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RESUMO

Alteracbes metabdlicas sao consequéncias naturais do processo de
envelhecimento. Associadas a outros fatores, elas podem levar ao desenvolvimento
de fatores de risco para doencas como sindrome metabdlica. A presenca de
mediadores inflamatdrios e horménios circulantes alterados, bem como indice de
Massa Corporea (IMC) elevado, s&o cruciais no desenvolvimento de doengas do
envelhecimento, entretanto os aspectos genéticos permanecem pouco conhecidos.
Portanto, nesse estudo, buscamos avaliar parametros metabdlicos em uma populacao
idosa considerando seu gendtipo, baseado em uma analise de polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP). Para tanto, utilizamos informacdes presentes no Alzheimer's
Disease Neuroimaging Initiative (ADNI), e realizamos analise de Genome-Wide
Association Studies (GWAS) em busca de SNPs que pudessem contribuir para
alteracdes de fenodtipo. Consideramos os SNPs rs12364283, relacionado ao gene
DRD2 e rs215614, relacionado ao gene PDE1C. Analisamos vinte parametros
metabdlicos em busca de alteragdes e aplicamos o teste de t de Student ou Mann-
Whitney para analise estatistica, considerando significativo p<0.05. A busca inicial
apresentou 278 individuos para os quais estavam disponiveis dados de GWAS, sendo
49,5% do sexo masculino. Cerca de metade da amostra (40,7%) apresentou
sobrepeso; 37,5% apresentou peso adequado; 20% apresentou obesidade e 1,8%
apresentou baixo peso. Os individuos portando no minimo um alelo protetor para o
SNP rs215614 apresentaram menor IMC, niveis mais baixos de proteina C reativa e
uma tendéncia de reducio na pressao arterial em comparacido aos nao-portadores.
Os individuos portando no minimo um alelo para o SNP rs12364283 apresentaram
valores de cortisol circulantes significativamente menores, bem como presséo arterial
sistdlica reduzida em comparagao aos nao-portadores. Assim, demonstramos aqui a
potencial influéncia metabdlica que variantes genéticas exercem em uma populagao
idosa e esperamos contribuir para a maior esclarecimento dos parametros genéticos

que levam a fatores de risco para o desenvolvimento de doencgas centrais e periféricas.

Palavras-chave: Envelhecimento, Genética, GWAS, Parametros metabdlicos.



ABSTRACT

Metabolic changes are natural consequences of the aging process. Associated
with other factors, they can lead to the development of risk factors for diseases such
as metabolic syndrome. The presence of inflammatory mediators and altered
circulating hormones, as well as a high Body Mass Index (BMI), are crucial in the
development of diseases of aging, however the genetic aspects remain poorly known.
Therefore, in this study, we sought to assess metabolic parameters in an elderly
population considering their genotype, based on an analysis of single nucleotide
polymorphisms (SNP). For that, we used information of the Alzheimer's Disease
Neuroimaging Initiative (ADNI), and performed analysis of Genome-Wide Association
Studies (GWAS) in search of SNPs that could contribute to phenotype changes. We
considered the SNPs rs12364283, related to the DRD2 gene and rs215614, related to
the PDE1C gene. We analyzed twenty metabolic parameters in search of differences
and applied the Student's t test or Mann-Whitney test for statistical analysis,
considering p <0.05 as significant. The initial search showed 278 individuals for whom
GWAS data were available, 49.5% of whom were male. About half of the sample
(40.7%) was overweight; 37.5% had an adequate weight; 20% had obesity and 1.8%
had low weight. Individuals with at least one allele for SNP rs215614 had lower BMI,
lower levels of C-reactive protein and a tendency to lower blood pressure compared to
non-carriers. Individuals with at least one allele for the SNP rs12364283 had
significantly lower circulating cortisol values, as well as reduced systolic blood pressure
compared with non-carriers. Thus, we demonstrate here the potential metabolic
influence that genetic variants have on an elderly population and we hope to contribute
to further clarifying the genetic parameters that lead to risk factors for the development

of central and peripheral diseases.

Keywords: Aging, Genetics, GWAS, Metabolic parameters.
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1 INTRODUGAO

O envelhecimento € um processo inevitavel e dependente do tempo, que
acontece com todos os seres vivos. De maneira indissociavel, varias mudancas
fisiologicas e metabdlicas ocorrem, podendo culminar em uma menor eficiéncia na
manutengdo da homeostase corporal (JOSE et al., 2019; LOPEZ-OTiN et al., 2013).
A protecdo a saude do idoso € um tema debatido recorrentemente na sociedade,
sendo foco de diversas politicas publicas no Brasil (BRASIL, 2009; NEUMANN et
al., 2015). Entender a base dos processos que levam a perda de homeostase no
envelhecimento torna mais facil pensar em estratégias para garantir a saude dos
individuos (CRUZ-JENTOFT et al., 2010; LOPEZ-OTIN et al., 2013).

A anadlise de parametros metabdlicos € muito util para verificar processos
bioquimicos alterados que possam ser fatores de risco para condigdes graves como
infarto agudo do miocardio ou acidente vascular encefalico, as quais sao
diretamente correlacionaveis com a presenga de sindrome metabdlica (SM) e
obesidade (ABESO, 2016; DOMINGUEZ; BARBAGALLO, 2016). A prevaléncia de
obesidade e SM no Brasil tem aumentado preocupantemente nos ultimos anos
(ABESO, 2016). No envelhecimento, elas tornam-se ainda mais alarmantes, tendo
em vista que essa fase da vida ja € acompanhada de outras patologias classicas
(DOMINGUEZ; BARBAGALLO, 2016). Compreender a relagao entre genética,
obesidade e envelhecimento, considerando parametros metabdlicos em
populagdes idosas, contribui para o melhor entendimento dessa fase da vida e,
consequentemente, possibilita determinar estratégias farmacolégicas e néao
farmacolégicas que podem ser empregadas para melhorar a qualidade de vida dos
idosos (TAVARES et al., 2015; WAHL et al., 2019).

Assim, nesse trabalho, buscamos avaliar parametros metabdlicos em uma
populacgao idosa, através da analise dos bancos de dados da Alzheimer’s Disease
Neuroimaging Initiative (ADNI), uma iniciativa internacional para a melhor
compreensao do envelhecimento e da Doenca de Alzheimer. Aqui, verificamos a
presenga ou auséncia de duas variantes genéticas na populagdo em estudo. Nos
individuos selecionados, analisamos alguns parametros metabdlicos para melhor
entender se esses fatores genéticos contribuem para as alteragdes observadas no

envelhecimento.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento € um processo continuo, gradual, de alteragbées naturais que
ocorrem nos niveis fisico, mental e emocional dos individuos. Caracteriza-se por
declinio funcional dependente do tempo, e pode ser reconhecido na maioria dos
organismos vivos. Os efeitos do envelhecimento sdo cada vez mais estudados pela
ciéncia (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Neste contexto, ha diversos estudos que buscam
a melhora da qualidade de vida nesse periodo (BEZERRA et al., 2012; LOPEZ-OTIN
et al., 2013). O aumento gradual nas taxas de envelhecimento populacional favorece
acdes de cuidado e diretrizes especificas para esses individuos (BEZERRA et al.,
2012).

Obesidade e outros componentes complicadores relacionados a SM
(hipertenséo, diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemia) sdo comuns no envelhecimento
(DOMINGUEZ; BARBAGALLO, 2016). O aumento da prevaléncia destas doengas
cronicas nao transmissiveis (DCNT) é bastante consideravel e responsavel por 70%
de todas as mortes no mundo (FERREIRA; SZWARCWALD; DAMACENA, 2019), Os
dados projetados mostram que no ano 2030 havera 8,3 bilhdes de pessoas no mundo,
sendo 13% com mais de 65 anos, ou seja, o perfil populacional mundial mostra um
mundo cada vez mais idoso (ALVES, 2019; DOMINGUEZ; BARBAGALLO, 2016).
Mesmo o processo de envelhecimento ndo estando, necessariamente, relacionado a
doencas e incapacidades, as DCNT sao frequentemente encontradas entre os idosos
(NEUMANN et al., 2015). Diversas dessas condi¢cdes crénicas estado relacionadas a
populagdo em envelhecimento, porém fatores de risco relacionados ao estilo de vida,
como tabagismo, etilismo, habitos alimentares inadequados e inatividade fisica
contribuem fortemente para o aparecimento das DCNT (NEUMANN et al., 2015;
VERAS, 2011).

Em termos mais especificos relacionados a fung¢ao celular, os parametros que
sdo modificados ao longo do processo de envelhecimento sdo: instabilidade
genbmica, alteragdo da comunicacgao intercelular, senescéncia celular e menor taxa
de reposicao, disfuncdo mitocondrial € menor ativacdo dos mecanismos de reparo,

desregulagcdo da sensibilidade a nutrientes — resisténcia a insulina, por exemplo e



perda da proteostase e consequente acimulo de proteinas téxicas (Figura 1) (LOPEZ-
OTIN et al., 2013).

Figura 1 — Esquema representando marcos metabdlicos no envelhecimento

Legenda: O esquema enumera nove eventos que componentes celulares sofrem durante o
envelhecimento: instabilidade gendmica, desgaste telomérico, alteracdes epigenéticas, perda de
proteostase, deteccdo desregulada de nutrientes, disfungdo mitocondrial, senescéncia celular,

exaustdo de células-tronco e comunicag&o intercelular alterada. Adaptado de LOPEZ — OTIN, 2013

2.2 OBESIDADE E SINDROME METABOLICA

A obesidade atualmente é considerada uma doencga de complexo entendimento
devido a sua etiologia multifatorial (ABESO, 2016). Em relagdo a sua distribuicao
mundial, ela estd presente nos paises independente do seu indice de
desenvolvimento (ABESO, 2016). Os mecanismos que levam a obesidade séao
variados e estdo longe de serem completamente elucidados (GREWAL; ENRICH,;
RENTERO, 2019). A obesidade é considerada uma DCNT e também um fator de risco

para outras das DCNT ja conhecidas, como diabetes mellitus tipo 2, cancer,



hipertensao e doencgas cardiovasculares (FERREIRA; SZWARCWALD; DAMACENA,
2019).

O sistema Vigitel (Vigilancia de Fatores de Risco para Doengas Crdnicas ndo-
transmissiveis), em vigéncia no Brasil desde o ano de 2006, analisa aspectos da
qualidade de vida como fatores alimentares, habitos de atividade fisica, consumo de
alcool e cigarro, morbidades, entre outros. Os dados de obesidade, no ano de 2006,
demonstravam uma taxa de 11,8% de obesos no Brasil. Esse indice pulou para 20,3%
de acordo com os dados de 2019. Atribui-se esse aumento a habitos de vida menos
saudaveis como a redugdo do consumo de hortalicas e vegetais e aumento da
inatividade fisica (BRASIL, 2019). Analisando outros fatores dentro da pesquisa, ao
comparar dados referentes a diabetes, no ano de 2006, a taxa era de 5,5% da
populagdo adulta no Brasil. No ano de 2019, este indice foi para 7,4%, o que

representa um aumento expressivo (BRASIL, 2019).

Figura 2 — Numeros da obesidade no Brasil e em Porto Alegre

Excesso de peso: 55,7%
(IMC igual ou maior do que 25)

Homens: 57,8%
Mulheres: 53,9%

Obesidade: 19,8% 4 Homens: 22%

(IMC igual ou maior do que 30) Mulheres: 19%
Homens: 18,7%

Mulheres: 20,7%

Legenda: Numeros da obesidade no Brasil, 19,8 da populacdo apresenta IMC que configura
obesidade, 55,7% IMC que configura excesso de peso. Fonte: ABESO, 2016

O Guia Alimentar para Populagao Brasileira, um compilado de assuntos que
demonstra a composicado de uma alimentacdo saudavel, esta disponivel para a

populagado no site do Ministério da Saude. Dentre os temas abordados, destaca-se o



incentivo ao consumo de alimentos in natura, evitando ao maximo os ultra
processados (ANVISA, 2014). Referente a alimentagéo da populagdo de modo geral,
o sistema Vigitel, em sua ultima edig&o, realizou uma pergunta especifica sobre o
consumo de ultra processados, a taxa média de consumo da populacido ficou em
18,9% (BRASIL, 2019).

Considerando a populagao idosa, ha um guia especifico para cuidados da
alimentagcdo nesta etapa da vida (BRASIL, 2009). Nele sao ratificados itens
importantes referentes ao envelhecimento, principalmente as caracteristicas
fisiolégicas que podem refletir na alimentagdo do idoso. Assim como criangas, 0s
idosos requerem maior cuidado em relacéo a alimentacao, visto que ha uma série de
alteracbes no paladar, olfato, apetite e, até mesmo, reducido da vontade de preparar
as refeicbes, fatos que contribuem para perda de peso, reduzindo ndo apenas
gordura, mas também massa muscular (BRASIL, 2009; NEUMANN et al., 2015).
Essas alteragdes tém que ser consideradas e contornadas a fim de que a alimentacao
do idoso ndo se torne monotona e gere perda de massa muscular e de densidade
6ssea (BRASIL, 2009; LOPEZ-OTIN et al., 2013).

A maneira mais comum de aferir o status corporal se da pela medida do indice
de Massa Corporal (IMC), a qual relaciona o peso com a altura do individuo (IMC =
peso/altura®). Sabe-se que extremos de IMC estdo relacionados a maior taxa de
mortalidade, sendo o IMC aumentado um fator de risco para DCNT (EDQVIST et al.,
2019). Para idosos, ha uma diferente classificagdo para IMC (JOSE et al., 2019),
considerando justamente ser uma faixa etaria em que ha perda de peso (BRASIL,
2009).

De forma ampla, associado ao aumento do IMC, ha o aumento de gordura
corporal, em decorréncia da proliferagdo do tecido adiposo. O tecido adiposo foi, por
anos, considerado um reservatorio inerte de adiposidade, mas estudos
revolucionarios na area demonstram suas caracteristicas endocrinas (GREWAL;
ENRICH; RENTERO, 2019) e as contribuigbes que alteragbes genéticas (genotipo)
fazem para o fenétipo (SUN; LUQUET; SMALL, 2017). Para classificagdo de saude
de idosos, o IMC é um importante pardmetro para avaliacdo, principalmente para
classificar desnutri¢gao relacionada a perda de massa muscular (AIZEN; WEISS, 1999;
JOSE et al., 2019). Durante o envelhecimento h4 uma série de mudangas na
composigéo corporal, como reducdo de agua, redugdo da massa 0ssea, aumento e
redistribuicdo do tecido adiposo e perda muscular (Figura 3) (AIZEN; WEISS, 1999).



Devido a essas alteracgdes, a classificacdo do IMC para idosos foi estruturada de uma
forma Unica para esta populacéo (JOSE et al., 2019). Segundo a recomendac&o do
protocolo Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN), o ponto de corte &
< 22 kg/m? para baixo peso; > 22 e < 27 kg/m? para peso adequado; = 27 kg/m? para
excesso de peso. Nas unidades hospitalares, em geral ocorre maior utilizagdo da
classificagado da Organizagcao Pan Americana da Saude (OPAS), no qual o ponto de
corte é < 23kg/m? para baixo peso; > 23 e < 28 kg/m? para peso adequado; = 28 e <
30 kg/m? para sobrepeso e = 30 kg/m2 para obesidade (JOSE et al., 2019). A
classificagao da Organizagao Mundial da Saude (OMS), considera os mesmos pontos
da OPAS (HURRIA; COHEN; EXTERMANN, 2010).

Figura 3 — Alteragdes na composi¢ao corporal dos idosos
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Legenda: Alteragdes corporais no envelhecimento que podem ocasionar mudancgas no IMC.
Adaptado de E. Aizen 1999

Esse aspecto ilustra o qudo complexo é o desenvolvimento e o estabelecimento
da obesidade, levando em conta ainda o envolvimento de parametros
comportamentais e psicoloégicos, subjacentes a condigdo (ABESO, 2016; CHOOI;
DING; MAGKOS, 2019).

2.3 ASPECTOS GENETICOS

A genética estuda os genes, a hereditariedade e a variagdo entre organismos
(ALBERTS et al.,, 2017). Cada espécie tem seus genes, e 0 conjunto deles é
denominado de genoma. Neste aspecto, existe o estudo de genoma, que é



denominado gendmica. Os genes e outros segmentos das cadeias de acido
desoxirribonucleico (DNA) sédo tao importantes para hereditariedade pelo fato de
armazenarem a informagao necessaria para a produgao de proteinas (ALBERTS et
al., 2017). O DNA é composto por duas longas cadeias polinucleotidicas formadas por
diferentes combinacdes de quatro nucleotideos. As cadeias sdo chamadas de cadeia
ou fita de DNA (ALBERTS et al., 2017). Elas séo antiparalelas entre si, e ligagbes de
hidrogénio entre a base nitrogenada dos nucleotideos unem as duas cadeias
(ALBERTS et al., 2017). Nos nucleotideos do DNA, o agucar € uma desoxirribose
ligada a um unico grupo fosfato e a base pode ser adenina, citosina, guanina ou timina
(ALBERTS et al., 2017).

Quando um individuo qualquer € comparado com o padrdo de referéncia da
sequéncia gendmica, sao encontrados em torno de cem diferengas incluindo perda ou
ganho de blocos de sequéncias (ALBERTS et al., 2017; JIAN YANG, SANG HONG
LEE, MICHAEL E. GODDARD, 2013). Algumas dessas variagdes no numero de
cdpias sao comuns, no entanto ja tém sido envolvidas em diversos tragos humanos,
como daltonismo, infertilidade, hipertens&o, entre outras doencas (ALBERTS et al.,
2017). Contudo, as variagdes intraespécies mais estudadas sdo os polimorfismos de
um unico nucleotideo (SNPs, do inglés single-nucleotide polymorphisms), eles sao
mutagdes de ponto Unico, em que uma parte da populagdo possui um nucleotideo e
outra parte da populagao possui outro (ALBERTS et al., 2017). Os SNPs no genoma
humano podem ser utilizados nas analises de mapeamento genético, em que se
busca a associagao de caracteristicas fenotipicas as sequéncias de DNA especificas
para fins de estudos cientificos (ALBERTS et al., 2017; JIAN YANG, SANG HONG
LEE, MICHAEL E. GODDARD, 2013).

O estudo de associagao genémica ampla (GWAS, do inglés Genome Wide
Association Studies) foi desenvolvido para estudar dados epidemioldgicos em
humanos, mas atualmente também é utilizado em diferentes estudos com animais e
vegetais. O GWAS busca associar regides do genoma com caracteristicas de
interesse, a fim de identificar possiveis regides de maior efeito sobre o fendtipo (JIAN
YANG, SANG HONG LEE, MICHAEL E. GODDARD, 2013). Este tipo de estudo tem
sido utilizado a fim de identificar genes que promovam maior suscetibilidade a
patologias, como diabetes, doenca arterial coronariana, artrite reumatoide e
depressao (ALBERTS et al., 2017; JIAN YANG, SANG HONG LEE, MICHAEL E.
GODDARD, 2013). Para muitas dessas condi¢cbes, os polimorfismos de DNA



identificaram somente tendéncia aumentada no risco do desenvolvimento de doencas
(ALBERTS et al., 2017). Sabe-se, entretanto, que os fatores ambientais exercem
papel fundamental no inicio e na gravidade da doencga. A identificacdo dos genes
afetados por estes polimorfismos nos permite entender melhor o mecanismo de
algumas das doengas mais comuns (ALBERTS et al., 2017; TAM et al., 2019).

2.4 PARAMETROS METABOLICOS

O estudo do metabolismo inclui diversos parametros que podem ser alterados
em decorréncia do estilo de vida ou em decorréncia da propria fisiologia individual
(PARTRIDGE; DEELEN; SLAGBOOM, 2018). Medidas de baixissima invasividade,
como coleta de sangue, sao uteis para a determinagcao de metabdlitos circulantes que
fornecem medidas precisas de saude vascular, niveis hormonais, tolerancia a glicose,
entre outros. Assim, a partir da determinacdo de alguns parametros circulantes, é
possivel identificar se o individuo estd em maior ou menor chance de desenvolver
doencas, se ha alguma patologia em curso ou, no caso de estratégias terapéuticas,
se as mesmas sao eficientes (XAVIER et al., 2013). O entendimento da possivel
variagdo destes parametros frente a caracteristicas genéticas pode trazer respostas
que possibilitam identificacao de fatores de risco precoces para SM. Especialmente
no envelhecimento, o acompanhamento de paradmetros metabdlicos é util para a
realizacdo das analises citadas (ACUNA; CRUZ, 2004) e, aqui, buscamos realizar

essa avaliagdo considerando caracteristicas genéticas dos individuos.
3 JUSTIFICATIVA

O envelhecimento € um momento na vida dos individuos em que o cuidado com
a saude e o combate a obesidade devem ser prioritarios. Assim, uma melhor
compreensao dos fatores que podem influenciar parametros metabdlicos em
populagdes idosas contribui para o esclarecimento de complexas implicacdes entre

caracteristicas genéticas e fendtipo resultantes.

4 OBJETIVO



4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar pardmetros metabdlicos em uma populacédo idosa considerando suas
variantes genéticas, baseado em uma analise de polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar SNPs relacionados com metabolismo, obesidade e SM;

b) Localizar a presenga dos SNPs em uma populagdo idosa cujos dados
encontram-se disponiveis em banco de dados para estudo do
envelhecimento;

c) Analisar e comparar parametros metabdlicos dentro desta populacéo.

5 METODO

5.1 BUSCA DE SNPS E AMOSTRA

SNPs classicamente relacionados a alteragdes de parametros metabdlicos foram
selecionamos na literatura (Tabela 1). A partir disso, analisamos dados de uma
populagao idosa alocada no ADNI, um consorcio internacional disponivel na internet
(http://adni.loni.usc.edu/). Dados de individuos cognitivamente normais foram
utilizados para a analise. Utilizamos os dados de GWAS do ADNI para buscar SNPs
que pudessem contribuir para alteragao de fendtipo. Dos SNPs selecionados na busca
inicial, oito foram identificados na populacéo, porém apenas dois demonstraram uma
potencial influéncia nos parametros metabdlicos disponiveis para analise (ambos

foram destacados na tabela).



TABELA 1. SNPS SELECIONADOS NA PESQUISA INICIAL.

10
11
12
13

14

15

16

17

18

19
20
21
22
23
24

25
26

SNP

rs1800497 (TaglA)

rs9939609
rs1800443

rs1558902
rs2229616

rs17817964
rs9930506
rs1076560

rs1799971
rs10767664

rs1868152

rs215614
rs12126348

rs1135642

rs147346874

rs139878170

rs75038630

rs74902201

rs4937665
rs6277
rs12364283
rs4680
rs3856806
rs7903146

rs1801282
rs662799

Cromossomo

1

16
11

16
18

16
16
11

6
11

11

17

11
11
11
22

10

11

Posigcao

113400106

53786615
639830

53769662
60372043

53794154
53796553
113412966

154039662
27704439
186502274
32307723
192065896

77031856
7296723

127020869

131758328
64711563

131864890
113412737
113476233
19963748
12434058
112998590

12351626
116792991

Dentre os parédmetros metabdlicos analisados,

Doencga ou relevancia
clinica
Reducao da densidade dos
receptores D2R no cérebro

Obesidade e risco de DM2

Polimorfismo do receptor de
dopamina
IMC maior que o normal

Regulagéo do apetite, IMC

alterado, obesidade
N&o reportado

N&o reportado

Resposta a cocaina,
toxicidade
Dependéncia de opioides

N&o reportado
Associado a drogas ilicitas
IMC alterado

Associado com modificagbes
no padrdo alimentar

Associado com modificagdes
no padrao alimentar
Associado com modificagdes
no padrao alimentar
Associado com modificagdes
no padrao alimentar

Associado com modificagdes
no padrao alimentar
Associado com modificagdes
no padrao alimentar
Adicéo alimentar

Nao reportado

Nao reportado

N&o reportado
DM2

Influencia no risco de
desenvolver DM2
DM2, obesidade

Metabolismo de
Triglicerideos

destacamos:

Gene

ANKK1 /
DRD2
FTO
drd4

FTO
MC4R

FTO
FTO
DRD2

OPRM1
BDNF
Nenhum
PDE1C
RGS18,
RGS21
SEPTIN11

ADCY2

CENPW,

RSPQO3,

RNF146
NTM

PRKCA

NTM
DRD2
DRD2
COMT

PPARG
TCF7L2

PPARG
APOA5

horménios,

apolipoproteinas, dados de pressao arterial e medidas corporais como peso e altura.



Os grupos foram divididos de acordo com a auséncia ou presenga do SNP (em homo

ou heterozigose).

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a quatro testes (Anderson-Darling, D’Agostino &
Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov) para avaliar se sua distribuicdo era
normal ou ndo. Os resultados que passavam nos quatro testes, ou seja, eram dados
parameétricos, foram avaliados através do teste t de Student. Os dados néo
paramétricos foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney. Um valor de p<0.05 foi
considerado significativo e o tamanho do efeito foi reportado através do valor de D de

Cohen.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

A busca inicial resultou em 278 individuos com dados de GWAS, sendo 49,5% do
sexo masculino. Considerando a distribuicdo dos individuos em relacdo as suas
caracteristicas genéticas, 14 individuos tinham apenas o alelo de protecéo
(rs12364263) para o gene DRD2, 147 individuos tinham apenas o alelo de protegao
(rs215614) para o gene PDE1C, 30 manifestavam os dois polimorfismos e 87 pessoas
nao apresentavam nenhum dos dois SNPs (Figura 4A). A maior prevaléncia de idade
foi entre 70 e 80 anos (Figura 4B). Cerca de metade da amostra (41%) apresentou
sobrepeso; 37% apresentou peso adequado; 20,1% apresentou obesidade e 1,79%

apresentou baixo peso (Figura 4C).
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Figura 4 A) Distribuicdo dos dois SNPs entre os individuos do banco de dados B) Frequéncia de

idade dos individuos C) Distribuigdo da classificagdo do IMC. Fonte: a autora.

6.2 SNP rs215614

O SNP rs215614 relaciona-se ao gene PDE1C, que codifica uma enzima que
pertence a familia da fosfodiesterase de AMPc e GMPc, gerando AMP e GMP.
Também conhecida como calmodulina, ela esta presente em todas as células
eucaridticas, nas quais constitui cerca de 1% do total da massa proteica (ALBERTS
et al., 2017). A calmodulina funciona como um receptor intracelular, mediando muitos
processos regulados pelo célcio (ALBERTS et al., 2017).

A presenga do SNP, seja em homo ou heterozigose, demonstrou contribuir
significativamente para a reducéo do IMC (Figura 5A) e para a redugao dos niveis de
proteina C reativa (PCR) (Figura 5B). O IMC, apesar de suas limitagdes, € um
parametro ainda utilizado para avaliar composig¢ao corporal e principalmente utilizado
em idosos (JOSE et al., 2019). No entanto, sempre é necessario comparar com outras
medidas, como, por exemplo, circunferéncia de panturriiha e de cintura, a fim de
entender o real estado de saude do idoso, visto que a reducdo na estatura € comum
nesta populacdo (JOSE et al., 2019). Dessa forma, os dados obtidos de IMC néo

refletem beneficio irrestrito para a populacdo que tem uma redugao deste parametro,



justamente por ndo conhecermos outros parametros para a comparagao, mas
podemos estabelecer algumas associagdes mesmo assim. Para ratificar o cuidado
que deve se ter com IMC baixo para idosos, foi demonstrado a redugdo na mortalidade
entre idosos na faixa de sobrepeso (IMC 25-29,9 como definido pela OMS) (AIZEN,;
WEISS, 1999). Apesar destas evidéncias, o idoso sempre deve ser avaliado em mais
de um parametro e o conhecimento de patologias associadas e do estilo de vida é de
suma importancia. Nesse trabalho utilizamos a classificagéo para o IMC de idosos da
Organizagao Mundial da Saude (HURRIA; COHEN; EXTERMANN, 2010).

Para esses dados, encontramos um tamanho de efeito de 0,23, o que representa
um efeito pequeno. Um tamanho de efeito pequeno n&o € surpreendente
considerando que o IMC pode ser modulado por diversos fatores, inclusive alguns n&o
presentes para avaliagcdo no ADNI, como informacdes sobre os habitos alimentares
dos individuos. Ainda assim, esses dados podem indicar uma contribuicdo importante
do efeito genético desse SNP sobre a redugcdo de um importante parametro
metabdlico como o IMC. Como n&o ha relatos muito detalhados na literatura do efeito
que essa alteragado genética exerce sobre o peso do individuo, aqui relatamos um
potencial efeito protetor, considerando adicionalmente o potencial efeito desse SNP
em um parametro inflamatério, conforme demonstrado a seguir.

A PCR é um marcador periférico de inflamacao e se associa com diversas
condigdes patoldgicas desde infecgbes até a propria SM. Estudos demonstram que,
no envelhecimento, ela ndo € apenas um marcador de inflamacgao, mas também esta
associado a doencgas como diabetes mellitus tipo 2, doenca renal cronica e até mesmo
ao declinio cognitivo (SONG et al., 2011; TANG et al., 2017). Assim, a reducao de
PCR em individuos que tenham o polimorfismo relacionado a proteina fosfodiesterase
de AMPc e GMPc pode informar um possivel mecanismo de protegdo no
envelhecimento relacionado a funcdo dessa proteina modulando a resposta
inflamatdria. No caso da PCR, observamos um tamanho de efeito de 0.59, o que é
considerado um efeito moderado e pode significar uma contribuigdo mais expressiva
do polimorfismo genético associado ao gene PDE1C e a resposta inflamatoria
circulante. De fato, estudos recentes demonstraram que alteracdes na atividade de
fosfodiesterases 1A e 1C podem contribuir para aumento de risco cardiovascular
associado ao envelhecimento por modularem os niveis de oxido nitrico (BAUTISTA
NINO et al., 2015; YAN, 2015). Os estudos disponiveis até o momento no

investigaram parametros inflamatoérios mais a fundo, o que esclareceria essa questao.



A presenca desse SNP, adicionalmente, demonstrou promover uma tendéncia a
reducao da pressao arterial, tanto sistélica quanto diastdlica, entretanto ndo atingiu
significancia estatistica (Figura 5C). Sabe-se que a fosfodiesterase 1A apresenta
influéncia na modulagcdo da pressao arterial e, aqui, trazemos uma tendéncia a
possivel associacéo da fosfodiesterase 1C com esse parametro (BAUTISTA NINO et
al., 2015). Estudos que investiguem esses parametros de maneira mais conclusiva
sao necessarios para esclarecer a real contribuicao da fosfodiesterase 1C na pressao

arterial, inflamacgao e outras medidas.
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Figura 5 Medida de parametros metabdlicos em portadores do SNP rs215614 (A) indice de massa
corporal (IMC) (n = 278), (B) proteina C reativa (PCR) (n=26) (C) Presséo artéria sistdlica (p = 0.08) e
diastélica (p=0.08) (n = 278), **p<0,01, teste de Mann-Whitney para IMC e teste t de student para PCR.

Fonte: a autora.



6.3 SNP rs12364283

O SNP rs12364283 esta presente no gene que codifica o receptor de dopamina
do subtipo D2 (DRD2), um receptor acoplado a proteina G que inibe a atividade de
adenilil-ciclase (GOLAN; TASHJIAN; ARMSTRONG, 2009). Aqui demonstramos que
a presenca do SNP seja em homo ou heterozigose esta associada a niveis reduzidos
de cortisol circulantes (Figura 6A) e a redugao na pressao arterial sistélica (Figura 6B).

O cortisol € um hormoénio catabolico produzido pelo cortex da glandula
suprarrenal (ALBERTS et al., 2017) que desempenha inumeras fungdes metabdlicas
vitais. Os efeitos do cortisol podem ser periféricos ou centrais, sinalizando mobilizagao
de reserva energética, por exemplo. Ja foi demonstrado que o cortisol em altas doses
no sangue pode alterar humor, apetite, sono e cognigdo (OUANES; POPP, 2019).
Perifericamente, este horménio pode potencializar um efeito comum no
envelhecimento que é a sarcopenia, ou seja, perda muscular (CRUZ-JENTOFT et al.,
2010). O exame para a mensuragao do cortisol deve considerar o horario da coleta,
visto que o cortisol € um horménio que respeita o ciclo circadiano. Nesse sentido, sua
liberagdo é maior pela manha (ALBERTS et al., 2017). Os pontos de corte para o
cortisol sdo: matutino (entre 7 e 9 horas): de 5,3 a 22,5 ug/dL; vespertino (entre 15 e
17 horas): de 3,4 a 16,8 ug/dL. Nesse estudo, identificamos que o cortisol esta
significativamente reduzido nos individuos que apresentam o alelo protetor, em
relagdo aos individuos que apresentam a variante de referéncia, com tamanho de
efeito de 0,47, considerado um efeito moderado.

Assim, nosso dado corrobora achados da literatura que relacionam o cortisol
com sinalizagdo dopaminérgica, sendo um importante elemento do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (BOSCHETTI et al., 2010). Ressaltamos que os individuos
portadores do alelo de risco ndo necessariamente apresentavam niveis
suprafisiolégicos de cortisol, entretanto, considerando todas as alteragdes
metabdlicas no envelhecimento, é desejavel manter fatores circulantes que sinalizam
estresse e podem modular fungdes fisioldgicas favorecendo sarcopenia em niveis
baixos, conforme demonstramos na populacdo que apresenta o alelo protetor.

A pressao arterial sistdlica também se mostrou alterada na presencga do alelo
protetor. Esse parametro é a medida maxima de pressao atingida durante o ciclo
cardiaco. Os valores normais de pressao arterial sistolica e diastélica sdo 120 mmHg
e 80 mmHg, respectivamente (MALACHIAS et al., 2016). Uma determinada populagéo



idosa que apresente valores de pressao acima da normalidade, como de 140 / 90
mmHg (considerado estagio | da hipertensdo) (MALACHIAS et al., 2016), sdo mais
propicios a eventos cardiovasculares e problemas renais (SINGH; NGUYEN;
DHAMOON, 2019). Nossa analise demonstrou que a presséo arterial sistolica dos
individuos portadores do SNP rs12364283 encontrava-se significativamente reduzida
em relacao aos nao-portadores, com um tamanho de efeito de 0,29, o que representa
um efeito pequeno. Considerando que diversos fatores contribuem para a regulagéo
da pressao arterial, ndo € surpresa encontrarmos um efeito pequeno nesse caso,
entretanto, ressaltamos que esse conhecimento pode servir de base para mais
estudos que visem identificar a contribuicdo dos receptores dopaminérgicos em

parametros de cardiovasculares.
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Figura 6 Medida de parametros metabdlicos em portadores do SNP rs 12364283 (A) niveis de cortisol
(Mg/dL, n = 24), (B) presséo arterial (PA) sistélica (mmHG, n=278), * p<0,05, teste de Mann-Whitney.
Fonte: a autora.

Com o objetivo de verificar se a presengca de ambos SNPs aqui descritos
apresentava um efeito sinérgico protetor nos parametros analisados, realizamos
analises paralelas comparando individuos portadores de ambos alelos protetores em
relacdo aos portadores de apenas um dos SNP (rs 12364283 ou rs215614

isoladamente), em um esquema de classificagdo conforme demonstrado na Figura



4A. Nao observamos diferengas entre os grupos, demonstrando que, a principio, ndo

ha interagdo entre os dois polimorfismos promovendo melhoras metabdlicas.

7 CONCLUSAO

Aqui demonstramos a possivel interferéncia de parametros genéticos em
parametros metabdlicos e fendtipo. As limitagdes do estudo incluem o néo
conhecimento do estilo de vida dos individuos, como habitos alimentares e de
atividade fisica, por exemplo.

Os resultados aqui apresentados ndao podem ser atribuidos exclusivamente a
presenca dos SNPs nos individuos, porém ndo podemos excluir a hipétese que essas
variantes genéticas podem ser um fator de protegéo contra obesidade, hipertensao e
SM no envelhecimento, devido a seus efeitos em parametros inflamatérios, hormonais
e medidas corporais. A realizacdo de analises mais especificas e em uma amostra
melhor controlada pode contribuir para a elucidacéo da influéncia dessas e de outras

variantes genéticas em parametros metabdlicos de populagdes idosas.
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