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RESUMO

Introducdo: A sindrome metabdlica (SMet) é doenca multifatorial, resultante da
complexa interacdo entre fatores fisiol6gicos, comportamentais, culturais e genéticos
gque aumentam o risco de desenvolvimento de doencas crbnicas, como diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia, e consequentemente,
aumento do risco cardiovascular e de morte prematura. Apesar do amplo
conhecimento de que a adiposidade e resisténcia insulinica exercem papel relevante
no desenvolvimento desta sindrome, os fatores genéticos envolvidos ainda nao
estdo esclarecidos na sua totalidade. Os receptores ativados por proliferador de
peroxissomo gama (PPARy) desempenham papel importante na adipogénese e no
metabolismo de lipideos e hidratos de carbono. Sua variabilidade genética, em
particular, o polimorfismo rs1801282 (Prol2Ala), é investigado como possivel
marcador genético preditivo para a esteatose hepética, diabetes mellitus e outras
condi¢cBes. No entanto, os estudos que abordam essa questdo no contexto da SMet
sdo escassos na literatura. Objetivo: Este estudo destinou-se a determinar as
frequéncias genotipicas e alélicas de rs1801282 em 179 controles e em 154
pacientes com SMet que vivem em Brasilia, Brasil e também examinar a associacao
com variaveis antropométricas, bioquimicas e hemodinamicas neste ultimo grupo.
Metodologia: DNA foi extraido pelo método de Chelex-100 e as determinacdes dos
genotipos foram realizadas por meio da reagcdo em cadeia da polimerase alelo
especifico. Resultados: A distribuicdo de frequéncia do genétipo no grupo SMet ndo
foi estatisticamente diferente da frequéncia nos controles. Na SMet, a frequéncia do
genatipo foi 0,869 para o CC, e 0,103 para CG, enquanto as frequéncias alélicas
foram 0,948 para C e 0,052 para o alelo G. No grupo controle, as frequéncias

genotipicas e alélicas foram 0,882 para CC, 0,117 para CG; e 0,941 para C e 0,059



para G, respectivamente. O gendtipo GG néo foi encontrado em quaisquer dos dois
grupos. As distribuicbes genotipicas e as frequéncias alélicas estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg. Nenhum marcador péde ser detectado a partir da analise das
variaveis antropométricas, bioquimicas e hemodinamicas no grupo SMet.
Conclusao: Nossos dados sugerem que esse polimorfismo ndo esta correlacionado
com predisposicdo a SMet. Este resultado, obtido em uma pequena amostra da
populacao de Brasilia, estd em consonancia com os achados anteriores relatados na
literatura sobre a prevaléncia deste polimorfismo no PPARy em populacdes de
diferentes origens étnicas.

Palavras-chave: Polimorfismo; gene do receptor ativado por proliferador de

peroxissomo gama 2; diabetes mellitus tipo 2; sindrome metabdlica; obesidade



ABSTRACT
Introduction: The metabolic syndrome (MetS) is a multifactorial disorder which
results from the complex interaction between physiological, behavioral, cultural and
genetic factors that increase the risk of developing chronic diseases such as
hypertension, type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia, and consequently, increased
cardiovascular risk and early deaths. Despite current knowledge that adiposity and
insulin resistance play a relevant role in the development of this syndrome, the
genetic factors involved are still unclear in their entirety. Peroxisome proliferator
activated receptor-gamma (PPARy) plays an important role in lipid homeostasis,
adipogenesis and insulin resistance, which implicates a possible role for PPARy gene
in predisposition to MetS. Indeed, variability in this gene, in particular, the rs1801282
(Prol2Ala) polymorphism, has been investigated as a possible predictive genetic
marker for hepatic steatosis, diabetes mellitus and other conditions. However,
studies addressing this issue in the context of MetS are scarce in the literature.
Objective: This study aimed to determine the genotypic and allelic frequencies of the
rs1801282 polymorphism in 179 controls and 154 patients with MetS from Brasilia,
Brazil, and also to examine the correlation of the genotype with anthropometric,
biochemical and hemodynamic variables, in the last group. Methods: DNA was
extracted by the Chelex-100 method (121), and rs1801282 genotype assignments
were conducted by allele-specific polymerase chain reaction. Results: The genotype
frequency distribution in MetS group was not statistically different from the frequency
in controls. In MetS, genotype frequency was 0,869 for the CC and 0,103 for CG,
whereas allelic frequencies were 0,948 for C and 0,052 for G allele. In the control
group, genotypic and allelic frequencies were 0,882 for CC, 0,117 for CG; and 0,941

for C and 0,059 for G, respectively. The GG genotype was not found in any of the



two groups. Allelic and genotypic frequencies for this polymorphism were in Hardy-
Weinberg equilibrium. No marker could be detected from the analysis of
anthropometric, biochemical and hemodynamic variables in the MetS group.
Conclusions: Our data suggest that this polymorphism is not correlated with
predisposition to MetS. This result, obtained in a small sample of the population of
Brasilia, is in line with previous findings reported in the literature of the prevalence of

this polymorphism in PPARyin populations of diverse ethnic backgrounds.

KEYWORDS: Polymorphism; peroxisome proliferator-activated receptor-gamma 2

gene; type 2 diabetes mellitus; metabolic syndrome; obesity.
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PREFACIO

Ao longo das ultimas décadas, os novos habitos de vida relacionados aos
avancos tecnolégicos tém levado a diminuicAo da pratica de atividades fisicas
comuns, 0 que, aliado a mudangas comportamentais e dietéticas, tem contribuido
para uma desregulacdo do balangco energético e das vias metabodlicas essenciais
para o organismo humano. As alteracdes resultantes desse processo estao inseridas
no contexto da chamada sindrome metabdlica.

Esta sindrome é caracterizada como doenca multifatorial e de complexa
interacdo entre fatores fisiologicos, comportamentais, culturais e genéticos, que
aumentam o risco de desenvolvimento de doencas cronicas como hipertenséo
arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia e, consequentemente,
aumento do risco cardiovascular e de 6bitos precoces (1).

Obesidade e diabetes mellitus tém sua prevaléncia em constante aumento
nao so6 no Brasil, mas em todo o mundo (2). Constituem graves problemas de saude
publica em consequéncia dos gastos crescentes ndo s para tratamento, mas
também por suas sequelas e incapacidade laborativa.

Apesar dos conhecimentos atuais de que a adiposidade corporal e resisténcia
insulinica tém papel relevante no desenvolvimento da sindrome metabdlica, eles
sozinhos nédo sao suficientes para o surgimento da sindrome. Tanto é verdade que
nem todos os individuos com obesidade e resisténcia a insulina desenvolvem
sindrome metabdlica. Nesse contexto, torna-se importante a investigacao de fatores
genéticos que possam estar envolvidos devido aos diferentes componentes e
mecanismos patogénicos. Em parte, até 0 momento, 0S mecanismos genéticos
ainda néo foram esclarecidos em sua totalidade.

Nesta conjuntura, surgem o0s receptores ativados por proliferadores de
peroxissomos (PPARS), grupo de proteinas receptoras nucleares que funcionam
como fatores de transcricdo na regulacao e expressdo de genes que controlam a
regulacéo do diversos processos metabdlicos e celulares.

O PPAR gama (PPARYy), subtipo dos PPARSs, apesar de ser expresso em
varios orgdos e tecidos, tem sua maior expressdo no tecido adiposo, e esta
envolvido na adipogénese e lipogénese, além de ter impacto como um fator de
transcricdo de sensibilizacdo a insulina, ja que a delecdo especifica de PPARy em

s

tecido adiposo e mdusculo provoca resisténcia insulinica. Outrossim, PPARy é


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_nuclear
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fator_de_transcri%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gene
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo

identificado como alvo de acdo das tiazolidinedionas (ou glitazonas), drogas
utilizadas para tratamento das alteracdes metabdlicas dos carboidratos, por
melhorar a acdo da insulina.

Posto isso, sdo diversas as pesquisas genéticas que envolvem o estudo dos
polimorfismos do gene PPARy, em especial do rs1801282 (Prol2Ala), na
suscetibilidade ao desenvolvimento da sindrome metabdlica, em populacdes
variadas.

Contudo, estes estudos tém proposto conclusdes diversas. Alguns afirmam
gue a presenca do polimorfismo conferiria um efeito protetor (3), outros indicam que
seria um fator de maior susceptibilidade (4, 5), e existem ainda aqueles que
assinalam como indiferentes (6-8).

Conhecer as bases genéticas da sindrome metabdlica pode ser uma
ferramenta para o desenvolvimento de alvos terapéuticos no tratamento dessa
condicdo clinica tdo relevante para a saude na atualidade. O presente estudo tem
como finalidade descrever a prevaléncia do polimorfismo Prol2Ala do gene
PPARy em individuos sadios e em portadores de sindrome metabdlica residentes
em Brasilia. Dessa forma, pretende-se contribuir para melhor esclarecimento do
verdadeiro papel desse polimorfismo na génese da sindrome, em especial na
populacdo brasileira, que nado foi investigada nesse contexto, pelo menos para o

nosso conhecimento.
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1 INTRODUCAO

1.1 SINDROME METABOLICA

1.1.1 Definicéo

A sindrome metabdlica (SMet), tal qual conhecemos hoje, é caracterizada
pela associacdo de alteracbes metabdlicas interconectadas, que aumentam o risco
de doencas cardiovasculares e de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (1).

Em principio, os componentes da SMet eram descritos e estudados de forma
separada, apesar das suspeitas de que houvesse associacdo entre eles.
Em 1988, Reaven propds um modelo fisiopatologico (Sindrome X) associado ao
risco de desenvolvimento de doenca aterosclerética que unificava as anormalidades
do metabolismo da glicose, dos lipideos e a hipertensdo arterial sistémica (HAS)
com a resisténcia a insulina (RI), sendo esta o principal mecanismo para o
desenvolvimento da entdo chamada sindrome X (9). A inclusdo da obesidade no
mecanismo patogénico da sindrome so6 foi reconhecida em periodo posterior (10),
assim como a denominac¢éo passou a ser sindrome metabdlica.

As caracteristicas clinicas e bioquimicas da SMet, além das previamente
citadas, incluem também a dislipidemia aterogénica: triglicerideos (TGL)
aumentados, diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL-c), o aumento da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), (HAS), elevacdo de marcadores pro-
inflamatdérios e pro-tromboticos, bem como aumento de marcadores antifibrinoliticos
(11). Também esta associada a uma variedade de outras condicdes como a doenca
hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA), sindrome de apneia obstrutiva do sono,

sindrome dos ovarios policisticos e de célculos biliares de colesterol (12).
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1.1.2 Critérios Diagnosticos

Mesmo existindo um conceito complexo pré-estabelecido, ndo existe um
método claramente consolidado ou um padréo ouro para o diagnostico da SMet em
adultos, acarretando, por muitas vezes, confusdo e auséncia de comparabilidade
entre estudos.

Em virtude de sua relevancia clinica e com o objetivo de identificar individuos
gue pudessem ser beneficiados por medidas preventivas e propedéuticas ao longo
das dUltimas décadas, varias organizacbes e entidades cientificas como a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o European Group for de Study of Insulin
Resistance (EGIR), a International Diabetes Federation (IDF), o National Cholesterol
Education Program Third Adult Treatment Panel (NCEP-ATPIIl), a American
Association of Clinical Endocrinologists (AACE), enfrentaram o desafio de criar
definicdo com componentes, métodos e pontos de corte que deveriam ser utilizados
em cada uma das anormalidades para analise da SMet.

Em 1998, a OMS foi a primeira entidade a propor achados clinicos e
laboratoriais para a definicdo da SMet. Apesar de sua pouca aplicabilidade clinica, a
RI foi considerada como componente essencial para determinag¢do do diagndstico,
mediante o clamp euglicémico hiperinsulinémico (ponto de corte é o primeiro quartil
da populacdo em estudo) associada a, no minimo, dois outros fatores de risco
adicionais: obesidade, dislipidemia, HAS e microalbuminuria (13). Em 1999, houve
revisdo dessa definicdo em virtude dos novos critérios diagnésticos de HAS que
foram adotados pela OMS.

Nesse mesmo ano, o EGIR modificou os critérios estabelecidos pela OMS.
Contudo, assegurou a RI como pré-requisito absoluto pela dosagem da insulinemia
de jejum (ponto de corte € o quarto percentil da populacdo em estudo) associado a
mais dois critérios adicionais previamente descritos. Neste consenso, o critério para
obesidade era dado pela circunferéncia abdominal (CA), de forma contraria ao da
OMS, que estabelecia a relacdo abdome/quadril (RCQ) ou utilizagcdo do IMC. A
microalbumindria foi excluida nesta classificacéo (14).

Diferentemente destas duas publicacdes, o NCEP/ATP-IlIl, em 2001,
desenvolveu uma definicdo sindrdmica que ndo exigia a comprovacdo de RI,

facilitando sua utilizacdo na pratica clinica. Neste molde, para o diagnéstico da
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SMet, deveria ser levada em consideracéo a presenca de 3 ou mais dos seguintes
fatores de risco: hipertrigliceridemia, HDL- ¢ baixo, HAS, hiperglicemia de jejum e
obesidade abdominal (15). Em 2005, essa definicdo foi revisada para adotar novos
parametros para a hiperglicemia como glicemia de jejum > 100 mg/dI.

Dois anos depois, a AACE retomou a Rl como o fator principal da sindrome.
Esse grupo reinstituia a importancia das variaveis laboratoriais, além da HAS e
obesidade, sem estabelecer quantidade de fatores presentes para o diagnostico. Os
pacientes diabéticos foram novamente excluidos assim como havia sido feito pelo
EGIR. A essa avaliagdo foram somadas a presenca de sindrome de ovarios
policisticos, hiperuricemia, histéria familiar de DM2 ou cardiopatia (16).

Em 2005, a IDF, diante das evidéncias da relacdo entre obesidade e aumento
do risco cardiovascular, propés uma nova definicdo de SMet valorizando a
obesidade abdominal, através da CA, adaptada ao perfil antropométrico das
populacées dos diferentes continentes, como fator imprescindivel para a analise
associada a dois outros fatores do NCEP/ATP-III (17, 18).

Diante destes conflitos diagnosticos, deu-se origem a um consenso, 0 Joint
Interim Statement - (JIS), em 2009, com o aval de varias sociedades, para a
definicdo global da SMet, onde se decidiu pela ndo obrigatoriedade de qualquer
componente, e sim, a presenca de pelo menos trés componentes alterados de um
total de cinco, mais a medida da circunferéncia abdominal de acordo com as
diferentes etnias (19).

As tabelas a seguir permitem a comparac¢ao dos critérios publicados em cada

uma destas institui¢coes:
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Tabela 1 - Classificacdo da sindrome metabdlica em adultos de acordo com 0s

critérios da OMS, EGIR, NCEP/ATP- Ill, AACE e IDF

Critérios/ OMS (1999) EGIR 1999 NCEP - ATP IlI AACE 2003 IDF 2005
componente modificada 2005
Exigido Resisténcia a Resisténcia Alto risco de Obesidade central
insulina: DM2, insulinica ou resisténcia definida por etnia
TDG, GJA hiperinsulinemia de insulinica ou IMC > (se IMC = 30
Glicemia de jejum jejum no topo do 250uCA>102cm  Kg/m2 assume-se
>110 HOMA no percentil 25 (homens) ou > 88 a obesidade central
topo do percentil cm (mulheres) e CC ndo precisa
25 ser medida) *
Ndmero de
anormalidades >2de >2de >3de >2de >2de
Metabolismo Glicose de jejum Glicemia de jejum 110 -125 mg/dl Glicemia de jejum
glicémico >110 mg/dl >100 mg/dl >100 mg/dl ou
diagnéstico prévio
de DM2
Definicdo de RCQ > 0,9 em CA > 94 (homens) CA>102cm
adiposidade homens e > 0,85 ou >80 cm (homens) ou > 88 Definida por etnia *
em mulheres e/ou (mulheres) cm (mulheres)

Colesterol HDL- ¢
(mg/dl)

Triglicerideos

Hipertensao
arterial (mmHg)

Microalbumindria

Albumina /
Creatinina

IMC > 30 kg/m?

< 35 (homens) ou
< 39 (mulheres)

TGL 2150 mg/dI

PA 2140/ 90 mmHg

> 20g/min ou

> 30 mg/g

< 40 ou tratamento
de dislipidemia

TGL 2180 mg/d

PA 2140/ 90 mmHg
ou em tratamento
anti-hipertensivo

< 40 (homens)
< 50 (mulheres)

TGL 2150 mg/dI

PA = 130/85 mmHg

< 40 (homens) ou
< 50 (mulheres) |

TGL 2150 mg/d

PA = 130/85 mmHg

< 40 (homens)

< 50 (mulheres) ou
uso de drogas para
essa anormalidade
lipidica

TGL 2150 mg/dl ou
uso de drogas para
essa anormalidade
lipidica

PA = 140/90 mmHg
ou em tratamento
anti-hipertensivo ou
diagnoéstico prévio
de HAS

Legenda - OMS: Organizacdo Mundial da Saude, EGIR: Group for the Study of Insulin Resistance,
NCEP - ATP llI: National Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel 1ll, AACE: American

Association of Clinical Endocrinologists, IDF: International Diabetes Federation.

TDG: tolerancia diminuida a glicose, GJA: glicemia de jejum alterada, DM: diabetes mellitus, CA:

circunferéncia abdominal, HDL-c: lipoproteina de alta densidade, IMC: indice de massa corpérea, PA:

presséo arterial, TGL: triglicerideos, HOMA: homeostasis model assessment.

*Europeus: 2 94 cm para homens e 2 80 cm para mulheres. Americanos: =2 102 cm para homens e 2

88 cm para mulheres. Sul-asiaticos: 90 cm para homens e = 80 cm para mulheres. Chineses: =2 90 cm

para homens e = 80 cm para mulheres. Japoneses: = 90 cm para Homens e = 80 cm para mulheres.

Sul-americanos e centro-americanos: usar ponto de corte para sul-asiaticos. Africanos: usar ponto de

corte dos europeus ate que dados especificos estejam disponiveis; Populagdo mediterranea e arabe:

usar ponto de corte dos europeus ate que dados especificos estejam disponiveis.
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Tabela 2 - Critérios para o diagnostico clinico da sindrome metabdlica segundo o

Joint Interim Statement

Medida Pontos de corte categoricos

Aumento da CA *Definicdes especificas para
populacédo - pais

TGL elevados (tratamento especifico =150 mg/dL

€ um indicador alternativo)

HDL — ¢ diminuido (tratamento <40 mg/dL em homens; <50 mg/dL
especifico € um indicador alternativo) em mulheres.

Presséo arterial elevada (tratamento  PAS 2130 and/or PAD =85 mm Hg
especifico € um indicador alternativo)

Glicemia de jejum elevada =100 mg/dL
(tratamento especifico é um indicador
alternativo)

Legenda: CA: circunferéncia abdominal; TGL: triglicerideos; HDL-c: lipoproteina de alta densidade;
PAS: pressdo arterial sistélica; PAD: presséo arterial diastélica, IDF: International Diabetes
Federation; AHA/ NHLBI: National Heart, Lung and Blood Institute / American Heart Association.

* Recomenda-se que os pontos de corte da IDF sejam utilizados para ndo europeus e 0s pontos de
corte da IDF ou da AHA / NHLBI utilizados para pessoas de origem europeia até que mais dados
estao disponiveis (CA 294 cm em homens e 280 cm em mulheres).

A maioria dos pacientes com diabetes mellitus tipo 2 terdo a sindrome metabdlica pelos critérios
propostos.

Fonte:

1.1.3 Prevaléncia

A SMet esta aumentando em prevaléncia em todo o mundo. Entretanto, este
dado é variavel nos diferentes estudos desenvolvidos, em razdo das diferencas na
composicdo das populagbes estudadas (sexo, idade, raca e etnia) e nos critérios
diagnésticos utilizados baseados nas diferentes instituicbes de saude (20).

De acordo com os dados do National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES 1999 - 2010), nos Estados Unidos da América, a prevaléncia da SMet
estimada em adultos diminuiu de 25,5% em 1999/2000 para 22,9% em 2009/2010
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(21). Contudo, apresenta taxas mais elevadas entre os grupos étnicos / raciais
minoritarios (22).

Calcula-se que aproximadamente um quarto da populacdo adulta europeia
seja acometida pela SMet. Também pode ser considerada uma epidemia emergente
nos paises asiaticos, incluindo a india, China, Japdo e Coréia (1).

Estudo realizado em populacfes de paises latino-americanos observou uma
prevaléncia geral de 24,9 com intervalo variavel entre 18,8 e 43,3% (23). No Brasil,
analise sistematica recente estabeleceu uma prevaléncia geral em torno de 29,6%,

variando de 14,9% em uma area rural e 65,3% em uma populacgédo indigena (24).

1.1.4 Patogénese

Os mecanismos fisiopatologicos para o desenvolvimento da SMet ainda néo
foram elucidados completamente, e sabe-se que sdo multifatoriais.

No foco central das pesquisas etiopatogénicas estdo a RI e obesidade.
Todavia, a relacdo causal entre o excesso de adiposidade visceral e RI, ainda ndo
esta esclarecida, pois existem questionamentos sobre quem seria causa, ou
consequéncia, das anormalidades que compdem os efeitos inflamatérios e pro-
trombdticos relacionados a sindrome (25). Fatores genéticos, ambientais,
desregulacdo do Sistema Hipotalamo-Hipofisario-Adrenal (HHA) e do Sistema
Nervoso Autbnomo (SNA), exacerbacdo das atividades do Sistema Renina-
Angiotensina- Aldosterona (SRAA) e aumento no estresse oxidativo celular também

podem ser envolvidos na patogénese (11).
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inflamatérias Estresse oxidativo /
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Figura: Imagem esquematica das condicBes implicadas na fisiopatologia da sindrome
metabdlica e suas potenciais interagdes.

CRH/AVP: Horménio corticotrofico / Vasopressina

(Adaptado. Kassi et al, 2011)

1.1.4.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca crbnica e multifatorial que se desenvolve pela
interacdo entre gendtipo e ambiente. Neste sentido, existe a integracao de fatores
sociais, comportamentais, culturais, econémicos e genéticos (26).

A definicdo mais comumente aceita € a adotada pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) que a caracterizou como um estado de acumulo excessivo de
reservas lipidicas, ocasionado por uma desregulacdo no balanco energético e que
tem por base o indice de Massa Corpérea (IMC), calculado por meio da divisdo do
peso (em Kg) pela alturaz (em m?) (27).

Apesar de apresentar limitacbes, como o fato de néo distinguir variaveis
(sexo, idade, etnia e distribuicdo da gordura corporal), o IMC é considerado método

simples e facilmente utilizavel para classificacdo da obesidade e seus riscos de
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comorbidades com gravidade crescente. A obesidade em adultos foi definida como
IMC maior ou igual a 30 (27).

Tabela 3 - indice de massa corporal (IMC) (kg/m2) e classificacéo da obesidade

IMC Classificacao
<18.5 Muito magro
18.5a24.9 Normal
25.0a29.9 Sobrepeso
30.0a 34.9 Obeso grau |
35.0a39.9 Obeso grau I
>40 Obeso grau lll

Fonte: OMS - Organiza¢do Mundial de Saude.

A obesidade ocasiona distlrbios multiplos no tecido adiposo (TA). Provoca
alteracbes na sua distribuicdo, na atividade enddcrina (autécrina, paracrina e
sistémica), no armazenamento de lipideos, e na composicdo das populacdes de
células imunitérias nele residentes (28).

Dessa forma, o TA esta interligado com o aumento do risco de varias
comorbidades como RI, DM2, DHGNA, HAS, dislipidemia, aterosclerose, doenca

cardiaca, acidente vascular cerebral e morte precoce (29).

11411 Tecido Adiposo

O TA é o principal reservatério energético do organismo. Contém matriz de
tecido conjuntivo, tecido nervoso, células vasculares, células imunitarias e 0s
adipécitos (30). Estes séo células especializadas no armazenamento de lipidios no
citoplasma na forma de triacilglicerol (TAG), sem que haja danos para a sua
integridade funcional. Os adipdcitos possuem todo 0 aparato necessario (enzimas e
proteinas reguladoras) para sintese de acidos graxos (AG) (lipogénese), estoque de
TAG em periodos de oferta energética abundante e mobilizacdo por lipélise quando

h& déficit caldrico (31).
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Inicialmente negligenciado por ser considerado um reservatorio passivo para
0 armazenamento de energia, o tecido adiposo (TA) ndo é mais detentor desta visdo
tradicional (32). Além da funcéo primaria de armazenar nutrientes, atualmente, o TA
deve ser caracterizado como um auténtico e dinamico 6rgdo metabdlico,
imunolégico e com vasto potencial inflamatério (33). lgualmente, participa do
controle da homeostase, PA e atua em outros 6rgdos a distancia como 0Ssos,
tireoide e 6rgaos reprodutores (34).

O TA é um 6rgao heterogéneo. Sua capacidade de armazenamento lipidico
assim como a sua funcao enddécrina depende de sua localizacdo e da morfologia do
adipdcito (35).

Existe sob duas formas gerais: branco (TAB) e marrom (TAM). Ambos com
diferencas morfologicas, histolégicas e com funcbes distintas. O primeiro, mais
comum em adultos, contém adipdcitos caracterizados por uma Unica e grande gota
lipidica e que serve principalmente para o armazenamento de energia. O segundo é
multilocular, contém menos lipidios, é particularmente rico em mitocéndrias, e por
isso, especializado em dissipar a energia quimica sob a forma de calor agindo contra
a hipotermia e contra a obesidade. Todavia, em seres humanos adultos a gordura
marrom é muito escassa e, provavelmente, ndo funcional (36).

Estudos radiolégicos demonstraram que o TAB pode ser dividido em duas
categorias com diversos depdsitos no organismo: subcutadneo (TAS) e visceral
(TAV). Aquele é representado principalmente pelos depdsitos abaixo da pele nas
regibes abdominal, glitea e femoral enquanto o segundo encontra-se depositado
proximo ou mesmo no interior das visceras da cavidade abdominal, caracterizados
como gorduras mesentérica, omental e retroperitoneal (37).

O TA de individuos saudaveis libera adipocitocinas moduladoras do processo
inflamatério, como o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), interleucinas
4,10 e 13 (IL-4 , IL-10, IL-13), antagonista de receptor de IL-1 (IL-1RA), apelina e
adiponectina (38).

A alteracédo na expresséo ou na atividade de adiponectina pode ser um fator
no desenvolvimento da Sindrome Metabdlica. A adiponectina é expressa e
segregada pelos adipdcitos em niveis elevados e tem fungbes na homeostase de
glicose e de lipideos. A adiponectina tem sido fortemente correlacionada com o

aumento do risco cardiometabdlico, ja que a diminuicdo de suas concentracdes esta
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associadas a aumento do IMC, RI, dislipidemia, HAS, disfuncdo endotelial e
aumento dos niveis de proteina C reativa e fibrinogénio (39).

1.1.4.1.2 Tecido Adiposo Disfuncional

O excesso de acumulo intra-abdominal do TAV, frequentemente denominado
de obesidade visceral, representa o aspecto principal da sindrome metabdlica (1).

O tamanho dos adipécitos é um determinante critico da funcdo do TA,
independentemente dos niveis relacionados a obesidade. O TA pode se expandir
pelo aumento do volume dos adipdcitos preexistentes (hipertrofia adiposa), pela
geracdo de novos pequenos adipécitos (hiperplasia), ou por ambos 0s meios.
Individuos obesos com um pequeno numero de grandes adipécitos ocasionados
pela hipertrofia adiposa sdo mais intolerantes a glicose e tém mais hiperinsulinemia
gue 0sS que possuem o mesmo grau de obesidade, porém com predominio de
células de gordura pequenas (40).

A liberagdo de AG circulantes ndo esterificados pelo TAV pode ser
ocasionada pela hipertrofia dos adipdcitos viscerais, aumento da resposta lipolitica e
inibicdo da acédo da insulina (41).

Em individuos magros, a principal fonte de AG circulantes néo esterificados
provém do TA subcutaneo o qual contribui com mais de 85 % da liberacao sistémica
dos mesmos. O restante se origina da lipélise do TAV (42). Contudo, em individuos
obesos temos uma inversao neste papel. O aumento da massa de gordura visceral
no TAV, que tem a sua drenagem dirigida basicamente para o sistema venoso
portal, pode contribuir com cerca de 50 % da liberacdo de AG culminando em
alteracdes hepaticas (43).

A hipertrofia dos adipdcitos tem um papel de destaque no desenvolvimento de
um ambiente de inflamacdo cronica de baixo grau, causada ndo apenas por
secrecdo de adipocinas pelos adipocitos ou pré adipdcitos, mas também por
migracado de macréfagos que invadem o TA, contribuindo para um perfil de maior
risco cardiometabdlico em individuos com obesidade visceral (44).

O TA disfuncional, em individuos obesos, secreta principalmente citocinas

pré-inflamatérias de grande importancia como o fator de necrose tumoral a (TNFa),
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interleucina 6 (IL-6), leptina, visfatina, resistina, angiotensina Il (Ang II) e inibidor do
ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) (38).

A leptina tem sua secrecao regulada de forma proporcional ao tamanho das
reservas de tecido adiposo. Receptores de leptina estédo localizados principalmente
no hipotalamo e no tronco cerebral onde os sinais recebidos por estes controlam a
saciedade, o gasto de energia e funcdo neuroenddcrina. A maioria dos individuos
com sobrepeso e obesidade tem niveis elevados de leptina devido resisténcia com
consequente inadequacao da supressédo do apetite (39, 45).

A IL-6 tem a sua expressdo e concentragdo positivamente correlacionada
com a obesidade, intolerancia a glicose e RIl. Concentracdes plasméticas de IL-6
preveem o desenvolvimento de DM2. Ela diminui a sinalizacdo da insulina nos
tecidos periféricos através da diminuicdo da expressdo de sinalizacdo nos
componentes dos receptores de insulina (39, 45). A IL-6 foi revelada como um fator
importante para o estado inflamatério cronico e resisténcia hepatica a insulina na
obesidade (32, 39).

TNFa, que apresenta as mesmas associacfes patolégicas do IL-6, também
tem sido implicado no desenvolvimento da obesidade e RI. Niveis elevados
prejudicam a sinalizacao da insulina, aumentando os niveis de AG nao esterificados
no soro (32, 39).

O PAI-1 é uma proteina reguladora na cascata da coagulacdo, e niveis
elevados dele sdo encontrados em obesos. E um conhecido fator de risco para a
trombose, uma vez que diminui a geracdo de plasmina e, assim, diminui a fibrinélise.
Altos niveis de PAI-1, juntamente com o aumento induzido pela obesidade de fatores
de coagulacdo e ativacdo plaguetaria criam um estado de hipercoagulabilidade,
aterogénese e aumento do risco cardiovascular. PAI-1 também tem sido implicado
na acumulagéo de gordura visceral (32).

Assim como o TNFa e a IL-6, a resistina € uma proteina com propriedades
pré-inflamatérias secretada por monécitos e adipécitos. Apesar de expressa e
secretada em individuos magros, seus niveis estdo comumente mais elevados na
obesidade (39).
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1.14.2 Resisténcia Insulinica

A insulina € um potente hormdnio anabdlico que exerce funcdo primordial no
metabolismo da glicose. Mas também tem efeitos sobre o metabolismo de lipideos,
de proteinas, transporte de aminoéacidos, atua na proliferacéo e diferenciacéo celular
e sintese de 6xido nitrico (46).

A RI geralmente é causada por um defeito nos 6rgéos-alvo ou tecidos de
atuacdo deste hormdnio resultando em hiperinsulinemia compensatéria para
manutencdo das acdes bioldgicas da mesma (47). Alteragcbes em pré-receptores,
receptores e pos-receptores nos tecidos alvo sdo 0s possiveis mecanismos
relacionados a RI (46).

A via que envolve a fosforilacdo do substrato receptor da insulina (IRS) 1 e 2
e ativacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI13) é a via essencial para os efeitos
metabdlicos da insulina. Disfuncdo sistémica nesta via, definidora da RI, provoca
defeitos tanto na captacdo de glicose quanto na vasodilatacdo dependente do
endotélio (46).

Em condi¢cbes normais, a ligacdo da insulina com seu receptor, € ponto
critico para a captacao de glicose nos tecidos-alvos a ela dependentes, como o
musculo esquelético, coracdo e TA. Ademais, nas células endoteliais, ocorre
estimulo para producdo de Oxido nitrico, que tem efeito vasodilatador e
antiaterogénico, e diminuicdo da expressao de moléculas de adesao, protegendo-as
da interagcdo excessiva com mondcitos circulantes (46).

Uma segunda via € a que envolve a ativacdo de proteina quinase ativada por
mitégenos (MAPK). Esta via ndo transmite a acdo metabdlica da insulina, mas
contribui para os seus efeitos proliferativos, potencializando a migracao celular e as
respostas pré-inflamatérias e pro-tromboticas. Esta via ndo é atingida na existéncia
de RI. Entretanto, é ativada pela hiperinsulinemia compensatoria. Excesso na
estimulacdo desta via parece ser a origem de mecanismos pro-aterogénicos (46).

Evidéncias mostram que a obesidade visceral estd associada com um estado
de RI, e que isto aumenta o risco de desenvolvimento de DM2. Tchernof et al
apontam trés cenarios para explicar como o excesso de adiposidade visceral pode
ser ligada a complica¢cdes metabdlicas relacionadas a glicose (48).

O primeiro modelo incide sobre o perfil metabdlico peculiar entre adipdcitos

viscerais contra os subcutaneos. Os primeiros hiperlipoliticos e resistentes ao efeito
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b

antilipolitico da insulina levariam a exposi¢cdo excessiva de AG néo esterificados
para o figado com prejuizos para o metabolismo do mesmo. Com isso haveria uma
superproducao de lipoproteinas contendo apolipoproteina B, aumento da producao
de glicose hepatica, e reducdo na degradacdo hepatica de insulina com
exacerbacéo da hiperinsulinemia sistémica (48).

Outra possibilidade estaria relacionada ao perfil inflamatério de TA visceral
hipertrofiado, ja exemplificado em topico anterior, no qual seria infiltrado por
macrofagos inflamatorios, e estes contribuiriam para a geracdo de um perfil global
pro-inflamatério, exacerbando ainda mais a Rl (48).

Por fim, estes autores sugerem que o excesso de adiposidade visceral pode
ser uma consequéncia da incapacidade relativa do TA subcutaneo em atuar como
um grande tampao metabdlico, protegendo outros érgdos contra a deposicdo de
gordura ectdpica, ndo so no figado, o coracdo e o musculo esquelético, mas também

em outros 6rgaos, potencialmente importantes, tais como o rim e o pancreas (48).

1.1.4.3 Estresse Crénico: Disregulacdo do Eixo Hipotalamo — Hipofisario e

Sistema Nervoso Autbnomo

Os glicocorticoides (GC) sdo hormoénios esteroides secretados pelo cortex da
glandula adrenal, sob a regulacédo do eixo HAA, que exercem um papel crucial na
homeostase energética e na resposta ao estresse (49). Os efeitos dos GC ocorrem
através da ligacdo desses hormbnios a receptores nucleares, amplamente
distribuidos nos diversos 6rgdos e tecidos e incluem, além da modulacdo do
crescimento e desenvolvimento celular, a regulacdo da PA e do balanco hidrico, e o
controle da fungdo imunolégica e do metabolismo celular (50).

Em curto prazo, os GC exercem efeito catabdlico, aumentando a
disponibilidade de substratos para a oxidagdao mitocondrial (glicose, AG e
aminoacidos). Esses efeitos agudos dos GC sdo essenciais para as respostas
adaptativas do organismo (51). Cronicamente, no entanto, o excesso de GC
circulantes resulta em efeitos deletérios. A Sindrome de Cushing, estado clinico

resultante da hipercortisolemia crénica, esta associada a morbimortalidade elevada,



31

em consequéncia do desenvolvimento de obesidade, osteoporose, HAS,
hiperglicemia, dislipidemia e deficiéncia na resposta imunolégica a infec¢des (52).

O efeito deletério da hipercortisolemia sobre o metabolismo glicidico e lipidico,
associado a HAS, Rl e hipercoagulabilidade determinam o elevado risco
cardiovascular desses pacientes (52). No hipercortisolismo, as alteracdes no
metabolismo lipidico decorrem da combinagdo entre os efeitos diretos e a
contribuicdo da chamada sindrome metabolica (53). Observa-se aumento dos niveis
séricos de VLDL- c e LDL- ¢, com consequente elevacdo dos TGL e do colesterol
total circulantes. Essas alteragbes sdo revertidas ou melhoradas com a correcao do
hipercortisolismo (53). Entretanto, os dados da literatura sdo conflitantes em relagéo
as possiveis alteracbes nos niveis séricos de HDL-c. Alguns estudos mostram
reducdo do HDL- c nesses pacientes, similar ao observado na sindrome metabdlica
(53), porém numa série de 49 pacientes com hipercortisolismo, os niveis de HDL- ¢
circulantes ndo estavam reduzidos (54).

Estudos indicam que a enzima 11B-hidroxisterdide desidrogenase tipo 1
(11BHSD1) seja a responsavel pela conversdo de cortisona em cortisol e tenha sua
atividade mais acentuada no TAV (55).

Os efeitos dos GC sobre o metabolismo lipidico no TA séo controversos, e
podem envolver tanto lipogénese quanto lipdlise. Esses hormdnios induzem lipdlise
nos estoques de gordura periférico enquanto, paralelamente, promovem a
diferenciacdo de pré-adipécitos em adipécitos na gordura central abdominal.
Recentemente, foi demonstrado em ratos que a inducdo de lipélise, mediada pela
lipoproteina lipase, com liberacdo de AG e glicerol para a circulagcéo, é mediada pela
via de sinalizacdo do AMP ciclico/proteina quinase A (56). Em adipdcitos humanos,
apos estimulo com dexametasona (um glicocorticoide sintético), observou-se uma
maior ativagdo da lipoproteina lipase no TA omental de mulheres, em comparacao
com o de homens, sugerindo diferencas entre 0os sexos na resposta tecidual ao
estimulo por GCL (57).

Os efeitos diretos do hipercortisolismo sobre o metabolismo dos AG sobre o
figado ainda s&o pouco conhecidos. No excesso cronico de GC circulantes, a
atividade e expressdao aumentadas das lipases lipoproteicas, aliada a um efeito
permissivo sobre a mobilizacdo de lipideos por acdo das catecolaminas e ao
aumento da atividade adipogénica na gordura visceral, predispdem a uma maior

liberacdo de AG livres na circulagdo porta. Acredita-se que, no figado, esse maior
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aporte de AG livres estimularia a gliconeogénese e induziria a RI, por alteracdo na
sinalizacdo da insulina. O aumento dos estoques de TGL, relacionado a uma maior
liberacdo de VLDL-c, aliado a inibicdo da oxidacdo de AG livres e ao aumento da
atividade da enzima proteino-quinase ativada por AMP, pode predispor ao

surgimento da DHGNA (51, 58).

1.14.4 Estresse Celular Oxidativo: Sistema Renina — Angiotensina —

Aldosterona

O SRAA, responsavel pela modulacéo do equilibrio hidroeletrolitico, volemia e
regulacdo da PA, € um sistema neuroenddcrino complexo formado por substancias
semelhantes a horménios que séo liberados pelos rins e glandulas adrenais. Os
principais elementos da cascata englobam a renina, o0 angiotensinogénio, a
angiotensina | (Ang I), a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a Ang Il (59,
60).

A substancia mais potente deste sistema € a Ang |Il, cujos efeitos
vasoconstrictores se dao pela ligagdo da mesma aos receptores tipo | (AT1-R),
elevando a PA além de aumentar a secrecdo de aldosterona que contribuiu com a
manutencdo da homeostase volémica pela regulacdo de reabsorcédo de agua e sodio
(60).

Aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio em varios tecidos,
incluindo o musculo esquelético e tecidos cardiovasculares, tem sido associada com
a ativacdo do SRAA. Quando ativado de forma crénica e desregulado este sistema
induz perpetuagdo de uma cascata pré-inflamatoria, pré-tromboética e aterogénica,
gue esta na base da lesdo de varios orgaos-alvo (coracéo, cérebro, rim, endotélio)
(61).

A Ang Il é capaz de interferir com toda a sinalizagdo intracelular dos
receptores de insulina das células do musculo esquelético, ao impedir a deslocacao
dos receptores de glicose, por meio de inducdo de oxidacdo da NADPH,

constituindo, portanto, uma das bases fisiopatoldgicas da Rl (62).
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1.2 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES DE PEROXISSOMO
(PPARS)

A existéncia de receptores ativados por proliferadores de peroxissomo
(PPARSs) foi constatada, inicialmente, em 1990, por Isseman e Green, quando
descreveram a primeira clonagem de um subtipo denominado PPARa, em pesquisa
que tinha como alvo compostos xenobidticos que induziam a proliferacdo de
peroxissomos hepéticos em roedores (63).

Os PPARs sao fatores de transcricdo nucleares ativados por ligantes e
pertencentes a superfamilia de receptores hormonais nucleares, como aqueles para
os hormonios tireoidianos, retinoides, esteroides e vitamina D (64).

A familia dos PPARs compreende trés isoformas: PPARa, PPARB/S e PPARY.
Diferem uns dos outros em termos de suas distribuicdes de tecido, especificidades
com ligante e funcgdes fisioldégicas. Cada um deles suprime ou ativa genes diferentes
apenas com sobreposicao parcial em sua atividade (65).

PPARa tem a sua expressao mais abundante em tecidos caracterizados por
uma elevada taxa de oxidacdo de AG, tais como o figado, coracdo e musculo
esquelético (66). Também é detectado nos rins, adrenal, TA, células endoteliais,
musculares lisas e macréfagos (67).

PPAR[/® é encontrado nos tecidos previamente descritos, bem como em rins,
TA, cérebro, célon e tecido vascular (68).

O PPARy é altamente expresso no TA (69), mas também pode ser
encontrado em musculo esquelético, figado, células B pancreaticas, coracao, cdélon,
placenta, tecido vascular e em sistemas imunitarios (70).

As vias reguladoras dos PPARs desempenham um papel critico na regulacdo
de diversos processos bioldgicos, jA que modulam a expressdo de uma variedade de
genes-alvo envolvidos em diversos processos metabolicos e celulares: adipogénese
e lipogénese, sensibilidade a insulina, balangco energético, processos inflamatorios,
angiogénese e aterosclerose (12). Portanto, tém sido relacionados como elos na
génese de doencas crbnicas e alvos de medicamentos no tratamento da obesidade,

hiperlipidemia, DM2 e doencas cardiovasculares (71).
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1.2.1 Estrutura

Como os demais receptores nucleares, todas as trés isoformas de PPARs
tém uma organizacdo estrutural comum composta por cinco ou seis regioes
estruturais dentre as quais quatro dominios funcionais: a regido amino-terminal
(dominio A/B ou dominio de transativacdo independente de ligante), a regido de
ligacdo ao DNA (DBD ou dominio C), a regido de dobradica (hinge, ou dominio D), a
regido carboxi-terminal (dominio de ligagdo ao ligante (LBD) ou dominio E) e, em
alguns receptores nucleares, o dominio F, varidvel e com funcdo ainda néo
estabelecida (72).

O dominio A/B contém a funcdo de ativacdo (AF) -1 que é um alvo de
fosforilacdo por quinases. O dominio C promove a ligacdo do receptor a uma
sequéncia de DNA nos elementos responsivos dos PPARs (PPRES). A regido de
dobradica ou dominio D atua como um local de encaixe para cofatores. O dominio E

€ responsavel pela especificidade do ligante (71).

A/B & D E/F
N AF-1 DBD Hinge LBD AF-2 C
Activation function 1 DNA-binding Ligand-binding Activation function 2
domain domain
» Ligand-independent » Receptor » Ligand-dependent

transactivation dimerization transactivation
» Receptor dimerization
p Coactivator recruitment

» Corepressor release

Figura 2 - Estrutura esquematica dos dominios funcionais de receptores nucleares. Os dominios de
ativacdo AF-1 e AF-2 estdo localizadas nas regibes N-terminal e C-terminal, respectivamente. O
dominio C & um dominio de ligagdo ao DNA altamente conservado. O dominio D é uma regido
altamente flexivel. Dominio E é responsavel pela ligacdo ao ligante e conversdo dos receptores

nucleares em suas formas ativas que se ligam ao DNA. (MICHUNG YOON, 2010).
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Figura 3 - Panoramica tridimensional das estruturas intactas do heterodimero PPAR)-RXRa. O PPAR

estda em vermelho, RXRa em azul, o DNA em cobre, coativadores em azul e laranja, e os ligantes em
amarelo (HUANG et al, 2010).

1.2.2 Mecanismo de Acao

Os efeitos regulatérios dos PPARs na transcricdo génica podem ocorrer por
trés mecanismos diferentes: transativacdo dependente do ligante (modelo
tradicional), repressdo independente do ligante e transrepressdo dependente do
ligante (73, 74).

Sem a presenca de ligantes e associados conjuntamente a proteinas
correpressoras como as desacetilases de histona (HDAC), mediadores de
silenciamento de RXR e TR ((SMRT) e de correpressores de receptores nucleares
(NCor)), ocorre o que se chama de repressdo basal. Tais proteinas mantém a
cromatina em forma enovelada original, impedindo o recrutamento da maquinaria de
transcricdo. Entretanto, uma vez ativados por ligantes, sejam end6genos ou
sintéticos, ocorre desagregacdo dos correpressores e associagdo com coativadores
como a acetilase de histonas, ocasionando novas mudangas de conformacdo da

cromatina e inicio da transcricdo génica (75, 76).
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Na via de transativacdo, a transcricdo génica ocorre quando os PPARs se
acoplam a um fator proteico adicional, denominado receptor do &cido 9-cis retindico
(RXR), culminando na formacdo de um heterodimero Este novo complexo fara a
ligacdo em sequencias especificas do DNA localizadas nas regides promotoras ou
reguladoras dos genes alvos, conhecidas como elementos responsivos ao PPAR
(PPRES), alterando a dinamica de coativadores / corepressores que modulam a
maquinaria de transcricdo (regulacdo positiva ou a regulacdo negativa) de RNAm
genes-alvo (75, 76).

Este processo também pode ser afetado pela via de transrepressdo. Os
PPAR, neste exemplo, podem reprimir a transcricdo génica ao interferirem com o
fator nuclear Kappa-B (NF-Kb) e proteina ativadora (AP-1), provavelmente por meio
de interacdes proteina-proteina que dao lugar a formacdo de complexos inativos.
Esta atividade repressora constituiu um dos mecanismos pelos quais os PPAR
exercem seus efeitos anti-inflamatoérios (73, 74). Na repressao independente do
ligante, o complexo PPAR-RXR, ao ligar-se com o elemento responsivo em seus
referidos genes-alvo, recruta complexos correpressores mediando a repressao ativa
de genes (73, 74).

Varios compostos naturais tém se mostrado capazes de ativar estes
receptores, incluindo uma variedade de AG poli-insaturados (acido linoleico e acido
araquidénico) e eicosanoides (derivados da prostaglandina J2). Atualmente,
contudo, ligantes sintéticos (por exemplo, glitazonas e agonistas de tirosina)

continuam sendo os mais potentes ativadores conhecidos de PPARYy (77).


http://www.qiagen.com/products/genes%20and%20pathways/pathway%20details.aspx?pathwayID=367&ID=NM_002957,NM_021976,NM_006917
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A Ligand-dependent transactivation B Active repression

PPAR/RXR PPAR/RXR
LXR/RXR + Ligand or LXR/RXR
or ER
c SERM/antagonist-dependent repression D Ligand-dependent trans-repression
P50 d p65 [—0
. TATA

NF-xB
ER + SERM ‘J element

Figura 4 - Regulacdo positiva da transcricdo génica, ou transativacdo dependente do ligante e
mecanismos de regulacéo negativa da expressdo génica pelos PPARs. (A) transativacéo dependente
do ligante; (B) repressdo ativa; (C) Repressdo transcricional ativa na auséncia do ligante; (D)

Transrepressdo dependente ligante (Glass et al, 2006).

1.2.3 Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissomo Gama (PPARY)

PPARy é expresso em quatro formas isoméricas: PPARy1, y2, y3 e v4. As
proteinas produzidas a partir de PPARyl e -y3 sdo idénticas, enquanto que a
proteina PPARy2 contém uma regido amino-terminal adicional composta de 30
aminoacidos. PPARy1 é expressa no TAM E TAB, mas também pode ser detectada
no tecido muasculo esquelético, figado, células pancreaticas [, coragao, codlon,
placenta e em células do sistema imunolégico e vascular. Em condi¢des fisiologicas
normais, a expressao da isoforma PPARy2 & abundante e restrita apenas ao TA,
podendo ser ectopicamente induzida no figado e no musculo esquelético em
resposta ao excesso de ingestdo de calorias ou na obesidade genética. A forma
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menos estudada é a da isoforma PPARy4, expressa em macréfagos e também no
TA (12, 78).

Desde a sua identificacdo e caracterizacdo, ocorrida na década de noventa, o
PPARy, com o passar de anos, emergiu e se consolidou como um importante
regulador da adipogénese por desempenhar um papel chave no controle da glicose
sistémica e na homeostase dos lipideos e na regulacdo da transcricdo de genes
envolvidos nesses processos metabdlicos (79).

A delecdo especifica de PPARy em TA e mduasculo provoca RI (IR),
demonstrando a sua importancia na sensibilidade periférica a insulina. Corrobora
com esta afirmacdo a disponibilidade na literatura de varios estudos realizados em
culturas de células e modelos animais (80, 81), mas também o reconhecimento de
que o PPARYy é o alvo molecular de medicamentos sensibilizadores de insulina como
as glitazonas (82).

PPARy é o principal regulador da adipogénese, e desempenha um papel
determinante no processo de armazenamento de lipideos. PPARy e PPARa
desempenham func¢des opostas na regulacdo do metabolismo da gordura. Enquanto
o PPARa promove a utilizagcdo de gordura o PPARy promove 0 armazenamento
pois € expresso em adipdcitos, macréfagos e muasculos, e nestes sitios regula o
desenvolvimento, a homeostase lipidica e o metabolismo da glicose (83).

PPARYy participa no controle da transcricdo de genes que codificam proteinas
envolvidas em passos importantes no metabolismo da gordura como captacgéao,
sintese e armazenamento de lipideos como a lipase lipoproteica (LPL), acil-CoA
sintetase, proteina transportadora de AG 1 (FATP-1), entre outras (69). Além do que
PPARy pode atuar na inibicdo de outros genes, como o que codifica a leptina, um
horménio que inibe a ingestdo de alimentos e estimula o gasto energético por meio
da ativacéo da lipdlise e oxidacdo de AG (84).

Sabe-se que as altera¢des na funcdo do TA em individuos obesos provocam
RI além de propiciarem outros fatores que caracterizam a sindrome metabdlica (85).
Os efeitos diretos da ativacdo do PPARy no metabolismo lipidico do TA, além de
melhorar a atividade endocrina deste, estdo relacionados com beneficios
secundarios na melhora a Rl em musculo e figado (85).

Sao varios 0s possiveis mecanismos subjacentes a atividade de

sensibilizacdo a insulina pelo PPARy (78). Por serem altamente expressos no TA, a
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ativacdo do PPARy, altera a morfologia dos adipdcitos, bem como a distribuicao
gordurosa. Eles atuam no remodelamento do TA estimulando a diferenciacdo de
adipdcitos pequenos, que apresentam maior sensibilidade a insulina, por meio da
apoptose dos adipécitos maiores, que sdo 0s principais responséaveis pela liberagédo
de AG livres, secrecédo de TNFa e IL-6 (86).

Consequentemente, a diminuicdo da oferta de AG livres resultara em uma
redistribuicdo do depdsito corporal de TGL a partir do musculo, que passa a ser
direcionado para o TA, com diminuicdo da gordura visceral e aumento da gordura
celular subcutanea o que minimiza a inibicdo da utilizacdo da glicose mediada pelo
AG em células musculares (86).

A ativacdo do PPARy proporciona, ainda, a inducdo da expressdo de
adiponectina, uma molécula com efeito anti-inflamatério e de sensibilizacdo a
insulina nos adipécitos (10). Em contrapartida, o PPARy ativado ocasiona a
diminuicdo do TNFa que é um indutor do aumento da lipdlise. Dessa forma nao
haveréa prejuizo da secrecédo de insulina, ja que se tem diminui¢do da lipotoxicidade,
bem como da liberacdo de AG livres (12).

A SMet esta associada a estimulacdo do SRAA e com seus potenciais riscos
cardiovasculares e renais. Uma vez que PPARYy esté relacionado com a expressao
de genes de moléculas deste sistema, a ativacao de seus ligantes modula os efeitos
sistémicos e paracrinos do SRAA. Posto isso, a ativagdo do PPARy possivelmente
promove reducdo da PA, conjuntamente com efeitos vasoprotetores, anti-
inflamatorios e antitrombdéticos. Ligantes de PPARy atuam no controle da transcrigéo
da renina (no bloqueio da acédo de Ang Il por represséo transcricional do gene AT-
R1 nas células do tecido vascular), do gene da ECA e ainda reduzem niveis de

aldosterona (87).

1.3 POLIMORFISMOS

Polimorfismos de nucleotideo simples ou polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) sao variacbes gendmicas, que ocorrem em uma frequéncia alélica minima

de 1% em uma determinada populacdo. S&o resultantes de mutagbes pontuais que
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correspondem a posicao onde existiu uma alternancia na sequencia dos
nucleotideos, de forma que apenas uma base nitrogenada tenha sido alterada
(adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G)). Estas substituicdes ocorrem
frequentemente entre bases nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural, ou
seja, troca entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas piridiminas (C/T ou T/C) (88).
Os SNPs constituem a maioria das variagdes gendmicas humanas e aparecem, em
meédia, uma vez a cada 1000 a 1200 pares de bases, ao longo do genoma humano
(89).

Os SNPs podem existir em regides codificadoras e néo codificadoras do
genoma, sendo que naquelas, as modificacBes estruturais de um aminoacido podem
acarretar mudancas estruturais e funcionais das proteinas envolvidas, aumentando

ou diminuindo sua atividade, ou ainda néo tendo efeito funcional (88).

1.3.1 Polimorfismo Prol2Ala do Gene do Receptor Ativado por Proliferador de

Peroxissomo Gama

Desde que foi identificado o polimorfismo Prol2Ala do gene PPARy (uma
mutacao caracterizada pela substituicdo de uma prolina por uma alanina no cédon
12 do éxon B do gene PPARY2, devido troca de uma citosina por uma guanina) (90),
e que Deeb et al. relataram que a proteina resultante deste polimorfismo, in vitro,
possui afinidade 50% menor que as suas variantes, tanto na transativagao
dependente quanto independente de ligante (91), muitos foram os estudos
moleculares, bioquimicos e epidemioldgicos realizados para avaliar e identificar a
influéncia deste em condi¢cdes metabdlicas das mais diversas etnias.

Devido ao seu alto impacto como um fator de transcricdo de sensibilizacdo a
insulina envolvido na adipogénese e lipogénese, a ocorréncia de polimorfismos em
um unico nucleotideo (SNP) no gene PPARy tem sido recentemente reportada em
varios trabalhos que avaliaram individuos com RI, DM2, obesidade, arteriosclerose e

HAS e outros parametros relacionados a SMet (12).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Timina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citosina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Guanina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Humano
http://pt.wikipedia.org/wiki/Par_de_bases
http://pt.wikipedia.org/wiki/Genoma_humano
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13.1.1 Polimorfismo Prol2Ala do Gene do receptor Ativado por Proliferador de

Peroxissomo Gama na Obesidade

Os dados referentes ao Prol2Ala na literatura sdo descritos de forma
controversa em relacao a obesidade.

Mirzaei e colaboradores avaliaram o DNA gendmico de 312 individuos
iranianos obesos e DM2, subdivididos em quatro grupos (ndo obesos com DM2,
obesos sem DM2, obesos com DM2 e controles ndo obesos e ndo diabéticos) com o
objetivo de estudar a associacdo com Prol2Ala. Descreveram que a frequéncia do
alelo Ala em individuos obesos foi significativamente diferente entre individuos do
grupo controle. Observaram que os portadores do alelo Ala tiveram um maior IMC,
quando comparado aos com o alelo comum dominante Pro. Com estes resultados
associaram este polimorfismo a obesidade ja que a presenca do alelo Ala poderia
prever o aumento do IMC (92).

Apos analise de 387 pacientes obesos e 288 controles, Ben Ali e outros
concluiram que o Prol2Ala estaria associado a obesidade em homens néo
diabéticos de origem tunisiana. Neste estudo ndo foi demonstrada diferenca
significativa nas frequéncias de genoétipos do Prol2Ala entre controles e obesos.
Contudo, a analise por género revelou que os homens obesos apresentavam
frequéncia significativamente maior de genétipos Pro12Ala quando comparados com
os controles. Portadores do alelo Ala, quando comparados com os homozigotos do
alelo Pro, exibiram um risco significativamente maior de obesidade, maior IMC e
niveis elevados de leptina no plasma (93).

Em um estudo multicéntrico espanhol, com participacdo de 464 adultos
(45,3% homens e 54,7 % mulheres), escolhidos aleatoriamente na faixa etaria entre
35 e 64 anos, Sanches e colaboradores constataram que a frequéncia do alelo Ala
foi maior em homens obesos, alem do que, tinham um IMC maior que 0s nhao
portadores do alelo. Revelaram que as mulheres, portadoras do alelo Ala eram mais
sensiveis a insulina e tinham perfil lipidico melhor do que os individuos, homens ou
mulheres com o genotipo Prol2Pro. Estes autores discorreram sobre estes achados

com o argumento de que as mulheres tém uma distribuicdo diferente de gordura e
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que a expressao do gene PPARYy2 aumentada no TA subcutaneo seria o possivel
fator para explicacéo das diferencas encontradas (3).

Diferentemente, Milewicz e outros evidenciaram que Prol2Ala ndo parece
estar associado com IMC tampouco com outros componentes da SMet (composi¢cao
corporal, perfil lipidico, glicose e os niveis de insulina), em 387 mulheres polonesas,
obesas, na pés-menopausa e 288 controles. Entretanto, estes autores observaram
qgque mulheres com o alelo Ala estavam predispostas a um perfil lipidico menos
favoravel do que o restante desta populacéo (94).

Trabalho realizado em criangas e adultos, caucasianos franceses e obesos
com DM2, demonstrou em um dos seus objetivos que Prol2Ala ndo estava

associado com a obesidade infantil ou adulta nesta populacéo .

1.3.1.2 Polimorfismo Prol2Ala do Gene do Receptor Ativado por Proliferador
de Peroxissomo Gama na Resisténcia Insulinica e Diabetes Mellitus tipo 2

A presenca do Prol2Ala, em relagdo aos disturbios metabdlicos dos hidratos
de carbono (efeito protetor ou risco de desenvolvimento de Rl ou DM2), demonstrou
analises heterogéneas em estudos diversos com diferentes populacées.

Em uma populacéo russa, composta por 588 pacientes com DM2 e 597
controles normoglicémicos, Chistiakov e colaboradores evidenciaram que os
portadores do alelo Pro e individuos homozigotos Prol12Pro apresentavam aumento
significativo sobre o risco de desenvolver DM2. Os individuos com gendtipo
Prol12Pro demonstraram pontuacgéo significativamente maior no HOMA-IR, aumento
dos niveis de insulina de jejum nos controles ndo diabéticos e TGL séricos elevados
em pacientes DM2 (95).

Meta-andlise com 41 estudos selecionados, subdivididos por etnia e status
acima do peso, Huguenin e outros constataram que o Prol2Ala € um dos fatores
relacionados a sensibilidade a insulina ao apontarem um efeito significativo do alelo
Ala com menores niveis de insulina sérica, menor chance de desenvolvimento de
DM2 em caucasianos e maior sensibilidade a insulina em individuos com excesso de
peso (96).
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Namvaran e outros decidiram investigar se variantes genéticas relacionadas
ao Prol2Ala afetariam a resposta da pioglitazona (derivado TZD) sobre sensibilidade
a insulina, obesidade e diabetes. Foram investigados 101 iranianos com DM2 e 128
controle sem doenca. Verificaram que a pioglitazona reduziu significativamente o
risco de DM2 nos portadores da variante Prol2Ala. A resposta terapéutica ao
tratamento foi melhor entre pacientes diabéticos com o gendétipo Prol2Ala do que
naqueles com o genotipo Prol2Pro, embora as diferencas entre 0s grupos néo
atingissem significancia estatistica (97).

Estudo coreano investigou a relagdo Prol2Ala com diabetes e obesidade em
229 pacientes coreanos, sendo 111 deles obesos, divididos em trés grupos
(tolerancia normal a glicose, intolerdncia a glicose e diabetes mellitus). N&o foi
encontrada associacdo do polimorfismo com essas comorbidades tampouco que a
frequéncia do gendétipo Prol2Ala tenha sido diferentes entre os grupos (98).

Bhatt e colaboradores observaram a partir da andlise de indices
antropometricos e parametros bioquimicos que o0 genétipo Alal2Ala, estava
associada a obesidade e IR em 495 indios asiaticos residentes no norte da india
(99).

Analise de individuos japoneses, 2201 com DM2 e 1212 controles
euglicémicos, verificou que a frequéncia do alelo Ala foi significativamente menor no
grupo DM2 do que no grupo controle sugerindo, portanto, que variante Prol2Ala
estaria associado com um risco reduzido para o desenvolvimento de diabetes.
Apesar disso, seus autores observaram que individuos diabéticos com este gendétipo
exibiam uma concentracdo sérica significativamente maior de colesterol total,
capacidade reduzida para a secrecdo de insulina, além de possuirem niveis mais
elevados de hemoglobina glicosilada sugerindo maior gravidade nos DM2
portadores desta variante (100).

Estudo polonés, ndo conseguiu reproduzir os relatos de outros trabalhos
anteriores de que o alelo Prol2Ala conferisse risco aumentado para o
desenvolvimento de DM2 (101).

Em duas meta-analises restritas a participantes chineses com DM2 os autores
nao constataram evidencias de que a variante do gene Prol2Ala fosse um fator

associado a susceptibilidade para DM2 nesta populacéo (102, 103).
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1.3.1.3 Polimorfismo Prol2Ala do Gene do Receptor Ativado por
Proliferador de Peroxissomo Gama e Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica

A doenca hepdatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) abrange um amplo
espectro de condi¢des clinico-patoldgicas do figado, associadas com a deposicao de
lipideos em hepatocitos. Pode variar da esteatose hepatica (infiltragdo gordurosa em
> 5% dos hepatdcitos), que aparentemente é uma condicdo benigna, a esteato-
hepatite ndo alcoodlica (NASH) a qual pode evoluir para cirrose, insuficiéncia hepatica
e carcinoma hepatocelular (104). E fortemente associada a obesidade, dislipidemia e
Rl e é atualmente considerada como o componente hepatico da SMet (105).

DHGNA é a doenca hepéatica mais comum em todo o mundo. A sua
prevaléncia varia, dependendo da populacdo do estudo e quais foram os critérios
utilizados para o diagnéstico. Na populacdo em geral € superior a 15%, mas é muito
maior naqueles com sobrepeso, obesos, e em individuos com DM2, bem como
diabéticos tipo 1 (106).

A definicdo de DHGNA exige que haja evidéncias de esteatose hepatica por
exame de imagem ou por estudo histopatologico e que ndo existam outras causas
para acumulo secundario de gordura no figado como o consumo elevado de alcool,
uso de medicacBes esteatogénicas, doencas hereditarias ou outras causas
coexistentes de doenca hepatica cronica (107).

A fisiopatologia da esteatose hépatica € multifatorial, entretanto ainda nao foi
completamente esclarecida. Dentre 0s principais mecanismos propostos pode-se
considerar a RI, disfungcdo mitocondrial, aumento dos AG livres liberados do TA para
o figado e lipotoxicidade hepatica estimulando necroinflamacao crénica e resposta
fibrogénica (104).

A deposicdo hepética de gordura é resultante de um desequilibrio entre o
acumulo e a remocao de triglicérideos e representa, inicialmente, um mecanismo de
protecdo aos hepatdcitos contra a toxicidade resultante de um fluxo aumentado de
AG livres no figado. Diversas linhas de evidéncia apoiam a hipotese de que a maior
parte dos AG livres acumulados como TGL derivam do aumento da lipélise periférica
relacionada com a RI no TA, seguida por um aumento da lipogénese e
hiperinsulinemia induzida pela dieta (83).
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Na verdade, o principal fator de risco para DHGNA é representado por RI
relacionada a obesidade central da SMet. Esteatose per se pode, entdo, precipitar RI
hepatica contribuindo para distarbios metabdlicos e danos cardiovasculares.
Diminuicdo da capacidade de secretar lipoproteinas e diminuicdo da [B-oxidacéao,
devido ao dano mitocondrial (em especial na presenca de NASH), podem também
desempenhar um papel na acumulacdo de gordura hepética (83).

Embora os fatores de risco para DHGNA estejam bem estabelecidos, existem
evidéncias emergentes de numerosos modificadores genéticos na patogénese desta
doenca. Estudos recentes demonstram que os PPAR, parecem desempenhar um
papel chave na fisiopatologia da DHGNA (105). No entanto, o papel do Prol12Ala na
ocorréncia e progressdaode doencas do figado gorduroso ainda ndo esta definido
(108).

Estudos de genotipagem em humanos tém demonstrado a presenca de
variantes no gene PPARy2 em individuos com DHGNA. A variante Prol2Ala foi
encontrada numa maior frequéncia em individuos com DHGNA do que na populacdo
geral em indianos, chineses e grupos norte-americanos, mas nao em grupos
alemaes e italianos (109, 110).

Dongiovanni e colaboradores, em um estudo italiano, investigaram os efeitos
do Prol2Ala e PPAR Leul62Val quanto a RI e dislipidemia e seus potenciais danos
hepéticos, em 202 pacientes com DHGNA e 346 controles. Ndo conseguiram
correlacionar que o Prol2Ala estivesse associado com as patologias alvo da
pesquisa tampouco de que estivesse associada com a gravidade da DHGNA (111).

Comparando a ocorréncia do Prol2Ala em pacientes com DHGNA e doenca
hepética gordurosa alcodlica, Rey e colaboradores observaram que os pacientes do
primeiro grupo apresentavam uma alta incidéncia da variante Prol2Ala néo
associada com a progressao das alteracbes hepaticas. Contudo, observou-se um
risco significativamente maior no desenvolvimento de alteragbes inflamatorias
hepaticas nos pacientes com Prol2Ala no grupo de pacientes de etiologia alcodlica
(108).

Uma pesquisa de caso controle em chineses identificou que pacientes
tabagistas com polimorfismo no alelo Ala, em especial os homozigotos, tém maior
potencial no desenvolvimento DHGNA por provavel agravamento do estresse

oxidativo. Outro estudo de caso controle com parametro clinicos e bioquimicos, em
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indios do Norte da india, evidenciou que aqueles que possuiam o alelo Ala estavam
mais predispostos ao desenvolvimento da DHGNA (109)

Contudo, meta-analise de sete estudos, publicada em 2013, demonstrou que
as variantes do Prol2Ala ndo estdo associadas com o risco de DHGNA devido a
uma taxa alta de heterogeneidade em termos de idade, género e etnia. Igualmente,
outra meta-analise recente, agora avaliando a andlise estratificada por etnia,
também né&o indicou haver associacéo significativa Prol2Ala e o risco de DHGNA
(112).

Estudo brasileiro analisou os polimorfismos Leu162Val do PPARa e Prol2Ala
de PPARy como fatores de risco genéticos para o desenvolvimento e progressao da
DHGNA. Indicou n&o haver associacdo entre a ocorréncia de Prol2Ala com
parametros clinicos, laboratoriais e histolégicas da DHGNA. Contudo, poderia ser

um fator resultante em uma maior protecao hepatica (113).

1314 Polimorfismo Prol2Ala do Gene do Receptor Ativado por
Proliferador de Peroxissomo Gama e Dislipidemia

Oh e colaboradores ndo encontraram nenhuma associacao significativa entre
o polimorfismo Prol2Ala e obesidade, hipertensdo ou dislipidemia em pacientes
coreanos (98).

Estudo chinés com 120 mulheres com sindrome do ovario policistico e 118
controles, observou-se que Prol2Ala pode modular as concentracdes séricas dos
niveis de TGL em jejum, bem como a deposicdo de gordura no abdémen, ao
observarem que as mulheres portadoras do alelo Ala, apresentaram TGL elevados
em jejum e RCQ estatisticamente significativamente mais elevados do que aquelas
com o genotipo Prol12Pro (114).

Meta-analise de 74 pesquisas investigou a associacdo do polimorfismo
Prol2Ala com colesterol total, TGL, HDL- ¢ e LDL- ¢ e demonstrou que individuos
com genotipo Alal2Ala tém menor nivel de TGL do que individuos caucasianos com
genatipo Prol12Pro (115).
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A fim de determinar se Prol2Ala contribui para a suscetibilidade a HAS e
distarbios metabdlicos lipidicos, Gao e outros, investigaram 482 individuos (137
normotensos saudaveis — controles — e 345 individuos hipertensos). Concluiram
que o alelo Ala esta envolvido na susceptibilidade genética a hipertensdo e
distarbios lipidicos metabdlicas em uma subpopulacdo do interior da Mongdlia (116).

A avaliacdo de 318 mulheres polonesas na pés-menopausa verificou que as
mulheres obesas com pelo menos um alelo Ala (gendtipo X / Ala) apresentaram
maiores niveis seéricos de colesterol total, LDL- ¢ e TGL em comparagcdo com as
mulheres com o gendtipo Prol2Pro. Este trabalho sugeriu que o genoétipo X / Ala
parece predispor a um perfil lipidico menos favoravel nesta populacéo (94).

Uma anadlise japonesa com 379 individuos investigou a presenca de
pequenas e densas particulas de lipoproteinas de baixa densidade (sdLDL- c) que
tém sido associadas a um risco maior para a doenca arterial coronaria, com
Prol2Ala. Averiguou-se que nao houve diferenga nos niveis de colesterol total, LDL
- ¢, e HDL - c entre gendtipos. Seus autores concluiram que individuos com o
gendtipo X / Ala (Pro/Ala + Ala/Ala) foram positivamente associados com uma zona
alargada de sdLDL- ¢ 4-7 e que alelo Ala pode desempenhar um papel na
predisposicao genética para o0 aumento destas particulas (117).
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a possibilidade de correlagéo entre o polimorfismo Prol2Ala no
gene PPARy e a ocorréncia de SMet, em pacientes acompanhados no Hospital
Universitario de Brasilia (HUB/UnB).

Objetivos especificos

v' Avaliar as distribuicbes genotipicas e as frequéncias alélicas do
polimorfismo Prol2Ala no gene PPARy em pacientes com SMet do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB/UnB), e em controles da
Fundacdo Hemocentro da Secretaria de Saude do Distrito Federal
(SES/DF), e comparar os resultados entre os dois grupos.

v Analisar a frequéncia descritiva e prevaléncia do polimorfismo genético
Prol2Ala em pacientes com SMet, correlacionando dados
antropomeétricos, bioquimicos e andlise genotipica dos pacientes
envolvidos no estudo.

v Investigar se os pacientes com SMet, portadores do alelo Prol2Ala,
diferem quanto aos parametros antropométricos e bioquimicos quando
comparados aos pacientes portadores dos alelos Ala/Ala e Pro/Pro de
PPARY.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 COLETA DE DADOS

Os participantes do estudo foram submetidos a entrevista, para
preenchimento de questionario que continha perguntas relacionadas aos dados de
identificag8o, parametros clinicos e bioquimicos (Anexo |). Posteriormente, realizou-
se um exame fisico com afericdo da pressdo arterial, bem como medidas
antropomeétricas (peso, estatura e circunferéncias da cintura).

Técnicos de enfermagem do HUB foram responsaveis pela coleta das

amostras de sangue para dosagem dos parametros bioquimicos.

3.2 POPULACAO E AMOSTRA DO ESTUDO

A amostra foi constituida por 154 pacientes com diagnéstico prévio de SMet
em acompanhamento no Ambulatério de Diabetes do Servigco de Endocrinologia do
HUB/UnB e por mais 179 individuos voluntérios e sadios recrutados na Fundacéo
Hemocentro de Brasilia (FHB/DF) que consentiram em participar do estudo com a
assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Satde da UnB e da

Secretaria Estadual de Saude do Distrito Federal.

3.3 PERIODO E LOCAL DE COLETA DOS DADOS DO ESTUDO

As coletas de dados e amostras foram realizadas, simultaneamente, no
periodo de marco a julho de 2014, no Laboratorio de Analises Clinicas do HUB e na
FHB/DF.
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3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

1- Pacientes de ambos 0s sexos, idade a partir de 45 anos, com diagndstico de
SMet, definido pelos critérios da NCEP/ATP l1ll, com pelo menos trés
alteracOes descritas a sequir:

1. Glicose = 100 mg/dL ou em tratamento para hiperglicemia

2. HDL-c

e Homens: <40 mg/dL ou em tratamento para HDL- ¢ baixo

e Mulheres: < 50 mg/dL ou em tratamento para HDL- ¢ baixo

3. Triglicérides = 150 mg/dL ou em tratamento para triglicérides elevados

4. Obesidade Circunferéncia abdominal = 102 cm para homens ou = 88 cm para
mulheres

5. Hipertensao = 130 x 85 mmHg ou em tratamento medicamentoso para HAS

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO
1- Pacientes que se recusaram a participar do estudo.

2- Pacientes com idade inferior a 45 anos
3- Pacientes em uso de medicamentos hiperglicemiantes, como glicocorticoides.

3.6 VARIAVEIS DO ESTUDO

3.6.1 Variavel Dependente

3.6.1.1 Polimorfismo Prol2Ala do Gene do Receptor Ativado por Proliferador de

Peroxissomo Gama

As frequéncias alélicas e a distribuicbes dos polimorfismos foram calculados

em ambos os grupos SMet e controles.
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3.6.2 Variaveis Independentes

3.6.2.1 Variaveis de Identificacédo

3.6.2.1.1 Idade

Verificada em um documento de identidade com foto. Calculada, em anos
completos, no ultimo dia do més de referéncia da pesquisa, com base no dia, més e
ano do nascimento da pessoa. Realizada pelo pesquisador e medida uma vez em

um Unico momento.

3.6.2.1.2 Sexo

Registro feito por meio da verificagdo em um documento de identidade com
foto. Distincdo bioldégica que classifica as pessoas em homens e mulheres.

Realizado pelo pesquisador e medida uma vez em um Unico momento.

3.6.2.2 Variaveis Antropométricas

Peso, estatura e circunferéncia da cintura foram avaliados e identificados no

estudo como variaveis quantitativas.

3.6.2.2.1 Peso

Medida da forgca gravitacional que atua sobre um objeto ou corpo Os

pacientes foram pesados em balancas certificadas e aferidas pelo Inmetro, com
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capacidade maxima de 150 kg e intervalos de 100g, apds serem orientados a subir
na balanca, em posicdo ereta, com roupas leves, posicionados com o0s dois pés
sobre a balanca, distribuindo igualmente o seu peso, sobre as duas
pernas, descalcos e com o olhar no horizonte. A balanca foi aferida a cada inicio de
coleta de dados. A medida foi registrada em quilogramas, com duas casas decimais.

Foi aferida uma vez em um Unico momento.

3.6.2.2.2 Estatura

A medicdo de cada participante foi realizada em estadibmetro da marca
Sanny, com precisdo de 1 mm, apos recomendacdes de estarem em posi¢cao ereta,
com bragos estendidos ao longo do corpo e olhar fixo em um ponto do horizonte.
Com a mao sob o queixo do individuo, posicionou-se sua cabeca de forma que a
parte inferior da Orbita ocular estivesse no mesmo plano do orificio externo do ouvido
(plano de Frankfirt). A medida foi registrada em centimetro com uma cada decimal.
Medida uma vez em um Gnico momento.

A partir dos dados antropométricos coletados construiu-se o indice de massa
corporea (IMC). Esse é o resultado da divisdo do peso em quilogramas pelo
quadrado da altura em metros (kg/m?). Os valores de indice de massa corpérea
acima de 25,0 kg/m? caracterizam excesso de peso, de 25,0 kg/m? a 29,9 kg/m?

correspondem a sobrepeso e IMC = 30,0 kg/m? & obesidade.

3.6.2.2.3 Perimetros

Circunferéncia abdominal (CA) = a medida foi realizada com fita métrica
inelastica, com o individuo na posicdo ereta, abdome relaxado e desnudo, com
bracos estendidos ao longo do corpo, pés juntos e na fase expiratoria da respiragao.
Posicionou-se a fita na menor localizacao da curvatura entre o ultimo arco costal e a
parte superior da crista iliaca anterossuperior. A medida foi com aproximacao de 0,1

cm.
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3.6.2.3 Variaveis Bioquimicas

Depois de uma noite de jejum, com no minimo 12 horas, amostras de sangue
foram retiradas para a determinacéo dos parametros laboratoriais considerados para
fins do presente projeto: glicemia em jejum, colesterol total e fragdes e triglicerideos.

Todas as amostras dos pacientes com SMet foram analisadas por métodos
convencionais apenas no Laboratorio de Analises Clinicas do HUB.

Os resultados dos exames bioquimicos foram analisados conforme pontos de
corte propostos pelos critérios utilizados para classificacdo da SMet.

Foram descritos como variaveis quantitativas.

3.6.2.4 Variavel Hemodinamica

A medida da presséao arterial sistélica (PAS) e diastolica (PAD) seguiram o0s
procedimentos recomendados pela VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao.

Foi realizada durante a entrevista, por no minimo duas vezes, em momentos
distintos em cada paciente, realizada pelo método indireto com técnica auscultatéria
com uso de esfigmomandémetro de coluna de mercurio, marca Tycos devidamente
calibrado e certificado pelo INMETRO, e estetoscopio da marca tal.

Todos os individuos foram explicados sobre o procedimento, instruidos a nao
conversar durante a medida e deixados em repouso por pelo menos 5 minutos em
ambiente calmo. Ademais, certificou-se que os mesmos nao estavam com a bexiga
cheia, ndo haviam praticado exercicios fisicos ha pelo menos 60 minutos, néo
tinham ingerido bebidas alcodlicas, café ou alimentos tampouco fumado nos 30
minutos anteriores.

As aferigcOes foram realizadas na posi¢cao sentada, com pernas descruzadas,
pés apoiados no chao, dorso recostado na cadeira e relaxado. O braco estava na
altura do coracédo (nivel do ponto médio do esterno ou 40 espaco intercostal), livre
de roupas, apoiado, com a palma da mé&o voltada para cima e o cotovelo

ligeiramente fletido.
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Apbs a localizagdo por palpacdo da artéria braquial, colocou-se manguito,
sem folgas, 2 a 3 cm acima da fossa cubital, centralizando o meio da parte
compressiva do manguito sobre a artéria. O nivel da pressao sistolica foi estimado
pela palpacéo do pulso radial e inflado rapidamente até ultrapassar 20 a 30 mmHg o
nivel estimado da presséao sistélica, obtido pela palpacédo com lenta deflagéo.

A presséo sistolica foi aquela que se auscultou no momento do primeiro som
(fase | de Korotkoff) e a pressédo diastolica no desaparecimento dos sons (fase V de
Korotkoff) cerca de 20 a 30 mmHg abaixo do udltimo som para confirmar seu
desaparecimento com posterior deflagédo rapida e completa.

Foi considerado hipertenso o individuo com PAS igual ou superior a 130 mm

Hg e/ou PAD igual ou superior a 85 mm Hg.

3.7 EXTRACAO DE DNA

O DNA gendmico das amostras dos pacientes utilizadas neste estudo foi
extraido dos leucdcitos de sangue periférico pelo método Chellex (BioRad, Hercules,
CA, EUA) (118). Resumidamente, 50 pl de sangue foram misturados a 1 mL de
agua e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente, resultando em hemdlise.
Em seguida as células nucleadas foram recuperadas pela centrifugacédo da mistura
por 3 minutos a 8000 x g. Apds descarte do sobrenadante, foi adicionado mais 1 mL
de agua ao precipitado e os passos de incubacado, centrifugacdo e descarte do
sobrenadante foram repetidos nas mesmas condicfes descritas previamente. A
seguir, 200 pl de uma suspensao da resina chellex-100 a 5% foram adicionados as
amostras e misturados em vortice por 10 segundos. O lisado celular resultante foi
incubado a 56°C por 30 min. e a seguir por 95°C por 8 minutos. As amostras foram
entdo armazenadas a -20C até serem utilizadas nas reacdes de amplificacdo do
DNA.
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3.8 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO PRO12ALA

A genotipagem do polimorfismo Prol2Ala foi feita com o sistema de
amplificacé@o refrataria a mutacdo (ARMS-PCR), conhecida também por PCR alelo-
especifica. Para este estudo foram desenhados dois conjuntos de primers. O

primeiro para genotipagem dos pacientes, e um segundo para validacdo dos

resultados obtidos com o primeiro conjunto (Tabela 4).

Tabela 4 - Iniciadores utilizados para genotipagem do polimorfismo Pro12Ala

Conjunto de

: Funcéao Oligos (5°- 3) Sentido
primers

Alelo-especifico (Pro) - 1 5 CTGGGAGATTCTCCTATTGAGC3’ Foward
Genotipagem Alelo-especifico (Ala) - 1 5" CTGGGAGATTCTCCTATTGAGGY Foward
Comum -1 5'CAATAGCCGTATCTGGAAGGAAYZ Reverso
Alelo-especifico (Pro) -2 5 TATCAGTGAAGGAATCGCTTTCTAG3 Reverso
Validacéo Alelo-especifico (Ala) -2 5 TATCAGTGAAGGAATCGCTTTCTAC3’ Reverso
Comum - 2 5TGTGAATTACAGCAAACCCCTAT3 Foward

Legenda - Nucleotideo em italico e sublinhado — base que caracteriza um pareamento errado
deliberadamente adicionado na posicdo 2 a partir da extremidade 3 ‘do primer para aumentar a
especificidade da discriminagdo alélica. Nucleotideo em negrito na extremidade 3’ do primer é o que o

torna alelo especifico e compdem as duas versdes do polimorfismo.

A discriminacéo alélica pela PCR alelo especifica baseia-se no fato de que um
primer com a sua extremidade 3’ ndo pareada resulta em ndo amplificacdo ou em
uma amplificacao ineficiente quando comparado a situagcado onde sua extremidade 3’
esta pareada. Assim, sdo desenhados dois primers alelos-especificos, um para cada
variante do polimorfismo. O primeiro nucleotideo 3’ destes primers coincide com o
local da variagdo no genoma e cada um possui a base complementar a uma das
duas versdes do polimorfismo. Além disto, ambos contém outra base diferente da
apropriada no segundo nucleotideo da extremidade 3', pois o duplo “mismatch”
aumenta a capacidade discriminatéria da reacao.

Cada primer alelo-especifico € combinado com um primer oposto comum em
duas reacbes de PCR diferentes, executadas simultaneamente. A eficiéncia das

amplificagcbes em ambas as reacdes é dependente do gendtipo do individuo, sendo
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assim, € possivel determina-lo. Para maiores informacgdes vide o artigo de Newton e
outros (119). A figura 5 apresenta esquematiza a estratégias de amplificacdo de

genotipagem utilizadas neste estudo.

— C (Pro-1)
Comum -2 Ala-1
> —)?( a-1)

R518cl)1282

|
(2-Pr0) G e Dy re—
(2-Ala) C e

Figura 5 — Estratégia para genotipagem (preto) do polimorfismo Prol2Ala e validacdo (cinza)
dos resultados utilizando diferentes conjuntos de primers alelos-especificos. Como os primers alelos-
especificos posicionam-se em fitas opostas do DNA as rea¢Bes sdo independentes, portanto o

resultado de uma valida o da outra.

Os genotipos dos individuos testados foram determinados pela comparacao
da eficiéncia das amplificacbes observadas nas reacfes A e B, que continham as
seguintes combinacfes de primers [Alelo-especifico (Pro) -1 + Comum -1] e [Alelo-
especifico (Ala) -1 + Comum -1], respectivamente. Cada um dos tubos de reacao era
composto por: 15 pL da solugdo Maxima SYBR Green gPCR Master Mix 2X
(Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA), 100 ng de cada oligonucleotideo iniciador e 5
uL da solucdo de DNA extraido em um volume final de 25 pL. O programa da reacao
no termociclador foi: Ativacdo da polimerase e desnaturagéo inicial do DNA a 95°C
por 10 minutos, seguida por 40 ciclos compostos pelas etapas de desnaturacédo a
95°C por 15 segundos, e anelamentos e extensdo a 60°C por 60 segundos. A
especificidade da reacao foi confirmada pela analise da curva de desnaturacao, feita
pelo aguecimento dos produtos de amplificacdo de 60°C a 90°C em incrementos de
0,3°C enquanto o decaimento da emissao de fluorescéncia era detectado. Tanto a
amplificagdo quanto a analise da curva de desnaturagéo foram feitas no aparelho
StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

A validagéo do resultado obtido foi feita com o segundo conjunto de primers
nas mesmas condicbes descritas anteriormente, excetuando-se a temperatura de
anelamento e polimerizacdo que neste caso foi 55°C e as rea¢bes de PCR foram

denominadas C e D, tais rea¢des continham as seguintes combinagdes de primers
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[Alelo-especifico (Pro) - 2 + Comum - 2] e [Alelo-especifico (Ala) - 2 + Comum - 2],
respectivamente. Os primers de validacdo genotipam o polimorfismo Prol2Ala em
um sentido oposto e utilizando a fita de DNA complementar a utilizada pelo conjunto
de primers de genotipagem, ou seja, as reacdes e o0s resultados de validacdo e de
genotipagem séo independentes. Ademais, os experimentos de validagdo foram
executados em um numero menor de pacientes, pois 0 seu objetivo era apenas
validar os resultados da reacdo de genotipagem. Todos o0s genoétipos disponiveis

(Pro/Pro e Pro/Ala) foram incluidos nesta analise.

Tabela 5 - Configuracdo das reacdes de PCR utilizadas para genotipar o

polimorfismo Prol2Ala e para validar o resultado obtido

Conjunto de primers Reacdo de PCR Combinacédo de primers
_ A Alelo-especifico (Pro) - 1 + Comum - 1
Genotipagem -
B Alelo-especifico (Ala) - 1 + Comum - 1
L C Alelo-especifico (Pro) - 2 + Comum - 2
Validagao ”
D Alelo-especifico (Ala) - 2 + Comum - 2

As figuras a seguir exemplificam os resultados encontrados para as reacdes
das determinac¢fes genotipicas em individuos heterozigotos (CG) e homozigotos

(CC) para o polimorfismo Prol12Ala.

Amplification Plot

-l

c 0.1+4

o

< 0.01 -
0.001 J
0.0001 4

0.00001

0.000001 , -
2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 25 30 <7 34 3% 38 &0
Cycle
Figura 6: A atribuicdo do genotipo ¢é baseada na diferenca entre o ciclo quantitativo (Cq) das
reacOes especificas em ambos 0s conjuntos de primers. Neste caso a determinacéo genotipica

é de um individuo heterozigoto CG (-2 < 4Cq <2).
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Melt Curve
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“Figura 7: A especificidade da amplificacdo dos produtos especificos foi verificada, em
ambos os conjuntos de primers, através da analise da curva de ‘‘melting” que deve ser

coincidente.
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Figura 8: A atribuicdo do gendtipo € baseada na diferencga entre o ciclo quantitativo (Cq) das
reacdes especifica e tardia em ambos os conjuntos de primers. Neste caso a determinacao
genotipica é de um individuo homozigoto CC (4Cg > 5).
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Melt Curve
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“Figura 9: A especificidade da amplifica¢do do produto especifico e inespecifico foi
verificada, em ambos os conjuntos de primers, através da analise da curva de ‘“‘melting” que

deve ser coincidente.

3.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados categoricos foram descritos como média + desvio padrdo. As
variaveis foram analisadas com métodos ndo paramétricos (teste de Mann Whitney
e Fisher). As frequéncias genotipicas e alélicas foram comparadas entre pacientes e
controles. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado comparando frequéncias
genotipicas esperadas / observadas por X (2) teste utilizando o programa GenAlex.
Intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Todos os testes estatisticos foram

realizados utilizando GraphPad Prism versdao 6.00 para Windows, GraphPad
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Software, San Diego, Califérnia, EUA (www.graphpad.com). Um valor de p <0,05 foi

considerado estatisticamente significante.

3.10 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa encontra-se de acordo com os principios e fundamentos, da
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS), relacionados a bioética,
autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia, justica e equidade, dentre outros, ao
visar e assegurar os direitos e deveres que dizem respeito aos participantes da
pesquisa, a comunidade cientifica e ao Estado.

Os pacientes convidados e envolvidos no estudo foram informados sobre as
finalidades, os objetivos da pesquisa, riscos, beneficios, procedimentos. Foram
explicados os direitos relacionados ao anonimato, ao carater voluntario na
participacdo do trabalho, liberdade de recusa, bem como retirada do seu
consentimento no decorrer do trabalho.

A participacdo no estudo so6 foi efetivada ap6s a assinatura de duas vias, uma
para o voluntario e outro para o pesquisador, do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude (FS) da UnB conforme o parecer
consubstanciado n. 539.705 (ANEXO IlI) e também pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude (Fepecs) —
SES- DF n. 484.091(ANEXO Ill) em coparticipacdo com outro projeto intitulado
“Associacdo entre o comprimento de Telbmeros e a presenca de diabetes mellitus

Tipo 2 em pacientes do Hospital Universitario de Brasilia”.



4 RESULTADOS

Um total de 333 individuos, 154 com SMet e 179 voluntarios,
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foi avaliado

neste estudo. No primeiro grupo, a idade média foi de 57,9 + 6,83 anos e 67,53%

dos participantes eram do sexo feminino. No grupo controle, a média de idade foi

46,33 + 4,22 anos, entretanto, a maioria era composta por individuos do sexo

masculino (67,03%).

A tabela seguinte exibe as caracteristicas clinicas e bioquimicas de todos os

individuos com sindrome metabdlica incluidos no estudo.

Tabela 6 - Caracteristicas basicas antropométricas, bioguimicas e hemodinamicas

dos pacientes com sindrome metabdlica

n (154)

Média + Desvio padrao

Amostra (n)

Sexo (M/F)

Idade (anos)

Peso (kg)

Altura (cm)
Circunferéncia abdominal
Circunferéncia do quadril
PA sistolica (mmHg)

PA diastolica (mmHg)
IMC (kg/m2)

Glicemia em jejum (mg/dL)
Total- C (mg/dL)

TGL (mg/dL)

HDL- ¢ (mg/dL)

LDL- ¢ (mg/dL)

154
50/104
57,9 + 6,83
79,87 £ 16,29
1.62 + 0,09
111,61+ 16.24
111,12 + 16,75
131,50 + 14,76
84,09+ 7,97
30,73 + 6,57
152,81 + 73,66
184,89 + 39,04
180,92 + 87,91
42,25 + 22,39

108,67 + 36,20

Legenda - PA: pressao arterial; IMC: indice de

massa corporal; Total-c: colesterol total; TGL:

triglicerideos; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade.
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A andlise do grupo controle ndo foi possivel uma vez que a maior parte das
variaveis contidas neste estudo ndo foram avaliadas e/ou coletadas por parte da
FHB/DF.

As distribuicbes alélicas e as distribuicdes genotipicas encontradas nas

populacdes com SMet e controle sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Distribuicdo dos alelos e gendtipos do polimorfismo Prol2Ala do gene
PPARy em pacientes com sindrome metabdlica e controles

Grupos Frequéncias alélicas Frequéncias genotipicas
n (%) n (%)
C (Pro) G (Ala) p CcC CG GG
(Pro/Pro)  (Pro/Ala)  (Ala/Ala)
SMet 146 52 (8) P>0,05 138 16 0
(94,8) (89,61%)  (10,38%)
Controles 168 59 (11) P>0,05 159 20 0
(94,1) (88,82%) (11,17%)

As frequéncias dos alelos C e G foram semelhantes em ambos os grupos. O
alelo dominante C (c6don CCA = prolina) apresentou-se em mais de 94% dos
individuos de ambos os grupos, enquanto que a frequéncia do alelo polimérfico G
(codon GCA = alanina) foi 5,2% no grupo com alteracées metabdlicas e de 5,8% no
grupo controle. Desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg néo foi visto nem no grupo
SMet (x2 = 0,462, df = 1, p = 0,49), nem no grupo controle (x2 = 0,695, df =1, p =
0,404).

A distribuicdo genotipica do polimorfismo Prol2Ala de PPARy foi de 0,896
para CC (Pro/Pro) e 0,103 para CG (Prol2Ala) nos individuos com SMet. Nesta
mesma ordem, temos 0,888% e 0,111% nos controles. O gendtipo GG (Alal2Ala)
nao foi encontrado em nenhum individuo de toda a amostra.

A tabela 8 evidencia os valores da média e desvio-padrdo (DP) para as
variaveis: idade, bioquimicas (glicose, colesterol total, HDL, LDL e TGL),

antropométricas (IMC, CA) e hemodinamicas (PAS e PAD) de acordo com o
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gendtipo para a populagdo com SMet, sendo que ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

Tabela 8 - Comparacéo de dados bioquimicos, antropométricos e hemodinamicos
dos individuos com sindrome metabdlica entre os diferentes grupos de genotipos
polimorfismo Prol2Ala de PPARYy

Variaveis Polimorfismo Prol2Ala

n =154 Prol2Pro n(138) Prol2Ala n (16) p
CcC CG

Sexo (M/F) 46/92 04/12 0,3658

Idade (anos) 57,9 + 6,87 58,12 + 6,69 0,9238

Glicemia em jejum 155,91+ 76,59 126,31 + 30,83 0,1562

(mg/dL)

Total- C (mg / dL) 183,71 + 39,26 188,18 + 47,66 0,4851

TGL (mg/dL) 184,22 + 90,16 152,87 + 60,84 0,2626

HDL-c (mg/ dL) 42.45 + 23,44 40,56 + 9,95 0,4963

LDL-c (mg/dL) 107,49 + 35,08 118,18 + 44,40 0,3384

IMC (kg/m2) 30,94 + 6,63 28,89 + 5,28 0,2780

Circunferéncia 111,93 + 16,14 108,81 + 17,37 0,4368

abdominal

PA sistélica 131,67 £ 15,11 130 £ 11,54 0,8509

(mmHgQ)

PA diastolica 84,13 +8,17 83,75 +6,19 0,7248

(mmHgQ)

Legenda - Total-c: colesterol total; TG: triglicerideos; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; LDL-c:

lipoproteina de baixa densidade; PA: presséo arterial; IMC: indice de massa corporal.

Quando analisamos os resultados obtidos a partir da frequéncia composta por
individuos que apresentavam componentes individuais da SMet, fazendo a
diferenciacao dos valores de HDL e CA para homens e mulheres, ndo observamos
correlacbes estatisticamente significativas entre as variaveis analisadas e o

genotipo. Os dados sdo apresentados na tabela 9.
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Tabela 9 - Associacdo dos genodtipos de PPARy e a frequéncia de componentes

individuais da sindrome metabdlica

Componentes da Pro12Pro n(%) Prol12Ala n (%) p
SMet CC CG

Glicemia de jejum > 133 (96,37%) 14 (87,5%) 0,1562
100 (mg / dL)

PA > 130/85 mmHg 81 (58,69%) 7 (43,75%) 0,2925
TGL >150 mg / dL) 77 (55,79%) 8 (50%) 0,7919
HDL-c < 40 mg / dL 24 (17,39%) 3 (18,75%) 0,1147
em homens

HDL-c <50 mg /dL 77 (55,79%) 8 (50%) 0,2251
em mulheres

CA>88cmem 89 (64,49%) 11 (68,75%) 0,3923
mulheres

CA>102cmem 29 (21,01%) 3 (18,75%) 0,6292
homens

Legenda - PA: presséo arterial; CA: circunferéncia abdominal; TGL: triglicerideos; HDL-c: lipoproteina

de alta densidade.

Na analise da tabela 10, as variaveis continuas incluidas foram as constantes
na definicdo da SMet de acordo com os critérios do NCEP/ATPIII. A populacdo com
SMet foi estratificada em outros trés grupos para verificar se os efeitos do
polimorfismo estavam associados aos genétipos de individuos que apresentavam
necessariamente os componentes HAS, DM2 ou obesidade. Em todos os subgrupos
observam-se niveis de glicemia e triglicerideos mais elevados no genétipo Prol12Pro
em relacdo ao Prol2Ala. Contudo, os portadores do alelo Ala ndo apresentaram
significAncia estatistica com niveis de glicemia em jejum, TGL, HDL-c, CA e PA
guando comparados com os homozigotos Prol12Pro.

Ressaltamos que os gendtipos ndo foram influenciados na resposta aos

eventuais tratamentos.



Tabela 10 - Variaveis antropométricas, hemodinamicas e metabdlicas, de acordo
com os gendtipos do gene PPARy em todos os pacientes com sindrome metabdlica
e subgrupos com diabetes, hipertensdo e obesidade

Todos os individuos com SMet Individuos com SMet e hipertensos Individuos com SMet e diabéticos Individuos com SMet e obesos

Componentes da (PA >130/85 mm hg) (Glicemia de jejum > 100 mg/dl) (IMC > 30 kg/m?)
SMet

PA sistdlica (mmHg) 131,67 + 130 +11,54 NS 140,72 + 140 £8,16 NS 131,66 + 130,71 NS 132,59 + 125,71 +9,75 NS
15,11 12,68 15,28 12,06 14,36

Glicemia em jejum 155,91+ 126,31 NS 158,02 + 127,85 NS 158,35 131,64 + NS 143,17 + 131,71+ NS
(mg/dL) 76,59 30,83 87,87 29,57 76,97 29,15 49,01 40,43

HDL-c (mg/dL) 42,45 + 23,44 40,56 +9,95 NS 43,20 + 28,66 38,71+8,55 NS  42,66+23,82  39,28+10,01 NS  39,73+11,14 42,14 +£7,71 NS

Legenda - SMet: sindrome metabdlica; HDL: lipoproteina de alta densidade; PA: pressao arterial;
IMC: indice de massa corporal; TGL: triglicerideos;NS: n&o significante
P-valor e os valores indicados referem-se & analise bruta (ou seja, nédo ajustada para sexo e idade).
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5 DISCUSSAO

E bem determinado que exista susceptibilidade individual ao desenvolvimento
da SMet, apesar da associagdo e exposicdo a outros fatores ambientais,
comportamentais e culturais.

Por conseguinte, a suscetibilidade genética para SMet € um foco de pesquisa
na comunidade cientifica, ja que a identificacdo de genes e seus polimorfismos
genéticos permite melhor discernimento de sua fisiopatologia e possibilita o
desenvolvimento de estratégias adequadas de prevencao e terapéutica.

Muitos estudos tém investigado a associacdo entre Prol2Ala e os varios
componentes individuais da SMet. Alguns afirmam que a presenca do polimorfismo
conferiria um efeito protetor (3), outros indicam que seria um fator de maior
susceptibilidade (4, 5), e existem ainda aqueles que assinalam como indiferentes (6-
8).

Poucos, porém, tém explorado essa associacdo com a sindrome metabdlica
como uma entidade. Nosso estudo € um dos poucos realizados neste sentido, ainda
mais, com avaliacdo de uma subpopulacéo brasileira. Dentre os existentes podemos
citar a pesquisa de Vieira-Filho et al. com uma populagéo indigena no Amazonas
(120) e de Domenici e colaboradores em pacientes com DHGNA (113).

Polimorfismos genéticos do gene PPARy2 na etiologia dos disturbios
metabdlicos , em especial o Prol2Ala, despertam cada vez mais atencdo. Isso
porque os PPARy sao fatores de transcricdo pertencentes a familia de receptores
nucleares que regulam a expressao de diversos genes relacionados a adipogénese
e lipogénese, sensibilidade a insulina, balanco energético, processos inflamatorios,
angiogénese e aterosclerose

Os efeitos metabolicos dessa variagdo genética (substituicdo de uma prolina
por uma alanina no cédon 12 do éxon B do gene PPARYy2), sobre o metabolismo
humano resultam em pesquisas cujos resultados revelam uma heterogeneidade dos
efeitos do polimorfismo Prol2Ala na suscetibilidade de riscos para o
desenvolvimentos da SMet.

Conforme dados de publicagdo recente que comparou o polimorfismo
Prol2Ala da populacdo iraniana com a populacdo geral de diversas etnias, a

distribuicdo do polimorfismo Prol2Ala de PPARy é muito ampla, variando de 0,063 a
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0,956 para o genotipo CC e de 0,015 a 0,300 para o genoétipo CG. Para todas as
populacdes e etnias j4 avaliadas, o alelo GG é o mais raro, variando de 0 a 0,067
(121).

Nesse quesito, nossos dados ndo sao divergentes dos demais estudos. Em
nosso estudo, nos individuos controles sadios, a distribuicdo genotipica do
polimorfismo Prol2Ala de PPARy foi 0,888% para CC (Pro/Pro) e 0,111% para CG
(Prol2Ala). Semelhantemente a outras pesquisas, ndo encontramos o genétipo GG
(Alal2Ala) em toda a nossa amostra, corroborando com a descricdo de sua
raridade. Nossos resultados se aproximam dos dados de outros estudos publicados
e que avaliaram populacdes de: chineses (122), italianos (123), franceses (124),
americanos de origem africana (125), indianos (7), escoceses (126), alemées (127),
finlandeses (124) e hispanicos (128).

As frequéncias genotipicas observadas ndo sao diferentes das frequéncias
esperadas, mostrando que este polimorfismo encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg, o que indica que o0 mesmo apresenta frequéncias genotipicas inalteradas
através das geracdes. Ademais, reforca a probabilidade de ndo ter havido erros
importantes na genotipagem, uma técnica, embora altamente eficaz, passivel de
ocorréncia de erros experimentais.

As frequéncias alélicas observadas neste trabalho foram 0,95 e 0,05 para os
alelos C e G em pacientes com SMet e controles. Esses dados encontram-se em
conformidade com resultados prévios observados para ambos os grupos (129, 130).
Contudo, ndo dispomos de dados para comparacdo destes individuos com a
populacao brasileira.

De modo semelhante a outros trabalhos da literatura, ndo foi possivel
demonstrar nesta pesquisa, nenhuma correlacéo entre a variante Prol2Ala e o risco
de SMet, nem qualquer efeito significativo deste polimorfismo sobre quaisquer
variaveis bioquimicas, antropométricas e hemodinamicas avaliadas, que estéo
inseridas no contexto da SMet.

Um estudo populacional francés com 1155 individuos, incluindo 279 homens
e mulheres com SMet, de acordo com os critérios do NCEP / ATP Ill, concluiu que
nenhum dos polimorfismos estudados, incluindo o Prol2Ala, foi relacionado de
forma isolada com o risco de desenvolvimento da SMet. (5).

Um pequeno estudo realizado com 253 mulheres coreanas diagnosticadas

com SMet (critérios do NCEP / ATP 1ll) ndo observou associagdo desta sindrome
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com 0s genotipos analisados. Verificou-se ndo haver diferencas entre IMC, PA,
glicemia de jejum, insulina de jejum e HOMA nos portadores Ala quando
comparados com o0s naos portadores (7).

Com o objetivo de investigar a associacdo com a SMet dos polimorfismos
C1431T e Prol2Ala, bem como seus haplétipos e dipl6tipos em populacao iraniana
com 340 individuos (175 pacientes com SMet e 165 controles normais), Rooki et al.
observaram haver diferenca significativa nas frequéncias dos genotipos C1431T
entre individuos com SMet e controles. Todavia, nenhuma associagao foi encontrada
com o Prol2A (131).

Li et al. investigaram os polimorfismos C1431T e Prol2Ala em 423 chineses
com SMet e concluiram que o Prol2Ala ndo se encontrava associado a sindrome
diferentemente do C1431T (132). Outro estudo chinés, com 792 pacientes da cidade
de Pequim, analisou as correlacfes entre os genoétipos C161T e Prol2Ala com Rl e
SMet. Seus autores mostraram que ambos os polimorfismos estavam associados a
RI, mas ndo conseguiram determinar associacdo com 0s componentes da SMet
(129).

Por fim, meta-analise recente, sugeriu que o efeito do polimorfismo Prol2Ala
nao pode ser relacionada com a SMet como uma entidade. Contudo, Prol2Ala
poderia afetar individualmente os componentes desta sindrome (6).

Diferentemente, apenas um inquérito populacional e transversal argentino
com 572 pacientes verificou que o gendtipo Pro / Ala (e o alelo Alal2) foi associado
a um alto risco para a SMet e RI, especialmente entre os homens saudaveis nédo
fumantes (4).

Ressaltamos que uma limitagdo neste estudo € o tamanho da amostra
relativamente pequena. Sendo assim, outros estudos com bases populacionais
maiores entre individuos de mesma etnia sdo necessarios para ratficar os

resultados aqui apresentados.
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6 CONCLUSAO

A distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo Prol2Ala do gene PPARYy
na populagdo de Brasilia € similar aquela encontrada em grupos populacionais de
diversas origens étnicas, e nao difere da observada em pacientes portadores de
SMet, sugerindo ndo haver correlacéo de risco do polimorfismo com a doenca.

Além disso, nosso estudo ndo mostrou associagdo do polimorfismo Prol2Ala
de PPARy com quaisquer das variaveis antropométricas (peso, altura, IMC, CC),
bioquimicas (colesterol total, LDL-c, HDL-c, TGL e glicemia) e hemodinamicas (PAS,

PAD), na populacdo com SMet.
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ANEXO | - QUESTIONARIO

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE FARMACOLOGIA MOLECULAR
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO, BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-2000, E-mail: farmol@unb.br

FICHA DE AVALIACAO

Projeto: “INVESTIGACAO DO POLIMORFISMO PRO12ALA NO GENE DO RECEPTOR ATIVADO

POR PROLIFERADOR DE PEROXISSOMO-GAMA (PPARY) EM PACIENTES COM SINDROME
METABOLICA”

Paciente numero: [ Data:

Dados de identificacdo:

Nome:

Data de Nascimento: [ Sexo: F () M ()

Numero de registro no HUB:

Profissao (se aposentado, anotar profissao anterior):

Endereco:

Telefones de contato:

Dados demograficos

Grau de escolaridade (anotar até que ano ou serie frequentou a escola):

Renda mensal estimada do paciente:

Renda mensal estimada da familia:

NUmero de pessoas na residéncia:

Habitos de vida

Tabagismo:

No de cigarros/dia: Duragdo: Se parou, hé quanto tempo:

Etilismo Tipo de bebida:

Quanto consome/dia: Duracéo: Se parou, ha quanto tempo:

Atividade Fisica

Tipo: Frequéncia: Quanto tempo por dia:

Diabetes

Diabetes

Data do diagndstico ( ano):

Complicagdes cronicas: Retinopatia: () Nefropatia: () Neuropatia: ()

Tratamentos anteriores do diabetes

Historico familiar de diabetes (anotar parente e, se possivel, tipo de DM)

Doencas coexistentes
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Medicamentos

83

Nome

Dose

Parametros clinicos

Pressdo Arterial (mmHg): Peso (kg): CA (cm):

Altura (m): IMC (kg/m°): CQ (cm):
Pardmetros bioguimicos (Data: / /

Glicemia de jejum: Colesterol total:

Glicemia pés-prandial HDL:

Hemoglobina glicada LDL:

Triglicerideo: VLDL:

Insulina: PCR US:

Ureia: Creatinina:

DCE (clearance de creatinina): Microalbumindria:

Fundoscopia:
Parametros ecograficos

Esteatose hepatica: sim ( nao ( ) Data da ecografia:

Grau: leve ( ) moderada ( ) grave ( )
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ANEXO Il - APROVACAO EM COMITE DE ETICA E PESQUISA EM SERES
HUMANOS DA FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE DE
BRASILIA
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE “§ 2 glavgforme
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacdo de polimorfismo Pro12Ala no gene do receptor ativado por proliferador de
penoxissomo em pacientes com Doenga Hepatica Gordurosa Mao Alcodlica

Pesquisador: Renato Marano Rocha

Area Temitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquiza envolvendo Genstica Humana gue ndo necessita de analise
éfica por parte da CONER;);

Versdo: 3

CAAE: 19170613.4.0000.0030

Instituig3o Proponente: Faculdade de Ciéncias da Sadde da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

MNumere do Parecer: 530.705
Data da Relatoria: D502/2014

Apresentagao do Projeto:

A patogénese da doenga hepatica gordurosa ainda & pouco conhecida, e a elucidagdo dos mecanismos
genéticos associados a esse contexto pode contribuir para uma melhor compreensio dos fatores de
susceptibilidade e dos componentes relacionados ao desenvolvimento dessa doenga. Nesse trabalho,
pretendemaos investigar a associagio do polimorfismo Pro12Ala no gene PPAR; ;com o desenvolvimento de
DHGMA, através da andlise da prevaléncia desse polimorfisme em pacientes com a deenga, em
comparagdo com individuos sadios, numa populagdo brasileira.

Objetivo da Pesquisa:

1.Investigar a prevaléncia do polimorfiemo Pro12Ala no gene PPAR; em individuos sadios & em pacientes
portadores de sindrome metabolica, com ou sem diagnostico de DHGNA.

2 Comelacionar a presenga do polimorfismo Pro12Ala no gene PPAR; ; com a ocoméncia de DHGMNA, nessa
populagio.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

no item conclusdes.

Emdarsgn: Faculdade de Cléndas da Saikde - Campus Darcy Ribeiro

Balrro: Asa More CEP: 70910900
UF: OF Munieiplo:  BRASILLA
Talefone: (51)3107-1347 Fax (5133073799 E-mall:  cepfsg@unb.br

Pringirsa 31 a2
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE “& “Wm
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacdo de polimorfismo Pro12Ala no gene do receptor ativado por proliferador de
penoxissomo em pacientes com Doenga Hepatica Gordurosa Mao Alcodlica

Pesquisador: Renato Marano Rocha

Area Temitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquiza envolvendo Genstica Humana gue ndo necessita de analise
éfica por parte da CONER;);

Versdo: 3

CAAE: 19170613.4.0000.0030

Instituig3o Proponente: Faculdade de Ciéncias da Sadde da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

MNumere do Parecer: 530.705
Data da Relatoria: D502/2014

Apresentagao do Projeto:

A patogénese da doenga hepatica gordurosa ainda & pouco conhecida, e a elucidagdo dos mecanismos
genéticos associados a esse contexto pode contribuir para uma melhor compreensio dos fatores de
susceptibilidade e dos componentes relacionades ao desenvolvimenio dessa doenga. Nesse trabalho,
pretendemaos investigar a associagio do polimorfismo Pro12Ala no gene PPAR; ; com o desenvolvimento de
DHGMA, através da analise da prevaléncia desse polimorfismo em pacientes com a doenga, em
comparagdo com individuos sadios, numa populagio brasileira.

Objetivo da Pesquisa:

1.Investigar a prevaléncia do polimorfismo Pro124la no gene PPAR; em individuos sadios e em pacientes
portadores de sindrome metabolica, com ou sem diagnastico de DHGMNA.

2 Comelacionar a presenga do polimorfismo Pro124la no gene PPAR ; ; com a ocoméncia de DHGMA, nessa
populagio.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

no itemn conclusdes.

Emdarsgn: Faculdade de Cléndas da Saikde - Campus Darcy Ribeiro

Balrro: Asa More CEP: 70910900
UF: OF Munieiplo:  BRASILLA
Talefone: (51)3107-1347 Fax (5133073799 E-mall:  cepfsg@unb.br

Pringirsa 31 a2
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COMITE DE ETICA EM £y Plaboformo
B mmass-== PESQUISA - FEPECS/SES-DF asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacio entre o comprimento de Teldmeros e a presen¢a de Diabetes Mellintus
Tipo 2 em pacientes do Hospital Universitario de Brasilia.

Pesquisador: ERICA CARINE CAMPOS CALDAS ROSA

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 23433013 .4.0000.5553

Instituigio Proponente: FUNDA(}E-D HEMCO-CENTRO DE BRASILIA
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADDS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4584 001
Data da Relatoria: 021272013

Apresentagio do Projeto:

Sem alteragies em relagio a0 PARECER CEF/DF N® 450 752

Objetivo da Pesquisa:

Sem alteragies em relacio ao PARECER CEPYDF N° 458752

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Sem alteragies em relagio a0 PARECER CEF/DF N® 450 752

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Em atendimente &s recomendagdes desse CEP, parecer n® 458.752, foi elaborado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e detalhamento do desenho da pesguisa.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Faolha de Rosto; Projeto de Pesquisa em Poriugués; Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; Critérios
de Inclusdo e Exclusio; Orgamento do Projeto de Pesquisa com financiador; Curricullum vitae dos
pesquisadores; Termos de Concordancia. FORAM APRESENTADOS.

Recomendagbes:

Foram atendidos as recomendagies do PARECER CEP/DF N® 450.752.

Enderego. SMHM 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Balmo: ASA NORTE CEP: 70710904
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Talsfone: (51)3325-4955 Fax: (3333254955 E-mall: comedesica secretarafigmal com

Priagiraa 01 S 02
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COMITE DE ETICA EM -y Plabaforma
B mmass-== PESQUISA - FEPECS/SES-DF asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacio entre o comprimento de Teldmeros e a presen¢a de Diabetes Mellintus
Tipo 2 em pacientes do Hospital Universitario de Brasilia.

Pesquisador: ERICA CARINE CAMPOS CALDAS ROSA

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 23433013 .4.0000.5553

Instituigio Proponente: FUNDA(}E-D HEMCO-CENTRO DE BRASILIA
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADDS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4584 001
Data da Relatoria: 021272013

Apresentagio do Projeto:

Sem alteragies em relagio a0 PARECER CEF/DF N® 450 752

Objetivo da Pesquisa:

Sem alteragies em relacio ao PARECER CEPYDF N° 458752

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Sem alteragies em relagio a0 PARECER CEF/DF N® 450 752

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Em atendimente &s recomendagdes desse CEP, parecer n® 458.752, foi elaborado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e detalhamento do desenho da pesguisa.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Faolha de Rosto; Projeto de Pesquisa em Poriugués; Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; Critérios
de Inclusdo e Exclusio; Orgamento do Projeto de Pesquisa com financiador; Curricullum vitae dos
pesquisadores; Termos de Concordancia. FORAM APRESENTADOS.

Recomendagbes:

Foram atendidos as recomendagies do PARECER CEP/DF N® 450.752.

Enderego. SMHM 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Balmo: ASA NORTE CEP: 70710904
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Talsfone: (51)3325-4955 Fax: (3333254955 E-mall: comedesica secretarafigmal com

Priagiraa 01 S 02



