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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a associagao dos polimorfismos ADIPOQ
rs2241766, LEP rs7799039 e FTO rs9939609 no estado nutricional de recém-
nascidos (RN). Trata-se de um estudo transversal conduzido em uma maternidade do
municipio de Joinville/SC, Brasil. Foram incluidos RN grandes para a idade
gestacional (GIG) (n = 105) e o mesmo numero de RN pequenos para a idade
gestacional (PIG) e adequados para a idade gestacional (AlG). A genotipagem foi
realizada utilizando-se os meétodos de reagdo em cadeira da polimerase — analise de
polimorfismos de comprimentos de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). Utilizou-se
andlise de regressao logistica para analisar a associagdo entre RN GIG e os
polimorfismos investigados. Como resultado, RN com o gendtipo LEP -2548GG
apresentaram 2,12 vezes mais chances de nascerem GIG quando comparados aos
RN com os gendtipos LEP -2548GA+AA (95% IC: 1,17-3,83). N&o houve alteragéo
substancial do resultado mesmo apods ajustes para outras covariaveis como idade,
educacao, renda familiar, estado civil, ganho de peso gestacional, tabagismo antes da
gestacdo, presenca de diabetes e sexo. Em relagdo ao polimorfismo do gene
ADIPOQ, RN com os gendtipos TG ou GG apresentaram 1,88 vezes mais chances de
nascerem GIG quando comparados aos RN com o gendtipo TT, entretanto ndo houve
significancia estatistica (95% IC: 0,92-3,80). Ndo houve associagao entre o
polimorfismo do gene FTO e o estado nutricional dos RN. Concluindo, nosso estudo
revelou que o gendtipo GG do polimorfismo rs7799039 do gene LEP é um fator de
risco para RN GIG. No entanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar o efeito

desse polimorfismo no estado nutricional de criancas em outras idades.

Palavras-chave: Polimorfismo; ADIPOQ; LEP: FTO; Estado nutricional.



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of ADIPOQ rs2241766,
LEP rs7799039 and FTO rs9939609 polymorphisms on weight status of infants. This
is a cross-sectional study conducted in a public maternity hospital in the city of
Joinville/SC, Brazil. We included large for gestational age (LGA) newborns (n = 105)
and the same number of small for gestational age (SGA)/adequate for gestational age
(AGA) newborns. Genotyping of the polymorphisms were performed using polymerase
chain reaction — restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). Logistic
regression analysis was used to investigate the association between LGA newborns
and the polymorphisms. As result, infants carrying LEP -2548GG genotype had 2.12
times more odds of born LGA when compared with newborns caring LEP -2548GA+AA
genotypes (95% CI: 1.17-3.83). These results did not change substantially after
adjusting for potential confounding variables as age, education, family income, marital
status, gestational weight gain, smoking before pregnancy, presence of diabetes and
sex. Regarding the ADIPOQ polymorphism, newborns carrying TG or GG genotypes
had 1.88 more odds of born LGA when compared with infants carrying TT genotype,
however without statistic significance (95% CI: 0.92-3.80). No association was found
between FTO gene polymorphism and newborn weight status. Concluding, our study
found that GG genotype of LEP polymorphism rs7799039 is a risk factor for LGA
infants. Nevertheless, more studies are needed to elucidate the effect of this

polymorphism in the weight status of children at other ages.

Key words: Polymorphism; ADIPOQ); LEP; FTO; Weight status
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1 INTRODUGCAO

O numero de criangas com excesso de peso e obesidade vem aumentando
progressivamente nas ultimas décadas, tornando-se um sério problema de saude
publica’- 2. Estima-se que existam 42 milhGes de criangas menores de cinco anos de
idade com excesso de peso em todo o mundo'. No Brasil, 33,5% das criangas entre
cinco a nove anos estavam acima do peso em 2010, e 14,3% eram consideradas
obesas?.

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a obesidade infantil € um
dos desafios mais graves de saude publica do século XXI, uma vez que aumenta-se
a chance da crianga obesa tornar-se um adulto obeso, acometido por diversas
afecgbes, em uma idade cada vez menor*. Entre as principais consequéncias da
obesidade destacam-se: diabetes mellitus tipo |IlI, hipertensdo, doencgas
cardiovasculares, dislipidemias, canceres, alteragdes ortopédicas, dermatoldgicas e
respiratdrias, e até mesmo desordens psicoldgicas*’. Em criangas, a obesidade pode,
ainda, dificultar o processo de aprendizagem motora e o crescimento fisico®.

A obesidade é determinada por fatores ambientais e genéticos, sendo
caracterizada como uma doenga crénica complexa®. Recentemente, alguns estudos
demonstraram associagdo entre excesso de peso e fatores genéticos'®?0, Alguns
autores revelaram que 40-70% do fendtipo da obesidade possui carater hereditario?',
com mais de 600 genes, marcadores e regides cromossémicas envolvidos no
fenotipo??. Dentre eles destacam-se os genes da adiponectina (ADIPOQ)'"- 23 24,
leptina (LEP)3: 14.16.20.25-27 o fat mass and obesity-associated protein (FTO)'0: 11.28-30,

Desta forma, o uso de variaveis genéticas para identificar precocemente o risco

de doencas crénicas nao transmissiveis possui potencial para auxiliar na elaboragao



de estratégias e programas que visem a reducao ou eliminagédo dessas enfermidades.
Em recém-nascidos, ainda sao escassos estudos envolvendo determinantes
genéticos, sobretudo em relagcéo ao estado nutricional. Até o desenvolvimento desta
dissertagcdo nédo foram encontrados trabalhos que avaliaram a associagao entre os
polimorfismos dos genes ADIPOQ, LEP e FTO e o estado nutricional de recém-
nascidos. Neste sentido, o presente estudo buscou avaliar se existe associagao entre
os polimorfismos dos genes ADIPOQ, LEP e FTO e o estado nutricional de recém-

nascidos.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar se os polimorfismos dos genes ADIPOQ (rs2241766), LEP (rs7799039)

e FTO (rs9939609) estao associados ao estado nutricional de recém-nascidos.

1.1.2 Objetivos especificos

+ Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes
ADIPOQ (rs2241766), LEP (rs7799039) e FTO (rs9939609) nos recém-
nascidos;

» Verificar se existe associacao entre as variaveis preditoras “polimorfismos dos
genes ADIPOQ (rs2241766), LEP (rs7799039) e FTO (rs9939609)” e a variavel

desfecho “estado nutricional”’, ajustando para possiveis covariaveis de
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confusao socio demograficas, biolégicas e antropométricas da méae e do recém-

nascido.

12



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sobrepeso e obesidade

O sobrepeso (IMC = 25 e < 30 kg/m?) e a obesidade (IMC = 30 kg/m?) sao
definidos como o acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal, representando
risco a saude’. A obesidade € um processo de deposigdo de gordura nos adipécitos,
cuja proliferacéo e diferenciagdo séo reguladas por mudangas na expresséo génica3'.
O desequilibrio energético pode ser considerado a principal causa da obesidade’.
Contudo, a patogénese da obesidade é complexa, envolvendo interacbes entre
fatores comportamentais, ambientais e genéticos'®.

A prevaléncia de obesidade mundial mais que dobrou desde 1980, e desde
entdo é tratada como uma epidemia global?>. Em 2014, mais de 1,9 bilhdo (39%) de
adultos (com 18 anos ou mais) no mundo estavam com excesso de peso, e 600
milhdes (13%) eram considerados obesos’'. Entre as criangas com menos de cinco
anos, 42 milhées estavam com sobrepeso ou obesidade’.

No Brasil, 50% dos homens e 48% das mulheres estavam com excesso de
peso em 2010, sendo que 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres eram obesos3.
No mesmo ano, 33,5% das criangas de cinco a nove anos estavam acima do peso,
16,6% eram meninos obesos e 11,8% meninas obesas?.

Outro fator que vem recebendo destaque nos ultimos anos é a transicao do
perfil nutricional da populagdo mundial. Nas ultimas décadas, o perfil nutricional da
populagdo, independente de género e idade, vem passando por mudangas
expressivas®2-3*. Houve diminuigdo no nimero de pessoas com déficit de peso em

diversos paises, incluindo o Brasil®? 33, Em contrapartida, o sobrepeso e a obesidade



sofreram um aumento substancial®*. Na Figura 1 & possivel observar a evolugdo de
indicadores antropométricos em criangas ao longo das décadas no Brasil,
evidenciando essa transicao nutricional. As criancas e adolescentes vém aumentando

de peso a razéo de 0,2 Kg por ano'®.

Figura 1 - Prevaléncia de déficit de altura, déficit de peso, excesso de peso e obesidade na
populacdo com 5 a 9 anos de idade, por sexo — Brasil — periodos 1974-1975, 1989 e 2008-
2009.
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Fontes: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacado de Trabalho e Rendimento, Estudo
Nacional da Despesa Familiar 1974-1975 e Pesquisa de Orcamentos Familiares 2002-
2003/2008-2009; Instituto Nacional de Alimentagdo e Nutricdo, Pesquisa Nacional sobre
Saude e Nutrigdo 1989°.

O aumento gradativo do sobrepeso e da obesidade ocorre desde a infancia
até a idade adulta, sendo que alguns fatores sao significativos para o risco de
obesidade ainda na fase infantil, tais como: obesidade dos pais, sedentarismo, peso
ao nascer, auséncia de aleitamento materno, fatores relacionados ao crescimento,
situagdo socio econdmica, fatores ambientais e fatores genéticos'® 32 3537 A
obesidade infantil € um dos desafios mais graves de salde publica do século XXI4.
Criancas que apresentam excesso de peso ou obesidade no primeiro ano de vida
tendem a ficar obesas quando adultas, e a desenvolverem doencas néao

transmissiveis em uma idade mais jovem* Alguns estudos tém demonstrado
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associagdo do peso ao nascer com o0 aumento do IMC na fase adulta e o
desenvolvimento tardio da obesidade, diabetes, dislipidemias e doencas

cardiovasculares32. 38-40

2.2 Estado nutricional de recém-nascidos

O estado nutricional de recém-nascidos é determinado pela oferta nutricional
materna, pela transferéncia placentaria, bem como pelo potencial de crescimento
determinado pelo genoma*'. Portanto, o peso ao nascer é considerado um importante
indicador do estado nutricional tanto do recém-nascido quanto da gestante; visto que
o feto mantém relagcédo direta com a mae, através do corddo umbilical, por todo o
periodo gestacional®. Além disto, o peso ao nascer refletira condigdes pos-natais que
repercutirdo na saude do adulto*?. Dessa forma, avaliar o peso ao nascer permite
identificar riscos extremos de baixo peso ou excesso de peso, fatores relevantes a
saude do individuo na fase neonatal, na infancia e na idade adulta*.

Existem diferentes métodos para classificacdo do estado nutricional de recém-
nascidos, cuja selegcdo varia de acordo com o objetivo de estudo. Um dos métodos
amplamente utilizado, e com melhor precisdo para avaliar o excesso de massa
corporal em recém-nascidos, considera o peso (em gramas) e a idade (em semanas),
segundo o sexo. Esse método classifica os recém-nascidos em trés categorias:
pequeno para a idade gestacional (PIG), percentil <10; adequado para a idade
gestacional (AIG), percentil 210 e <90; e grande para a idade gestacional (GIG),

percentil > 9044,
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2.3 Genética da obesidade

O fenotipo da obesidade é determinado em 40 a 70% por fatores hereditarios?’.
A ultima atualizagao do mapa genético da obesidade, realizada em 2005, revelou mais
de 600 genes, marcadores e regides cromossdmicas associados a obesidade??. O T-
HOD, um banco de dados com base na literatura sobre genes candidatos para
hipertensao, obesidade e diabetes, registrou 893 genes candidatos para a obesidade
até o presente momento*>. Em recém-nascidos, estudos epidemioldgicos tém
mostrado que fatores genéticos sdo responsaveis por 30-80% do peso ao nascer.
Dessa forma, se atualmente as criancas estdo acima do peso, deve-se, em grande
parte, as variagdes genéticas de cada individuo®’.

Deve-se salientar que a presenca de polimorfismos genéticos na populagéao
pode aumentar a susceptibilidade para o desenvolvimento de enfermidades*®, como
a obesidade. Os polimorfismos sdo alteragdes genéticas derivados de mutagdes néo
letais, no qual um loco possui mais de um alelo funcional e estdo presentes na

populagcdo com uma frequéncia de, no minimo, 1%42.

2.3.1 Gene da Adiponectina (ADIPOQ)

O gene da adiponectina, também conhecido como ADIPOQ, ACDC, ADPN,
APM1, APM-1, GBP28, ACRP30, ADIPQTL1, esta localizado no cromossomo 3 na
regido 3q2749-51,

O gene ADIPOQ codifica a adiponectina, uma proteina secretora formada por
244 aminoacidos com peso de 30 kDa, com similaridade para colagenos X e VIII, fator

do complemento C1q, e Fator de Necrose Tumoral a (TNFa)*% 5354 A adiponectina é
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encontrada em abundéancia no soro humano e possui expressao exclusiva no tecido
adiposo, sendo induzida durante o processo de adipogénese*®-! 53, No plasma, a

adiponectina esta envolvida com processos metabolicos e hormonais©.

A adiponectina, descoberta em meados de 1990 por Scherer, Williams,
Fogliano et al.%*, participa da homeostase energética, através do catabolismo de
carboidratos e lipideos, e configura-se como uma molécula de sinalizagdo para o
tecido adiposo, sendo afetada pela obesidade®3-%.

Diferentemente da maioria das proteinas secretadas por adipocitos, a
adiponectina tem sua expressao diminuida @ medida que o tecido adiposo aumenta®®
%, dessa forma a sua concentragdo no soro encontra-se reduzida em individuos
obesos®”. Individuos com baixas concentracbes de adiponectina -
hipoadiponectinemia — apresentam maior resisténcia insulinica®®, e sindrome
metabdlica®®. Os niveis séricos de adiponectina no plasma sdo influenciados 40 a 70%
por fatores genéticos®. Alguns estudos mostraram que mutagdes no gene ADIPOQ
levam a hipoadiponectinemia?® 53 %4, a alteragbes do peso corporal, da circunferéncia

da cintura, do colesterol total e da presséo arterial®' 62,

2.3.1.1 Polimorfismo rs2241766 do gene ADIPOQ

O polimorfismo rs2241766 representa a transversao do nucleotideo Timina (T7)
pelo nucleotideo Guanina (G) na posigao 45 do éxon 2 do gene codificante da
adiponectina (Figura 2), levando a uma mutagao silenciosa GGT— GGG, Gly—Gly, a
qual impacta nos niveis séricos da proteina®. A média mundial da frequéncia
genotipica encontra-se em 78% TT, 20% TG, e 2% GG, enquanto que a frequéncia

alélica apresenta-se em 0,80 para o alelo “T" e 0,12 para o alelo “G"*.
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Figura 2 — Localizagdo do SNP rs2241766

Exon 1 Exon 2 Exon 3

5 . Intron 1 Intron 2 3

SNP +45T>G
rs2241766

Fonte: da autora

Recentemente alguns estudos demonstraram haver associagdo do genotipo
GG com o risco da obesidade'’, sendo que o alelo “G” do polimorfismo rs2241766
esta associado ao aumento da gordura total e abdominal'”- 6566 sindrome metabdlica
e gordura corporal'”- 85 66 Qutro estudo também demonstrou haver associagdo do
alelo “G”, do SNP rs2241766, com maior peso ao nascer e maior indice ponderal em

recém-nascidos coreanos?4.

2.3.2 Gene da Leptina (LEP)

O gene da leptina, também conhecido por LEP, OB, OBS ou LEPD, esta
localizado no cromossomo 7 na regigo 7q31.3°.

A leptina, descrita pela primeira vez por Zhang et al. em 1994%° & um hormonio
composto por 167 aminoacidos, com peso molecular de 16 kDa e é produzida nos
humanos principalmente pelo tecido adiposo®. Sua principal fungédo é fornecer ao
sistema nervoso central sinais para consumo e estoque de energia no corpo, para que
assim, o hipotalamo possa eficientemente regular o peso corporal estavel’?. Quando
a leptina se liga aos seus receptores especificos, nas regides hipotalamicas, ela

promove a regulacéo da ingestao alimentar, do peso, do metabolismo corporal e das

18



fungbes reprodutivas’!. Dessa maneira, durante periodos de privagéo alimentar seus
niveis diminuem, ativando respostas comportamentais, hormonais e metabdlicas’".
Mutagdes nesse gene podem causar obesidade grave, e obesidade morbida com
hipogonadismo®”.

Em humanos, a leptina plasmatica esta correlacionada com a gordura corporal,
uma vez que individuos obesos apresentam maior concentragao de leptina plasmatica
quando comparados a individuos controles’? 73,

Além do tecido adiposo branco, a leptina também pode ser produzida por
trofoblastos placentarios e células amnioticas do utero de mulheres gravidas, sendo
identificada, juntamente com seus receptores, durante a fase gestacional’*’%. Em
recém-nascidos a leptina esta associada com o peso ao nascer, IMC e gordura do
brago’®. Recém-nascidos com baixos niveis de leptina (< 5,6 ng/mL) apresentam
menor peso ao nascer, enquanto que altos niveis de leptina (= 30,7 ng/mL) estao
associados ao maior peso ao nascer e menor perda de peso nas primeiras 96 h de
vida, quando comparados com recém-nascidos com niveis normais de leptina’”.
Portanto, recém-nascidos GIG apresentam niveis mais elevados de leptina no cordao

umbilical quando comparados a recém-nascidos AIG’8.

2.3.2.1 Polimorfismo rs7799039 do gene LEP

O polimorfismo rs7799039, encontra-se na regiao 5’ promotora do gene (Figura
3), e consiste na substituicdo de uma guanina (G) por uma adenina (A)?°. A média
mundial da frequéncia genotipica do polimorfismo da leptina é de 52% AG, 28% GG,
20% AA, enquanto que a frequéncia alélica é de 0,54 para o alelo “G”, e 0,46 para o

alelo “A"%. O polimorfismo é relacionado a variagdes na concentragdo sérica da
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leptina e ao estado nutricional’® '°. No entanto, a literatura é controversa, e alguns
estudos revelaram existir associacao entre sobrepeso e obesidade para o alelo “A”

enquanto outros demonstraram associagdo para o alelo “G"3: 1520, 2527

Figura 3 — Localizagdo do SNP rs7799039

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Regido
5 promotora l Intron 1 Intron 2 3

LEPG-2548A
rs7799039

Fonte: da autora

Alguns estudos revelaram haver associacdo entre o gendtipo AA, do
polimorfismo rs7799039, com o aumento do risco de obesidade e sindrome
metabdlica, além do aumento do IMC, do gasto energético, da circunferéncia da
cintura, dos niveis séricos da leptina, insulina, colesterol total e colesterol de baixa
densidade'® 20, Entretanto, o entendimento do efeito do gendtipo AA do polimorfismo
sobre diversos fatores de risco ainda & controverso na literatura cientifica. Alguns
autores demonstraram que o gendtipo AA esta associado a diminuicdo do IMC, da
circunferéncia da cintura, do percentual de gordura corporal e dos niveis de leptina
sérica'® e, que por sua vez, é o genotipo GG que esta associado a obesidade extrema
(IMC 2 35 kg/m?), e ao aumento da circunferéncia da cintura?’. Em um estudo
envolvendo mulheres brasileiras, a presencga do alelo “G” contribuiu para o aumento
da leptina plasmatica e do IMC?°, induzindo, ainda, um aumento de até oito vezes as
chances destas tornarem-se obesas quando comparadas as mulheres que

apresentaram o alelo “A"%.
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2.3.3 Gene Fat mass and obesity-associated (FTO)

O gene FTO, localizado no cromossomo 16 na regido 169q12.2%, produz uma
proteina de 505 aminoacidos e peso molecular de 58 kDa, e pertencente a
superfamilia da dioxigenase ndo heme (Fe (ll) e dioxigenases 2-oxaglutarato-
dependente)®’- 82, Entretanto, sua fung&o no organismo ainda € pouco conhecida.

O gene FTO foi descrito inicialmente por Frayling, Timpson, Weedon et al.?8,
através de um estudo de Genome Wide Association (GWAS), o qual revelou haver
associagao do gene FTO com o IMC em 14 populagdes mundiais. A partir de entéao
passou a ser considerado um gene comum da obesidade?®. Em humanos, ha elevada
expressdao do gene FTO no cérebro — com regulagao promovida pelo estado de
jejum® — no tecido adiposo, figado, pancreas, musculatura esquelética estriada e
cardiaca, rins, gbnadas, entre outros tecidos®?. Tal caracteristica sugere um possivel
papel no controle da homeostase energética, com o produto do FTO atuando como
regulador primario do acimulo de gordura corporal8% 82,

Em ovinos, com sequéncia homéloga do gene FTO em humanos, ha uma
relagcdo positiva entre o peso fetal e a expressao placentaria do gene FTO, e sua
expressao nao sofre influéncia da alimentacdo materna®. Em ratos, a inativagédo do
gene FTO leva a diminuigdo do peso, do comprimento, da massa corporal e dos

tecidos adiposos branco e marrom?6,

2.3.3.1 Polimorfismo rs9939609 do gene FTO

O polimorfismo rs9939609 do gene FTO é um SNP localizado no primeiro intron

do gene?” (Figura 4), e esta associado a valores elevados de IMC%. A média mundial
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da frequéncia genotipica € de 44% TT, 44% TA, e 12% AA, e a frequéncia alélica é

de 0,66 para o alelo “T", e 0,34 para o alelo “A"%,

Figura 4 — Localizagdo do SNP rs9939609
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Fonte: da autora

O alelo "A” do gene FTO esta diretamente relacionado a um maior acumulo de
gordura corporal, principalmente quando se apresenta em homozigoze' 28 82 A
variante “A” do polimorfismo rs9939609 do gene FTO possui efeito sobre o ganho de
peso, induzindo uma diminuicdo da sensibilidade da insulina cerebrocortical, afetando
o apetite, a escolha do alimento (proteina/carboidrato), e a ingestao dietética em idade
precoced? 90,

A perda do controle alimentar é o fenétipo comportamental relatado com mais
frequéncia por criangas e adolescentes que apresentam pelo menos um alelo “A” do
desse polimorfismo, agindo como fator de risco para o desenvolvimento da
obesidade®'. Alguns autores demonstraram que 16% dos individuos adultos
homozigotos para o alelo de risco (A) pesam cerca de 3 Kg a mais e possuem 1,67
vezes mais chances de serem obesos quando comparados com aqueles que nao
herdaram o alelo de risco?®.

Criangas e adolescentes com pelo menos um alelo “A” tém um risco aumentado
para o desenvolvimento da obesidade e apresentam valores superiores de IMC,

circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril, pressao arterial sistdlica, pressao
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arterial diastdlica e glicemia em jejum, quando comparados com individuos com
gendtipo TT. Adicionalmente, individuos com pelo menos um alelo “A” apresentam
elevadas concentragdes de triglicerideos e colesterol de baixa densidade, e menores
indices de colesterol de alta densidade quando comparados com individuos que
apresentam o gendtipo TT'2.

Um estudo realizado por Descamps, Tarantino & Guilmot®? revelou um efeito
paradoxo em recém-nascidos, no qual o alelo de risco (“A”) esta associado a
diminuigdo de 79 g no peso ao nascer®?. Uma das explicagdes para o efeito contrario
do alelo “A” é a agdo que o gene FTO produz na regulagdo da secregdo e da
sensibilidade a insulina, levando a hipoinsulinemia e por consequéncia ao baixo peso
ao nascer®. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para saber o efeito real

polimorfismo FTO em recém-nascidos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal desenvolvido com os dados dos pares
(maes—recém-nascidos) de um estudo maior denominado “Preditores da retencéo de
peso da parturiente no pés parto e do estado nutricional do recém-nascido (PREDI)”.
A coleta de dados do projeto PREDI foi conduzida no periodo de janeiro a fevereiro
de 2012, na Maternidade publica Darcy Vargas (MDV), em Joinville/SC, e foi composta
por 435 maes e seus filhos.

Para o presente estudo foram considerados apenas os individuos GIG (n=105),
e 0 mesmo numero de recém-nascidos classificados como nao-GIG, portanto AIG e
PIG. Os individuos AlG/PIG foram agrupados em uma unica categoria e selecionados
a partir de uma amostragem aleatdria simples.

A MDV é responsavel por 91% dos nascimentos ocorridos em hospitais
publicos no municipio de Joinville/SC®, e possui o titulo “Hospital Amigo da Crianga”
(OMS/UNICEF). Atualmente, aproximadamente 7.200 partos sdo realizados

anualmente na MDV.

3.2 Participantes do estudo e composi¢cao da amostra

Foram incluidos no projeto PREDI todos os recém-nascidos vivos atendidos na
MDYV entre os dias 14/01 e 16/02/2012, com idade gestacional entre 37 e 42 semanas,
e de parto Unico, conforme dados previamente publicados®. Foram excluidos do

estudo recém-nascidos que apresentaram algum tipo de anomalia que interferisse na



avaliagcao pondero estatural; filhos de maes com pré-eclampsia e/ou diagnosticadas
com toxoplasmose, HIV (Human Immunodeficiency Virus), sifilis ou hepatites; e que

apresentaram dados incompletos ao estudo.

3.3 Coleta de dados

Até 48 horas apos o parto, cada parturiente foi contatada pela equipe de
pesquisa e convidada a participar do estudo. Em seguida, prosseguiu-se com a coleta
dos dados por meio de entrevistas contendo informagdes socioecondmicas,

demograficas e bioldgicas de méaes — para descricdo da amostra — e recém-nascidos.

Caracteristicas gerais da mae

Nome completo, idade, estado civil, anos de estudo, renda familiar em salarios
minimos, tabagismo antes da gestacédo (se fumava), paridade (numero de filhos),
intervalo interpartal (tempo, em meses, desde o ultimo parto), presencga de diabetes,
e via de parto (normal ou cesarea). Com excec¢ao da via de parto, a qual foi retirada
do Livro de Registros do Bercgario, as demais caracteristicas foram relatadas pelas

parturientes.
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Caracteristicas antropométricas

Estatura, peso e IMC pré-gestacional

Para a medida da estatura pré-gestacional e do peso considerou-se o relatado
pela puérpera. Optou-se em nao utilizar a medida do peso e estatura descrita no
cartdo do pré-natal devido a esta variar consideravelmente quanto ao més em que foi
aferida e, também, pela auséncia dessa medida em varios cartdes. O IMC pré-
gestacional foi calculado dividindo-se o peso (kg) pela estatura (m) ao quadrado, e foi
utilizado para classificar as gestantes de acordo com o estado nutricional inicial em:
baixo peso (<18,5kg/m?), eutrofia (18,5 kg/m? e 24,9 kg/m?), sobrepeso (25,0 kg/m? e

29,9 kg/m?) e obesidade (230,0 kg/m?)2.

Ganho de peso gestacional

O célculo do ganho de peso gestacional foi efetuado subtraindo-se o peso obtido
no momento da internagdo na MDV, efetuado pela triagem e anotado no prontuario,
pelo peso relatado pela puérpera antes da gestagéo. A adequagao do ganho de peso
gestacional foi avaliada segundo as novas recomendacgdes do Institute of Medicine -
IOM® e baseadas no IMC pré-gestacional. Mulheres com baixo peso devem ganhar
entre 12,5 e 18 kg; mulheres com IMC adequado entre 11,5 e 16,0 kg, mulheres com
sobrepeso entre 7,0 e 11,5 kg e mulheres com obesidade entre 5,0 e 9,0 kg.
Considerou-se como ganho de peso gestacional excessivo quando a mée acumulou
peso superior ao recomendado pelo IOM®, independente da classificagao nutricional

segundo a OMS?. Ou seja, para cada categoria da classificagdo do estado nutricional
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(baixo peso, peso normal, sobrepeso, obesidade), foram identificadas as puérperas
que ganharam peso acima do recomendado pelo IOM, agrupando-as em uma mesma

variavel: ganho de peso gestacional excessivo.

Caracteristicas gerais dos recém-nascidos

As medidas antropométricas peso e comprimento foram coletadas do Livro de
Registros do Bercario, localizado na triagem dos recém-nascidos. O peso foi aferido
em balanca eletrénica da marca Urano®, modelo UBB 20/2, com capacidade de até
20 kg e divisao de 0,2 kg. Para a mensuracdo do comprimento utilizou-se um
estadibmetro portatii da marca Cardiomed® com capacidade para até 220 cm e

divisdo de 0,1 cm.

Estado nutricional

O estado nutricional foi classificado segundo Lubchenco, Hansman, Dressler et
al.*4, o qual leva em consideragéo o peso (gramas), idade (semanas) e o sexo sendo
definido como: pequeno para a idade gestacional (PIG): recém-nascidos com percentil
<10; adequado para a idade gestacional (AlG): recém-nascidos com percentil 210 e

<90; e GIG: recém-nascidos com percentil >90 (Tabela 1).
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Tabela 1 — Tabela de classificacdo do estado nutricional

ldade Peso (g), segundo sexo e percentil

gestacional Masculino Feminino

(Semanas) P10 P50 P90 P10 P50 P90
37 2330 2930 3540 2220 2800 3450
38 2505 3080 3665 2405 2940 3545
39 2630 3200 3780 2540 3060 3640
40 2700 3290 3880 2630 3160 3720
41 2735 3330 3940 2600 3210 3705
42 2730 3310 3995 2630 3210 3840

Fonte: Lubchenco, Hansman, Dressler et al.*

Indice Ponderal de Rohrer

O indice ponderal de Rohrer (IP) foi analisado para determinar a simetria fetal
do recém-nascido. O calculo foi obtido pela relagao [peso(g)/comprimento(cm)?] x 100,
classificando-se os recém-nascidos em assimétricos, quando o IP foi < 2,51, ou

simétricos quando o IP foi = 2,51%,

Apgar no primeiro minuto

O Apgar é um teste efetuado pelo pediatra imediatamente apds o parto e que
avalia as condicbes de vitalidade do recém-nascido considerando cinco sinais
objetivos: aparéncia (cor); pulso (frequéncia cardiaca); careta (irritabilidade reflexa);
atividade (tdonus muscular); e respiragao®’. O ideal € que o recém-nascido obtenha

uma soma igual ou superior a 7 pontos.
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3.4 Analise genotipica

Uma gota de sangue provindo do corddao umbilical do recém-nascido foi
transferida para um cartdo FTA Clone Saver® (Whatman), impregnado por reagentes
que conservam o material genético. Apos a transferéncia da gota de sangue, o cartéo
foi armazenado em dessecador, livre de umidade, para posterior analise no
Laboratério de Biologia Molecular da Univille.

Para a extragdo do DNA gendmico humano no cartdo Whatman FTA® foram
adotados e adaptados os procedimentos de Kline®®. Uma pequena fragéo da area do
cartdo (diametro 1,2 mm) foi removida com auxilio de um perfurador (micropunch)
previamente limpo e seco, e transferido para um microtubo de 500 pyL. Cada microtubo
recebeu, primeiramente, 200 yL do tampao “FTA purification Reagent” passando pelo
seguinte ciclo: 12 agitagao, 1 a 2 segundos em agitador de tubos Vortex-Genie®2; 12
incubacgéo, a temperatura ambiente por 2,5 minutos; 22 agitacdo e 22 incubagéo,
repetiu-se os procedimentos da 12 agitagdo e incubagéo. Este ciclo foi repetido por
mais duas vezes. A cada final de ciclo o tampao era removido e desprezado, com
auxilio de uma micropipeta.

Em seguida, repetiu-se os processos por mais trés ciclos, porém utilizando 200
ML de tampéo Tris-EDTA (TE), constituido de 10mM Tris-HCI, 1mM EDTA em pH 8,0,
O processo de extragao foi finalizado apds secagem do DNA a temperatura de 60°C

por 30 min (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resumo dos procedimentos adotados para a extragao de DNA

Ciclo Procedimento Observacoes
12 agitagéo 1-2 s — Vortex-Genie®?2
2,5 min — temperatura
12 incubagao
ambiente
Ciclo 1
22 agitacao 1-2 s — Vortex-Genie®?2
2,5 min — temperatura
Tampéo “FTA purification 2% incubagéo
ambiente
reagent” (200 L)
Remogao do tampao
Ciclo 2 Idem Ciclo 1 Idem Ciclo 1
Remocgao do tampao
Ciclo 3 Idem Ciclo 1 Idem Ciclo 1
Remogao do tampao
12 agitagao 1-2 s — Vortex-Genie®?2
2,5 min — temperatura
12 incubagao
ambiente
Ciclo 1
22 agitacao 1-2 s — Vortex-Genie®?2
2,5 min — temperatura
Tampéo Tris-EDTA (200 2% incubacéo
ambiente
HL)
Remocao do tampao
Ciclo 2 Idem Ciclo 1 Idem Ciclo 1
Remog¢ao do tampéo
Ciclo 3 Idem Ciclo 1 Idem Ciclo 1
Remog¢ao do tampéao
Secagem 30 min — 60°C

Fonte: da autora
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3.4.1 Analise do polimorfismo rs2241766 do gene ADIPOQ

As genotipagens para o SNP rs2241766 do gene ADIPOQ foram determinadas
através da técnica Reagao em Cadeira da Polimerase — Analise de Polimorfismo de
Comprimentos de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP), com o auxilio dos
iniciadores  forward  (5-TCTCTCCATGGCTGACAGTG-3') e reverse (5-
CCTTTCTCACCCTTCTCACC-3’) descritos por Menzaghi, Ercolino, Di Paola et al.®?,
e a enzima de restricdo Smal (Thermo Scientific)®2.

Cada tubo, contendo amostra ou controles positivo/negativos (um negativo para
extragdao e um negativo para PCR), recebeu 50 uL de solugéo, preparada em cabine
de segurancga de uso especifico contendo: 10 pmol de cada primer (forward e reverse),
200 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 1 U de Platinum Tag® polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 1x Tampao de reacao (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e
agua tratada com Dietil-pirocarbonato (DEPC). A termociclagem foi efetuada no
termociclador LGC XP (BIOER Technology Co., Tokio, Japao), sendo 95 °C durante
2 min para a desnaturacao inicial, 30 ciclos a 95 °C por 30 s para a desnaturacao, 58
°C por 30 s para o anelamento, 72 °C por 30 s para o alongamento e uma etapa final
e adicional a 72 °C durante 10 min.

Foram aplicados10 pL dos produtos de PCR — amplicons — juntamente com 3
ML de tampao de aplicagéo (0,05% Azul de Bromofenol, 0,5% Xileno Cianol, 40%
Glicerol) em gel de agarose a 1% e tampao Tris/Borato/EDTA (TBE), seguido pela
eletroforese por 1 h a 100V, e submetidos em seguida a luz ultravioleta (UV) em um
transiluminador (MiniBis, DNR Bioimage Sytems). Na sequéncia os dados foram

digitalizados para confirmagao de amplificagao.
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Quando confirmada a amplificagao, através da presenca de fragmentos de 250
pb, do controle positivo e das amostras, os amplicons foram submetidos ao processo
de digestdo enzimatica (RFLP). Para cada amostra adicionou-se 10 uL de amplicons,
7 UL de agua estéril, 2 yL de Buffer Tango (Thermo Scientific) e 10U de enzima Smal
(Thermo Scientific), e manteve-se a temperatura de 25 °C em banho-maria por 2 h.
Dessa forma, os amplicons eram submetidos a digestdo pela Smal que possui um
sitio de reconhecimento 5’-CCCAGGG-3’ que permite a discriminagao alélica C/G.

ApOs a digestdo dos amplicons, os produtos da RFLP foram adicionados a 3
ML de tampdo de aplicacao (0,05% Azul de Bromofenol, 0,05% Xileno Cianol, 40%
Glicerol) e submetidos a eletroforese submersa em gel de agarose a 1,5% e tampéao
Tris/Borato/EDTA (TBE), por 1 h e 30 min a 100V, seguido de exposi¢ao a luz UV e
digitalizacdo. Os padroes de fragmentos obtidos foram comparados a um padrao de
tamanhos de bases disponivel comercialmente (100bp Ladder, Fermentas),
analisando-se o perfil de restricdo correspondente ao: (1) gendtipo homozigoto
selvagem TT: 250 pb (nado digerido), (2) gendtipo heterozigoto TG: 250 pb, 164 pb e

86 pb, e (3) gendtipo homozigoto mutante GG: 164 pb e 86 pb.

3.4.2 Analise do polimorfismo rs7799039 do gene LEP

Para as genotipagens do SNP rs7799039 foram realizadas as mesmas técnicas

adotadas para o polimorfismo do gene ADIPOQ), porém utilizando os iniciadores:

forward  (5-CTTTTGTTTTGTTTTGCGACAGGGGTGC-3’), e reverse (5-
GCTCCCTTTGCCCGACCCCG-3')® e a enzima de restricdio Alw44l (Thermo

Scientific)?°.
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Os valores definidos para a termociclagem foram: 94°C durante 3 min para a
desnaturacao inicial, 30 ciclos a 94° C por 30 s e 70°C por 90 s para amplificagdo. Em
seguida procedeu-se a extensao final de 72°C durante 10 min.

A amplificagdo era confirmada através da eletroforese em gel agarose pela
presencga de produtos com 427 pb. Para a digestao enzimatica (RFLP) foi utilizada a
quantidade de 10 U da enzima Alw44l (Thermo Scientific) na solugéo de digestéo, e
incubado em banho-maria a temperatura de 37 °C por 2 h. A enzima Alw44l possui
um sitio de reconhecimento 5’-GA"TGCAC-3’ que permite a discriminagao alélica A/G,
gerando um perfil de restricdo correspondente ao: (1) gendtipo homozigoto selvagem
GG: 332 pb e 95 pb, (2) gendtipo heterozigoto AG: 332 pb, 307 pb, 95 pb e 25 pb, (3)

gendtipo homozigoto mutante AA: 307 pb e 25 pb.

3.4.3 Analise do polimorfismo rs9939609 do gene FTO

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

Os valores definidos para a termociclagem foram: 94°C durante 5 min para a
pré-desnaturagao, 20 ciclos de 94°C por 45 s, 61°C por 45 s (queda de 0,5°C/seg) e
72 °C por 45 s, seguida de 15 ciclos de 94°C durante 45 s para o anelamento, 51°C

por 45 s, e 72°C por 45 s, e por fim, a extensao final de 72°C durante 10 min.
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A amplificacdo foi confirmada através da eletroforese em gel agarose pela
presenca de fragmentos com 182 pb. Para a digestdo enzimatica (RFLP) foi utilizada
a concentracao de 10 U da enzima Scal (Thermo Scientific) na solu¢ao de digestao,
incubado em banho-maria a temperatura de 37 °C por 2 h. A enzima Scal possui um
sitio de reconhecimento 5-AGTAACT-3’ que permite a discriminagao alélica T/A,
gerando um perfil de restricdo correspondente ao: (1) gendtipo homozigoto selvagem
TT: 182 pb, (2) gendtipo heterozigoto TA: 182 pb, 154 pb e 28 pb, (3) gendtipo
homozigoto mutante AA: 154 pb e 28 pb °°. Para a eletroforese dos produtos da
digestao utilizou-se a concentragao de 3% de agarose.

O resumo das técnicas adotadas para a genotipagem dos trés polimorfismos

€ demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 — Técnicas adotadas para analise genotipica dos polimorfismos dos genes ADIPOQ,
LEPe FTO
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Fonte: da autora

3.5 Processamento dos dados e analise estatistica

Os dados foram armazenados em banco de dados criado no programa Excel
da Microsoft® Office 2003, e analisados no programa SPSS versao 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). A anadlise estatistica detalhada esta descrita no item Material and

Methods do apéndice B.

35



3.6 Aspecto ético

O desenvolvimento do estudo seguiu os requisitos da Resolugéo 466/12 (antiga
196/96) do Conselho Nacional de Salde/Ministério da Salde'®, que regulamenta
pesquisas envolvendo seres humanos. Apds apresentar a parturiente os objetivos,
riscos e beneficios da pesquisa, quando houve a concordancia tanto para ela quanto
para seu filho de participarem do estudo, a mesma assinou o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice A) em duas vias, sendo uma de posse da
parturiente e outra da equipe. A coleta do material bioldgico foi realizada obedecendo-
se as normas de biosseguranga, as informacdes geradas ficardo sob responsabilidade
do coordenador do estudo e serdo utilizadas apenas para produgao cientifica.
Qualquer forma de divulgagdo cientifica sera realizada sem a identificagdo dos
participantes. Este estudo foi aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa da

UNIVILLE, oficio n® 107/2011.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas do Programa de Pdés Graduagdo em Saude e Meio
Ambiente da UNIVILLE, este capitulo esta apresentado no formato de artigo cientifico,
o qual ja foi submetido para publicagdo ao periddico “American Journal of Human
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ABSTRACT

Objective: The main objective was to evaluate the association of ADIPOQ rs2241766, LEP
17799039 and FTO 159939609 polymorphisms with weight status of Brazilian newborns.
Methods: This is a cross-sectional study conducted in a public maternity hospital in the city
of Joinville/SC, Brazil. We included large for gestational age (LGA) newborns (n = 105) and
the same number of small for gestational age (SGA)/adequate for gestational age (AGA)
newborns. Genotyping of 1s2241766, rs7799039, and rs9939609 polymorphisms were
conducted using PCR-RFLP methods. Logistic regression analysis was used to investigate the
association between LGA newborns and the polymorphisms.

Results: Newborns carrying GG genotype of r1s7799039 polymorphism had 2.12 times more
odds of born LGA when compared with GA+AA genotypes (95% CI: 1.17-3.83). This result
did not change substantially after adjusting for potential confounding variables (OR = 1.98;
95% CI 1.05-3.73), and the interaction among polymorphisms (OR = 1.98; 95% CI 1.05-
3.74). Regarding the ADIPOQ polymorphism, we found that newborns carrying 7G or GG
genotypes had 1.88 more odds of born LGA when compared with infants carrying 7T
genotype, however without statistic significance (P = 0.082). No association was found
between FTO gene polymorphism and newborn weight status.

Conclusions: Our study found that GG genotype of LEP polymorphism rs7799039 is a risk
factor for LGA infants. The exact role and action mechanism of the GG genotype of LEP
gene polymorphism in weight status control remains to be elucidated and more studies are

needed.

Key words: polymorphisms, ADIPOQ, LEP, FTO, weight status.

INTRODUCTION

Obesity is a complex chronic disease and its global prevalence has more than doubled
between 1980 and 2014 (World Health Organization, 2015). Among children under the age of
five, 42 millions were overweight or obese (World Health Organization, 2015). According to
the World Health Organization (WHO), childhood obesity is one of the most important public

health problems of the 21% century, since it increases the probability of obese children
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becoming obese adults and develop noncommunicable diseases, at an early age (World
Health Organization, 2000).

Many genes have been associated with obesity in adults (Rankinen et al., 2006), and
about 50% of weight and length variation at birth can also be explained by genetic
components (Lunde et al., 2007). Adiponectin (ADIPOQ), leptin (LEP), and fat mass and
obesity-associated (F70) gene polymorphisms have been highlighted because they are
associated with overweight, obesity, and variations in anthropometric and biochemical
measurements (Frayling et al., 2007; Hinuy et al., 2008; Li et al., 2012).

Adiponectin is a protein secreted by adipocytes and present in an inversely proportional
concentration in relation to the quantity of fat tissue (Arita et al., 1999; Scherer et al., 1995).
Previous studies conducted in adults demonstrated that the rs2241766 polymorphism of the
ADIPOQ gene is associated with body weight changes (Menzaghi et al., 2002; Stumvoll et al.,
2002). Leptin, in turn, is a hormone whose role is to provide signs to the central nervous
system about consumption and storage of corporal energy (Considine, 2005). The rs7799039
polymorphism of the LEP gene has been associated with variation in serum leptin and body
mass index (BMI) in adults (Mammes et al., 2000). Although the FTO gene function is not
completely understood, some authors suggest that rs9939609 polymorphism of the F70O gene
is also associated with increasing weight and BMI in adults (Dina et al., 2007; Frayling et al.,
2007). However, to the best of our knowledge, we did not found studies evaluating the
influence of the polymorphisms as mentioned earlier on weight status of newborns.

The main objective of our cross-sectional study was to evaluate the effect of ADIPOQ
(rs2241766), LEP (1s7799039) and FTO (rs9939609) gene polymorphisms on the weight

status of newborns.

MATERIAL AND METHODS
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Study design and population
This is a cross-sectional study. All women attended in a public maternity in the city of
Joinville/SC — Brazil, between January 14" and February 16" of 2012, over the age of 18
years old, giving birth to a full-term singleton (between 37 and 42 weeks of gestation) were
asked to participate in this study. An in-depth description of the overall study was previously
published (Sales et al., 2015). We excluded neonates with any anomalies interfering with their
weight and height measurement, or who were adopted immediately after delivery. Mothers
with preeclampsia and/or diagnosed with toxoplasmosis, human immunodeficiency virus
infection, syphilis or hepatitis, and who had incomplete data were also excluded.

As previously described, of the 435 mother-infant dyads participating enrolled in
2012, 105 were classified as LGA (> 90" percentile according to age and gender) (Lubchenco
etal., 1963), 325 were AGA (10-90™ percentile), and 4 were SGA (< 10" percentile). For this
study we considered only LGA newborns, and another group of non-LGA, composed by 105

newborns SGA/AGA who were randomly selected from a simple sampling.

Data collection

We collected self-reported information from each mother at the time of delivery as
age, education, family income, smoking status prior to pregnancy, number of previous
pregnancies and months in-between deliveries. Information on a diagnosis of diabetes
mellitus was obtained from the patient’s record. Additional details on data collection have
been previously described (Sales et al., 2015). Pre-pregnancy BMI [weight (kg)/height (m )]
was calculated based on each mother’s self-reported pre-pregnancy weight and height, being
classified according to the WHO BMI cut-off recommendations (World Health

Organization,1998).

41



Gestational weight gain (GWG) was calculated by subtracting pre-pregnancy weight
from weight at delivery, the latter being measured on the day of delivery. GWG validity was
assessed according to the 2009 Institute of Medicine (IOM) recommendations (Rasmussen
and Yaktine, 2009).

Newborn data including weight, height, delivery type and sex were collected from the
hospital records. Ponderal Index Rohrer (PI) was calculated through the equation
[weight(g)/length(cm) ] x 100, newborns being classified as asymmetric if the PI was <2.51,
and symmetric when the PI was > 2.51 (Miller and Hassanein, 1973). Apgar index in the first
minute was considered normal when scores were equal or greater than 7 points.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Univille University,
n® 107/2011.

Genotyping analysis

An umbilical cord blood droplet from the newborn was transferred to an FTA Clone
Saver® card (Whatman® BioScience, USA), which was impregnated with preservative
reagents of genetic material and stored in a desiccator, without humidity, for posterior
analysis.

Genomic DNA was extracted from FTA cards using the method described by Kline
(2002). The 152241766 (ADIPOQ), rs7799039 (LEP) and 1s9939609 (FTO) polymorphisms
were analyzed by Polymerase Chain Reaction (PCR). DNA was amplified using the following
primers: forward: '5-TCTCTCCATGGCTGACAGTG-3' and reverse: '5-
CCTTTCTCACCCTTCTCACC-3', for the ADIPOQ gene (Menzaghi et al., 2002); forward:
S-CTTTTGTTTTGTTTTGCGACAGGGGTGC-3’ and reverse: ‘5-
GCTCCCTTTGCCCGACCCCG-3’, for the LEP gene (Hinuy et al., 2008); and forward: 5'-

AACTGGCTCTTGAATGAAATAGGATTCAGA-3' and reverse: 5'-
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AGAGTAACAGAGACTATCCAAGTGCAGTAC-3', for the FTO gene (Lopez-Bermejo et
al., 2008).

After amplification, the procedure was followed by Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) using restriction enzymes Smal (Fermentas), for the ADIPOQ gene
polymorphism; Alw441 (Fermentas), for the LEP gene polymorphism; and Scal (Fermentas),
for the FTO gene polymorphism.

PCR products and restriction fragments were separated by 2-3% agarose gel
electrophoresis at 100 V for 1 hour, stained with ethidium bromide, and submitted under UV
light in a trans illuminator and posterior scanning (MiniBIS, DNR Biolmaging Systems Ltd.,
Jerusalem, Israel). Genotype patterns were compared to a 50/100 DNA Ladder (Fermentas),
analyzing the corresponding restriction patterns of ADIPOQ gene polymorphism (250bp for T
allele; 164bp and 86 bp for G allele), LEP gene polymorphism (332bp and 95 bp for G allele;
337bp for A allele), and FTO gene polymorphism (182bp for T allele; 154bp ad 28 bp for A

allele).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
The general characteristics of mothers and their children were compared between SGA/AGA
and LGA infants, respectively the control and the case groups. Continuous variables were
categorized. Categorical variables and the agreement of genotypes frequencies with Hardy-
Weinberg equilibrium expectations were tested through chi-square tests.

To investigate the association between LGA newborns and the polymorphisms, the odds
ratios (OR) with 95% confidence intervals (Cls) were calculated using logistic regression.
Due to the small number for rare alleles, the genotypes GG (ADIPOQ), AA (LEP) and AA

(FTO) were combined with those having the heterozygous genotype (TG, GA, and TA for
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ADIPOQ, LEP and FTO genes, respectively). An unadjusted analysis was used to estimate the
crude effect of each polymorphism on the LGA newborns (in relation to non-LGA newborns)
outcomes. Using forced analysis of the variables in the model, we selected important
confounders to adjust the models (age, education, family income, marital status, GWG,
smoking before pregnancy, diabetes and sex), in multivariable analysis to reveal the
independent polymorphic determinants of LGA newborns. We also tested the
polymorphisms’ interaction as potential confounders in the effect between the ADIPOQ, LEP

and FTO polymorphisms. Analyses were considered statistically significant when P <0.05.

RESULTS

The general characteristics of the mothers and their newborns are described in Table 1.
Mothers who had LGA newborns experienced excessive gestational weight gain (58.7%, P =
0.013), and had more cesarean section rates (60.0%, P = 0.023) when compared to mothers
who had no LGA newborns [Table 1 here].

Table 2 presents the genotype and allele frequencies of the investigated newborn
polymorphisms. Except for the FTO gene polymorphism, the ADIPOQ and LEP genes
polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium (P > 0.05). Additionally, LGA
newborns demonstrated a higher prevalence of GG genotype of the LEP rs7799039
polymorphism when compared with SGA/AGA newborns (46.9% vs. 29.5%, respectively; P
=0.043). The major allele frequency of LEP gene polymorphisms was also higher in LGA
infants (G: 0.673) than SGA/AGA (G: 0.574). No association was found between weight
status and ADIPOQ or FTO gene polymorphisms [Table 2 here].

Table 3 demonstrates the genetic determinants of LGA newborns. Unadjusted analysis
showed that newborns carrying GG genotype of rs7799039 had 2.12 times the risk of being

born LGA when compared with infants carrying GA+AA genotypes (95% CI: 1.17-3.83).

44



These results did not change substantially after adjusting for potential confounding variables
(OR =1.98; 95% CI 1.05-3.73). The polymorphisms’ interaction adjusted analyses also
demonstrated similar results (OR = 1.98; P <0.05). Regarding ADIPOQ polymorphism, in all
analyses we found that newborns carrying 7G or GG genotypes had 1.88 more odds of born
LGA when compared with infants carrying a 77 genotype, however without statistic
significance (P = 0.082). No association was found between FTO gene polymorphism and

newborn weight status [Table 3 here].

DISCUSSION

We found an association between LEP polymorphism rs7799039 and weight status in
a cross-sectional study of Brazilian newborns. Our results demonstrate that newborns carrying
GG genotype of 1s7799039 polymorphism of LEP gene have two times more odds of being
born LGA than those with GA+AA genotypes, suggesting that LEP gene polymorphism might
be a weight status predictor. To the best of our knowledge, this is the first study to investigate
the association of LEP, ADIPOQ and FTO genes polymorphisms in newborn weight status.
From the public health perspective, determine genetic variants that are associated with weight
status on the first years of life can potentially contribute to the development strategies to
prevent an obesogenic framework early in life.

The frequency of major alleles of ADIPOQ (non-LGA T: 0.924; LGA T: 0.872), and
LEP (non-LGA G: 0.574; LGA G: 0.673) genes polymorphisms have been previously
reported in other studies (Hinuy et al., 2008; Mackevics et al., 2006). In our study, the
frequencies of FTO gene polymorphism major allele in LGA (T: 0.700), and SGA/AGA (T:
0.705) groups were higher than the ones reported by other authors (da Silva et al., 2013;
Fawwad et al., 2015). We believe that the small sample size of our study may be the reason

for such higher frequencies.
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The association between LEP gene polymorphism and risk of excess body weight
among children and adults has also been previously described by other authors (Boumaiza et
al., 2012; Gormus et al., 2014; Hinuy et al., 2008; Mammes et al., 2000; Riestra et al., 2010;
Wang et al., 2006). Some studies demonstrated that the AA genotype of the rs7799039
polymorphism is associated with an increased risk of obesity and metabolic syndrome
(Boumaiza et al., 2012; Gormus et al., 2014). In addition, the AA genotype seems to be
associated with increased BMI, energy expenditure, waist circumference, serum leptin, insulin
and total cholesterol levels (Boumaiza et al., 2012). Nonetheless, the results are still
controversial. Some authors have reported that AA genotype is associated with decreased
BMI, waist circumference, body fat percentage, and serum leptin levels (Riestra et al., 2010),
therefore concluding that it is GG the genotype associated with obesity, increased BMI and
waist circumference (Hinuy et al., 2008; Hinuy et al., 2010; Wang et al., 2006). Our results
corroborate with these reports demonstrating that the GG genotype of the rs7799039
polymorphism increases up to twice the risk of being born LGA, even after adjusting for
potential confounders.

The differences among the results found by other authors can be explained by factors
such as sample size, the ethnic background of population or by the interaction of the LEP
polymorphism with other variants in leptin and/or leptin receptor genes. Two repetitive
sequences, MERI I, and Alu, are located in the LEP promoter region, which is also located the
rs7799039 polymorphism, and these might regulate LEP expression (Hinuy et al., 2010;
Mammes et al., 2000). The insertion of a Sp/ functional placental enhancer into the MER11 is
related to the LEP expression (Hinuy et al., 2010; Mammes et al., 2000). LEP gene is
responsible for producing leptin hormone, whose function is promoting the regulation of food
intake, body weight, metabolism and reproductive functions (Friedman and Halaas, 1998;

Zhang et al., 1994); for these reasons, it could potentially lead to changes in weight status of
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newborns. The serum leptin levels increasing are associated with higher weight at birth
(Donnelly et al., 2015; Fonseca and Santos, 2015; Hassink et al., 1997; Tsai et al., 2004), and
the presence of -2548GG genotype of LEP gene polymorphism seems to contribute to this
increase (Constantin et al., 2010; Hinuy et al., 2010; Riestra et al., 2010).

ADIPOQ and FTO gene polymorphisms have also been related to overweight and
obese statuses in adults, adolescents, and children (Frayling et al., 2007; Loos et al., 2007).
Some studies have showed that the GG genotype of ADIPOQ gene polymorphism is
associated with obesity, metabolic syndrome and increased body fat (Li et al., 2012; Loos et
al., 2007; Wu et al., 2014). A study involving Korean newborns showed that GG genotype has
a strong association with weight at birth (Kong et al., 2013). Similar results were found with
FTO gene polymorphism, which has been shown to be associated with anthropometric and
biochemical variables, as well as with excess body weight (Dina et al., 2007; Frayling et al.,
2007; Gerken et al., 2007; Liu et al., 2010; Reuter et al., 2015; Yang et al., 2014). Some
authors have demonstrated that “A” allele of r$9939609 polymorphism of FTO gene is
associated with greater accumulation of body fat and increase BMI, waist and hip
circumference, blood pressure, triglycerides and low-density lipoprotein cholesterol, and a
further decrease in high-density lipoprotein cholesterol (Dina et al., 2007; Frayling et al.,
2007; Gerken et al., 2007; Liu et al., 2010; Reuter et al., 2015; Yang et al., 2014). However,
other studies have demonstrated no association between F'70 gene polymorphism and weight
status (Fawwad et al., 2015; Solak et al., 2014), which is in agreement with the results of our
study.

The investigation of three polymorphisms using the same group of subjects and the
adjustment for several important confounding factors are important strengths of this study.
However, there are some limitations to be considered. First, the small sample size seems to

have influenced the results of ADIPOQ gene polymorphism, since only three children showed
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the mutant GG genotype. Second, the small number of individuals investigated is also the
possible reason for the FTO gene polymorphism was not in Hardy-Weinberg equilibrium.
Lastly, due to the low quality of some blood samples, it was not possible to analyze the LEP
gene polymorphism data from 17 participants. Although, even under these conditions, we
were able to demonstrate the association between rs7799039 LEP gene polymorphism and the
newborn weight status.

In summary, our study showed the influence of LEP gene polymorphism as a risk factor
for LGA infants, and a possible later development of excess body weight. More studies are
needed to elucidate the exact role and functionality of the GG genotype on the LEP gene
polymorphism in the weight status. Further research should be conducted with the prospect of

evaluating the polymorphisms’ effect later in life.
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TABLE 1. Characteristics of mothers and their children by weight status of children

Weight status

Characteristics SGA/AGA LGA Total P
n (%) n (%) n (%)
Mothers
Age (years) 0.496
20-30 60 (51.7) 56 (48.3) 116 (55.2)
<20 12 (40.0) 18 (60.0) 30 (14.3)
>30 33 (51.6) 31 (48.4) 64 (30.5)
Education (years) 0.285
>12 16 (59.3) 11 (40.7) 27 (12.8)
9-12 52 (45.2) 63 (54.8) 115 (54.8)
<9 37 (54.4) 31 (45.6) 68 (32.4)
Family income (MS)? 0.447
>3 63 (48.5) 67 (51.5) 130 (63.1)
<3 41 (53.9) 35 (46.1) 76 (36.9)
Marital status 0.173
Marriage/Consensual union 86 (48.0) 93 (52.0) 179 (85.2)
Others 19 (61.3) 12 (38.7) 31 (14.8)
Pregnancies 0.642
1 32 (49.2) 33 (50.8) 65 (30.9)
2 35 (54.7) 29 (45.3) 64 (30.5)
>3 38 (46.9) 43 (53.1) 81 (38.6)
Delivery time interval (months)® 0.459
<48 29 (52.7) 26 (47.3) 55 (40.7)
>48 37 (46.3) 43 (53.8) 80 (59.3)
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 0.677
<25 56 (48.7) 59 (51.3) 115 (54.8)
>25 49 (51.6) 46 (48.4) 95 (45.2)
Gestational weight gain 0.013
Adequate 62 (58.5) 44 (41.5) 106 (50.5)
Excessive 43 (41.3) 61 (58.7) 104 (49.5)
Smoking before pregnancy 0.079
No 80 (47.1) 90 (52.9) 170 (81.0)
Yes 25 (62.5) 15 (37.5) 40 (19.0)
Diabetes 0.580
No 99 (50.5) 97 (49.5) 196 (93.3)
Yes 6 (42.9) 8(57.1) 14 (6.7)
Children
Sex 0.269
Male 47 (46.1) 55(53.9) 102 (48.6)
Female 58 (53.7) 50 (46.3) 108 (51.4)
Type of delivery 0.023
Normal 73 (56.2) 57 (43.8) 130 (61.9)
Cesarean section 32 (40.0) 48 (60.0) 80 (38.1)
Rohrer’s ponderal index 0.055
>2.51 99 (48.8) 104 (51.2) 203 (96.7)
<2.51 6 (85.7) 1(14.3) 7@3.3)
Apgar first minute 0.638
=7 96 (50.5) 94 (49.5) 190 (90.5)
<7 9 (45.0) 11 (55.0) 20 (9.5)

SGA, small for gestational age; AGA, adequate for gestational age; LGA, large for gestational age; MS,
minimum salary $305.60USD; BMI, body mass index.

“n =206

bn =135
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TABLE 2. Genotype frequencies of the ADIPOQ, LEP and FTO polymorphisms and major allele frequencies by weight status.

Weight status Major allele
Characteristics SGA/AGA LGA Total p SGA/AGA LGA
n (%) n (%) n (%) Frequency HWE P value Frequency HWE P value
ADIPOQ 152241766 0.211 0.924 0.588 0.872 0.818
TT 90 (85.7) 80 (76.2) 170 (81.0)
TG 14 (13.3) 23 (21.9) 37 (17.6)
GG 1(1.0) 2(1.9) 3(1.4)
LEP 157799039 0.043 0.574 0.171 0.673 0.476
GG 28 (29.5) 46 (46.9) 74 (38.3)
GA 53 (55.8) 40 (40.8) 93 (48.2)
AA 14 (14.7) 12 (12.2) 26 (13.5)
FTO rs9939609 0.357 0.705 <0.001 0.700 0.011
TT 44 (41.9) 46 (43.8) 90 (42.8)
TA 60 (57.1) 55(52.4) 115 (54.8)
AA 1(1.0) 4(3.8) 524

SGA, small for gestational age; AGA, adequate for gestational age; LGA, large for gestational age; HWE, Hardy-Weinberg Equilibrium.
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TABLE 3. Risk for large for gestational age newborns and associated polymorphisms. Joinville, Brazil, 2012

Characteristics Unadjusted analysis Adjusted analysis® Polymorphisms’ interaction adjusted analysis®
0Odds ratio (95% CI) P 0dds ratio (95% CI) P 0dds ratio (95% CI) P

ADIPOQ 152241766

TT 1.00 (ref) 1.00 (ref) 1.00 (ref)

TG + GG 1.88 (0.92-3.80) 0.082 1.90 (0.89-4.03) 0.096 2.01 (0.90-4.47) 0.087
LEP 157799039

GA + AA 1.00 (ref) 1.00 (ref) 1.00 (ref)

GG 2.12 (1.17-3.83) 0.013 1.98 (1.05-3.73) 0.034 1.98 (1.05-3.74) 0.036
FTO 159939609

TT 1.00 (ref) 1.00 (ref) 1.00 (ref)

TA + AA 0.93 (0.54-1.60) 0.780 0.99 (0.55-1.77) 0.962 1.11 (0.59-2.11) 0.744

CI, confidence interval.
2Adjusted for age, education, family income, marital status, gestational weight gain, smoking before pregnancy, presence of diabetes and sex.
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5 CONCLUSAO

Nosso estudo revelou que recém-nascidos com o genétipo GG para o
polimorfismo rs7799039 do gene LEP apresentaram 2,12 mais chances de nascerem
GIG quando comparadas aos recém-nascidos com os genotipos GA+AA. Os
resultados nédo sofreram diferengas substanciais depois de ajustados para outras
covariaveis. Portanto a presenga do gendtipo GG do polimorfismo LEP rs7799039
pode ser considerado um fator de risco para o nascimento de recém-nascidos GIG.
Os polimorfismos dos genes ADIPOQ e FTO nao foram associados ao estado

nutricional dos recém-nascidos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Conforme Resolucoes 196 e 340 do Conselho Nacional de Satide

Eu, concordo participar do estudo “Preditores da retencao

de peso da parturiente no pés-parto, e do estado nutricional do recém-nascido™, sob coordenacdo dos Profs. Marco F.
Mastroeni e Silmara SBS Mastroeni, e dos pesquisadores Sandra A. Czarnobay e Silleno JD Jinior. Esta pesquisa serd
realizada no periodo de janeiro a abril de 2012. O objetivo desta pesquisa € determinar os principais preditores da
retencdo de peso da parturiente no pos-parto, e do estado nutricional de recém-nascidos na Maternidade Darcy Vargas de
Joinville, SC. Declaro permitir que os pesquisadores envolvidos na pesquisa obtenham meus dados e de meu filho para
serem utilizados exclusivamente nesta pesquisa. Tais dados incluem idade, estado civil, tabagismo, renda, escolaridade,
estatura, peso, tipo de parto, idade da menarca, paridade, nimero de gestagdes, nimero de consultas pré-natal, intervalo
interpartal, idade gestacional, uso de medicamentos e informacdes sobre comorbidades. Em relacdo ao meu filho serdo
obtidos dados sobre peso, comprimento, apgar, circunferéncias craniana e tordcica ao nascer. Fornecerei todos os dados
de forma gratuita. O tnico exame que ird gerar um desconforto devido a puncao venosa serd a colheita de sangue para a
dosagem dos exames de: colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicerideos, hemoglobina glicada, leptina, adiponectina e
outros metabdlitos associados, caso estritamente necessdrio. Uma gota de sangue serd utilizada para o estudo de genes
associados a obesidade. Poderei optar em receber ou nao os resultados dos exames, os quais poderdo ser utilizados para
divulgacao cientifica porém, sem a minha identificacdo e a de meu filho. A amostra de sangue serd encaminhada ao
laboratério conveniado, onde serd processada e analisada. Com o término desta pesquisa minha amostra de sangue e a de
meu filho serdo descartados pelo coordenador da pesquisa. A amostra contendo o material genético serd armazenada na
Univille e poderei retird-la/elimind-la quando eu julgar necessdrio. Caso seja diagnosticado qualquer tipo de doenca serei
imediatamente encaminhada ao SUS para acompanhamento médico. No caso de eventual dano comprovadamente
ocasionado pela colheita de sangue, receberei indenizacdo na forma de acompanhamento médico pelo SUS e custeio de
medicamentos necessdrios ao tratamento.

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

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

ATENCAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa € voluntdria. Em caso de divida quanto aos seus direitos,
escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da UNIVILLE. Endereco — Paulo Malschitzki, 10 - Bairro Zona Industrial -
Campus Universitdrio - CEP 89.219-710 -Joinville/ SC.

Data: / /2012, Joinville, SC.
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