdo se assim eu o desejar; caso
existam danos a minha saude, causados diretamente pela pesquisa, terei o direito a
tratamento médico e indenizacao conforme estabelece a lei. Também sei que caso
existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa;
orientacdes sobre 0 que é a pesquisa e seus objetivos de maneira clara e detalhada;
caso eu tiver novas perguntas sobre o estudo, posso chamar o pesquisador ao
telefone para qualquer pergunta; que recebi e li a carta informativa detalhando o

estudo e meus direitos.

Assinatura:
Passo Fundo, de de 2004.
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ANEXO C

Critérios do Hemopasso para doacao de sangue

Exigéncias para o Doador:

e Apresentar documento de identidade com foto (carteira de identidade,
profissional ou de motorista);

e Idade entre 18 e 65 anos;

e Peso minimo de 50 kg;

e NA&o estar em jejum;

e N3ao ter ingerido bebida alcodlica 24 horas antes da doacéo;

e Nao ter fumado cigarro pelo menos duas horas antes da doacao;

e (Gozar de boa saude;

e Nao ter doado sangue nos ultimos 90 dias para homens e 120 dias para
mulheres;

e Nao ter se submetido a grandes cirurgias nos Ultimos seis meses, pequenas
cirurgias nos ultimos trés meses ou extragdo e tratamento dentario nas
ultimas 72 horas;

e Nao ter apresentado manifestacdes ativas de alergias ou asma;

e Na3o ter recebido transfus@o nos ultimos 12 meses;

e Na&o estar gripado ou com febre;

e Nao ter tido hepatite ou ictericia;

e Nao ter tido doenca de Chagas, sifilis ou malaria;

e Nao ter feito tatuagem e/ou piercing nos ultimos 12 meses.

Fluxograma da coleta de sangue
e Recepgéo: é preenchido um cadastro com os dados pessoais.
e Micro-hematécrito (pré-triagem): exames de verificacdo de peso, altura,
pressao arterial e anemia.

e Triagem: entrevista médica.
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e Sala de coleta: em torno de 10 minutos sao coletados aproximadamente 420
ml de sangue.

e Sala de lanche: apds a doacéo € oferecido um lanche ao doador.

Etapas de liberacao do material biolégico para a doacao

Fracionamento: separacdo dos componentes do sangue

e Concentrado de hemacias: destinado a pessoas com anemia ou hemorragias.
A bolsa tem duracao de 35 dias.

e Concentrado de plaquetas: destinados a pessoas com leucemia ou problemas
de coagulacao. A bolsa tem duracédo de 5 dias.

e Plasma: utilizado para repor volume e/ou proteinas. A bolsa tem duragédo de
12 meses.

Imunologia: tipagem sanguinea (sistema ABO e fator RH).

Sorologia: exames de sifilis, doenca de Chagas, hepatite B e C, HTLV, e HIV.



ANEXO D

Questionario - Entrevista

N? paciente Data: / /

Nome do Entrevistado (completo):

Data de nascimento: / /

Procedéncia: Naturalidade:

Endereco: Telefone:
1. Sexo:

() masculino

() feminino

2. |ldade atual (anos):

3. Escolaridade:

() Ensino Fundamental
() Ensino Médio

() Ensino Superior

4. Trabalho:

() ativo

() aposentado

() auxilio doenca/desemprego

5. Renda familiar (n® em salarios minimos):



6. Etnia:
() caucasbide

() nao caucasobide

7. Estado Civil:

() com companheiro fixo

() sem companheiro fixo

8. Status tabagico:

() néo fumante

() fumante

() ex-fumante

9. Idade que comecgou a fumar (anos):

10. Quanto tempo de uso do tabaco:

11. Quantos cigarros fuma/dia:

e/ou n? de carteiras:

85
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ANEXO E

Teste de Dependéncia Nicotinica de Fagerstrém

1. Quanto tempo depois de levantar da cama vocé fuma o seu primeiro cigarro?

() menos de 5 minutos (0 ponto)
()6 a 30 minutos (1 ponto)
()31 a 60 minutos (2 pontos)
()

mais de 60 minutos (3 pontos)

2. Vocé considera dificil evitar fumar em locais onde isto é proibido (por exemplo, na

igreja, biblioteca, cinema...)?

() sim (1 ponto)
() n&o (0 ponto)

3. A qual cigarro € mais dificil resistir?

() o primeiro do dia (1 ponto)

() qualquer outro (0 ponto)
4. Quantos cigarros vocé fuma por dia?

() 10 ou menos (0 ponto)

( )11a20 (1 ponto)

()21 a30 (2 pontos)

() 31 ou mais (3 pontos)

5. Vocé fuma mais freqlentemente nas primeiras horas depois de acordar do que

durante o resto do dia?



() sim (1 ponto)
() n&o (0 ponto)
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6. Vocé fuma se estiver doente a ponto de ficar de cama a maior parte do dia?

() sim (1 ponto)
() n&o (0 ponto)

Resultado do Teste

Pontuacao

Classificacao

0 a 2 pontos
3 a 4 pontos
5 a 6 pontos
6 a 7 pontos
8 a10 pontos

Muito baixa
Baixa
Moderada
Alta

Muito alta




ANEXO F

Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 0670/07-CEP Portc Alegre, 18 de junho de 2007.
Sennor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 06/03754, intitulado:
‘Estudo do polimorfismo Q223R do receptor da leptina, indice de massa
corporal e status tabagico”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatorios parciais e fingl da pesquisa devem ser

Atencmsamerye{
/ ¥

i /

/

entregues a este CEP.

Prof. Dr oséﬂr;be;to Goldim
COORDENADOR DO CEP-PUCRS
s

limo(a) Sr(a)
Prof Dr José Miguel Chatkin
N/Universidade

| campus Central
PLIC;‘E o I-:-.v. Ipirangs, 5690 - 3%andar - CEP: 90610-000
L%/ [Saia 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
Il:-mi:l
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ANEXO G

Cidade de Passo Fundo

O municipio de Passo Fundo, situado no estado do Rio Grande do Sul é
composto por aproximadamente 183.300 mil habitantes, segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)(273).

O perfil étnico-populacional da amostra do municipio é considerado misto,
oriundo das diversas origens que povoaram o RS ao longo da sua histéria,
reproduzindo, assim, a média do perfil socio-econémico cultural da populacao
gaucha.

As doencas do aparelho circulatério foram a principal causa de mortalidade na
populacdao em 2007, sendo responsaveis por 25,3% das mortes totais no municipio.
Os dados descritos nas Tabelas 1 e 2 sintetizam as principais caracteristicas fisicas
e demograficas do municipio de Passo Fundo, onde foi realizado o presente estudo.



Tabela 1 - Dados gerais do municipio de Passo Fundo, RS.

Geografia

Area total (km?) 780

Latitude 291539

Longitude 522432

Altitude 687

Clima Temperado/subtropical umido
Temperatura média anual (°C) 17,5

Infra-estrutura saude
Hospitais 4
Leitos 837

Mortalidade proporcional total (%)

Sistema Cardiovascular 25,3 %
Neoplasias 17,3%
Sistema Respiratério 16%
Sistema Digestorio 7,8%
Doencas infecciosas parasitarias 7,4%
Outras 26,2
Total 100%

Fonte: http://www.ibge.gov.br/cidadesat/topwindow.htm?1
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Tabela 2 - Habitantes no municipio de Passo Fundo, RS, estratificados por
idade, 2004.

Idade (anos) Habitantes

0-9 31.710
10-19 35. 047
20-29 30. 306
30 -39 27.952
40 - 49 23. 331
50 - 59 14. 529
260 16. 471

Fonte: http://www.ibge.gov.br/cidadesat/topwindow.htm ?1




