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RESUMO

A obesidade, considerada como a principal desordem nutricional atual, com o tempo, pode
vir associada a outras comorbidades, especialmente a diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), uma
vez que o excesso de gordura pode levar a resisténcia a insulina e gerar um aumento do
nivel de glicose no sangue. Acredita-se que, além de habitos alimentares e sedentarismo,
fatores genéticos também tenham um importante papel na incidéncia dessas desordens
metabdlicas. Os polimorfismos do gene PPARy tém relevante atuagdo na regulacdo do
metabolismo de lipidios e glicose, juntamente com a diferenciacdo de adipdcitos, cujo
aumento de namero e tamanho sdo as caracteristicas primarias da obesidade. Sendo assim,
este trabalho objetivou estudar os polimorfismos Prol2Ala e C161T do gene PPARYy, tendo
como base sua deteccdo e frequéncia em amostras de DNA de sujeitos saudaveis da
populacdo presente na Universidade Presbiteriana Mackenzie. Para tanto, foram feitas
analises das taxas séricas de glicose, colesterol total, HDL, VLDL e LDL, além da medicéo
de altura e peso, para estipular o IMC, e de circunferéncia abdominal. Também foi feita
extracdo de DNA para determinacdo dos gendtipos. Nao foram encontradas relacGes
estatisticamente significantes entre os dados bioquimicos e antropométricos e os genétipos
de ambos os polimorfismos deste gene, nem quando buscadas associacdes entre o
Prol2Ala e 0 C161T. Ressalta-se a necessidade de mais trabalhos envolvendo o PPARy ha
populacdo brasileira e como eles podem estar relacionados a transtornos metabdlicos,
sendo desejavel um grande nuimero de individuos participantes da pesquisa, a fim de

garantir resultados mais precisos.
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ABSTRACT

Obesity, considered the main current nutritional disorder, may be associated with other
comorbidities, especially type 2 diabetes mellitus (T2DM), since excess of fat can lead to
insulin resistance and high level of blood glucose. It is believed that, in addition to eating
habits and sedentary lifestyle, genetic factors also play an important role in the incidence of
these metabolic disorders. The polymorphisms of the PPARy gene have a relevant role in

the regulation of lipid and glucose metabolism, along with the differentiation of adipocytes,
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whose increase in number and size are the primary characteristics of obesity. Thus, this work
aimed to study the Pro12Ala and C161T polymorphisms of the PPARYy gene, based on their
detection and frequency in DNA samples of healthy subjects from the population present at
the Mackenzie Presbyterian University. For that, analyzes of the serum levels of glucose,
total cholesterol, HDL, VLDL and LDL, besides the measurement of height and weight, to
establish BMI, and abdominal circumference were performed. DNA extraction was also
performed to determine the genotypes. No statistically significant relationships were found
among the biochemical and anthropometric data and the genotypes of both polymorphisms
of this gene nor when associations between Pro12Ala and C161T were sought. The need for
more work involving PPARY in the Brazilian population and how they may be related to
metabolic disorders is emphasized, and a large number of individuals participating in the

research are desirable in order to guarantee more accurate results.
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1. INTRODUCAO

Considerada um problema global, em paises desenvolvidos, como Estados Unidos,
em que se tornou uma preocupacao de salde publica, a obesidade é considerada como a
principal desordem nutricional atual (FRANCISCHI et al.,, 2000; WANG et al., 2008). O
mesmo acontece em paises em desenvolvimento, que vém assistindo a um aumento na
taxa de obesidade devido a ascensédo econémica e urbanizacdo de parte da populacdo mais
pobre, o que contribui para uma dieta mais industrializada (POPKIN; ADAIR e NG, 2012).

Estima-se que, mundialmente, de 1980 a 2013, a prevaléncia de adultos e criancas
obesas e em sobrepeso tenha aumentado 27,5% e 47,1% respectivamente, com 2,1 bilhdes
de individuos sendo assim classificados (NG et al., 2014). As provaveis causas para esta
condicdo sao as tendéncias nutricionais ocidentalizadas, ricas em gorduras, acglcares e
alimentos refinados, associadas a diminuicdo de atividades fisicas pela populacdo em nivel
mundial (FRANCISCHI et al., 2000).

Com o tempo, a obesidade pode vir associada a outras doencgas cronicas, como
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), intimamente conectada a obesidade (JUNG, 1997), uma
vez que o excesso de gordura abdominal pode gerar um aumento do nivel de glicose no
sangue e levar a resisténcia a insulina e, segundo a International Diabetes Federation
(2017), o DMT2 pode ser caracterizado pela resisténcia a insulina e relativa deficiéncia da

producao desta.

Segundo Hossain, Kawae e Nahas (2007), aproximadamente 90% dos casos de
diabetes tipo 2 podem ser atribuidos ao excesso de peso, além de se estimar que 5,4% da
populacédo adulta mundial tenha DMT2 (DONG et al., 2015). Com o agrave da qualidade de
vida, em paises em desenvolvimento, como os da América Latina, a incidéncia de DMT2
prevalece em faixas etarias mais jovens e, juntamente com a obesidade, apresentam a cada
ano um aumento vertiginoso no nimero de casos de pessoas com ambas as doencas
(SARTORELLI; FRANCO, 2003).

Acredita-se que além de habitos alimentares e sedentarismo, fatores genéticos
também tenham um importante papel na incidéncia destas desordens metabdlicas
(DONGXIA et al., 2008). Os polimorfismos do gene do Receptor Ativado por Proliferadores
de Peroxissomo y (PPARy) vém sendo estudados devido a sua relevante atuacdo na
regulacdo do metabolismo de lipidios e glicose, juntamente com a diferenciacdo de
adipécitos, cujo aumento de numero e tamanho sdo as caracteristicas primarias da
obesidade (JENINGA; GURNELL e KALKHOVEN, 2009; QUEIROZ et al., 2009).

Um destes polimorfismos é o Prol2Ala, em que h& uma substituicdo da Prolina pela

Alanina no exon B do gene. Outro polimorfismo é o C161T, em que ha uma substituicdo
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sinbnima de uma base Citosina por uma Timina no exon 6 do PPARy (DONGXIA et al.,
2008). No entanto, os resultados acerca da influéncia destes polimorfismos em condi¢des
como obesidade e resisténcia a insulina sdo controversos, embora seja notavel sua
associagdo com o desenvolvimento de transtornos metabdlicos na populacdo em nivel
mundial (BUZZETTI et al., 2004; DONG et al., 2015).

No Brasil, no entanto, apesar de cerca de 52% da populagéo estar acima do peso e
considerando que o acumulo de gordura abdominal pode aumentar em dez vezes a
ocorréncia de diabetes tipo 2 (MARIATH et al., 2007), poucos trabalhos que tentassem

relacionar estes distarbios metabdlicos com os polimorfismos de PPARy foram realizados.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar os polimorfismos
Prol2Ala e C161T encontrados no gene PPARy, tendo como base sua deteccdo e
frequéncia em amostras de DNA de sujeitos saudaveis da populacdo presente na
Universidade Presbiteriana Mackenzie, em S&o Paulo, Brasil. Foi investigada nesta
populacdo a possivel relacdo entre estes polimorfismos com a obesidade e o risco de
diabetes tipo 2 por meio da andlise de fatores bioquimicos e antropométricos relacionados a

ambas as doencas.

2. REFERENCIAL TEORICO

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomo sdo um subgrupo génico
de fatores de transcricdo dependentes de ligante pertencentes a uma superfamilia de
receptores nucleares. Até o momento, trés proteinas codificadas por diferentes genes deste
subgrupo foram identificadas, PPARa, PPARS, também chamado de PPARpB, e PPARy
(BERGER; MOLLER, 2002).

Descrito pela primeira vez em 1990, os PPARs atualmente sdo alvo de uma série de
farmacos sintéticos utilizados no tratamento de diabetes e dislipidemias, uma vez que o
papel principal destas proteinas € regular o metabolismo da glicose, de acidos graxos e de
lipoproteinas, além de agir no balanco energético, proliferagdo e diferenciagdo celular e
processo inflamatorio, atuando por meio da ligagdo a Elementos Responsivos a
Proliferadores de Peroxissomo (PPRES) localizados em regifes promotoras de outros genes
(TAVARES; HIRATA e HIRATA, 2007; DONG, 2015).

No caso do PPARYy, seu gene, com aproximadamente 100kb, se encontra no
cromossomo 3p25.2, e a proteina traduzida, devido a um processo de splicing alternativo,
gera quatro isoformas: y1, expressa no coragédo, musculo, célon, rins, pancreas e bacgo; y2,
a mais estudada, expressa principalmente no tecido adiposo, com 30 aminoacidos a mais do

gue o PPARy1; y3, expressa em macrofagos, intestino grosso e tecido adiposo branco; e y4,
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expressa em células endoteliais e cujo RNAm ja foi identificado também em adipdcitos
(DONGXIA et al., 2008; TYAGI et al., 2011, ROOKI et al., 2013).

Tanto o PPARy1 quanto o PPARy2 sdo capazes de induzir a adipogénese e estdo
envolvidos no processo de gliconeogénese e captagdo, armazenamento, sintese e quebra
de lipidios. Mais ainda, também regulam genes envolvidos na homeostase energética das
células e medeiam mecanismos de sensibilidade a insulina, como por exemplo, por meio da
expressdo de adiponectina, horménio que aumenta em resposta a ativacdo do PPARYy
(BERGER; MOLLER, 2002; JENINGA; GURNELL e KALKHOVEN, 2009; TYAGI et al.,

2011).

Somando-se a isso, diversos polimorfismos do gene da proteina PPARYy ja foram
descritos, com indicacdes de participacdo em processos de estabelecimento de sindrome
metabdlica e DMT2 (DONG et al.,, 2015). Um dos mais comuns é o Polimorfismo de
Nucleotideo Unico (SNP) Pro12Ala (rs1801282), em que ha a troca de uma base citosina
(CCA - alelo ancestral) por uma guanina (GCA — alelo mutado) no exon B, resultando na
substituicdo do aminoacido Prolina pelo Alanina (NCBI, 2017a). Comparando-se diferentes
estudos, as frequéncias deste SNP em populacdes asiaticas, europeias e afro-americanas
foram similares, sendo o gendétipo Prol2Pro mais frequente do que o Prol2Ala, e com raros
individuos sendo classificados como Alal2Ala (ROOKI et al., 2013).

Outro SNP frequente do PPARy é o C161T, também conhecido como C1431T ou
His477His (rs3856806), localizado no exon 6, em que ha uma substituicdo sinbnima de uma
citosina (CAC — alelo ancestral) por uma timina (CAT — alelo mutado), resultando na
incorporacdo na proteina do mesmo aminodcido, Histidina (ROOKI et al., 2013; NCBI,
2017b). Assim como o gendtipo Alal2Ala, o T/T costuma ser raro em todas as populacdes
em que foi estudado e, em geral, como visto em diferentes trabalhos envolvendo individuos
asiaticos, europeus e australianos, a frequéncia do C/C é maior do que a do C/T (ROOKI et
al., 2013).

Tanto o polimorfismo Prol2Ala quanto o C161T tém se mostrado relevantemente
associados a DMT?2, resisténcia a insulina, obesidade e outros transtornos metabolicos, o
gue o fazem alvo de diversas pesquisas que buscam elucidar seu papel nos mecanismos

patogénicos destas desordens (ROOKI et al., 2013).

Em um trabalho realizado com 792 pessoas de uma populagéo chinesa de etnia Han,
foi constatado que aqueles com gend6tipo Prol2Ala eram mais sensiveis a insulina e tinham
um IMC maior, bem como aqueles que possuiam pelo menos um alelo T do polimorfismo

C161T, sugerindo-se inclusive uma associacdo entre estes SNPs (DONGXIA et al., 2008).
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Na Tunisia, Youssef et al. (2014) encontraram resultados similares em um estudo
gue envolveu 552 participantes quanto ao alelo Ala, sendo ele mais frequente em pacientes
sem sindrome metabdlica e, dentre aqueles com sindrome metabdlica, o Ala se fazia mais
presente em quem possuia melhor sensibilidade a insulina. No entanto, ao contrario do que
foi descrito por Dongxia et al. (2008), os autores encontraram resultados que sugerem que o
alelo T é mais frequente em pacientes com sindrome metabdlica nesta populacdo estudada,
e que o genotipo C/C que estava conectado a maior sensibilidade a insulina.

Ja em uma pesquisa com 821 individuos do norte da india, Prakash et al. (2012)
encontraram o alelo Ala associado a obesidade e a resisténcia a insulina, enquanto o alelo
T, em pessoas obesas, se mostrou relacionado a algum componente de resisténcia a

insulina, seja % de gordura corporal, seja concentracdo de insulina.

Embora Evans et al. (2001) tenham visto que duas vezes mais pessoas com DMT2
tinham o gendtipo Alal2Ala do que aqueles sem diabetes em um estudo na Alemanha com
410 pacientes, nao foi um resultado estatisticamente significante, além de nao terem havido
associagOes diretas do C161T com a doenca. Entretanto, os autores sugerem que um
haplétipo de Alal2Ala com C161C e mais uma terceira mutacdo poderiam se mostrar mais
fortemente associados a DMT2, embora sugiram precaucdo ao trabalhar esta hipétese, ja

gue seus resultados estdo relacionados a amostra populacional estudada.

Trabalhando apenas com o Prol2Ala, Carlos et al. (2013) ndo constataram nenhuma
associacdo deste polimorfismo com obesidade em um estudo com 194 mulheres
portuguesas, diferente de Mattevi; Zembrzuski e Hutz (2007) que, em uma pesquisa com
355 individuos brasileiros, viram uma relacdo entre a presenca do alelo Ala com alto IMC

apenas em mulheres.

Ja Vergotine et al. (2014), com 787 participantes da Africa do Sul, descreveram uma
associacdo do alelo Pro com resisténcia a insulina e DMT2, bem como uma possivel
interacdo do alelo Ala com o Arg de outro polimorfismo (Gly972Arg de IRS1) em um quadro
de maior sensibilidade a insulina. Buzzetti et al. (2004) também constataram, com 1215

individuos oriundos da Italia, uma maior sensibilidade a insulina com o alelo Ala.

Por fim, em uma meta-analise envolvendo 56 artigos — sendo dois aqui ja
mencionados — e totalizando 39.647 participantes de diferentes nacionalidades, Mansoori et
al. (2015) concluiram que o alelo Ala esta associado, em ambos 0s géneros, a um maior
IMC dentre aqueles caucasianos com obesidade, ndo sendo observada esta relacdo em
asiaticos e populacdes miscigenadas. Estes resultados reforcam a multifatorialidade da
obesidade e da DMT2 e a necessidade de se estudar mais o gene PPARy e seus

polimorfismos, bem como suas interagdes.
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3. METODOLOGIA
3.1. Casuistica

Buscando cumprir 0s objetivos propostos, foram colhidas amostras de sangue de 29
individuos no Laboratorio Escola de Andlises Clinicas e Toxicologicas (LEACT) da
Universidade Presbiteriana Mackenzie (S&o Paulo, SP), parte integrante do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude (CCBS), sendo 22 mulheres e 7 homens, com idades
variando de 17 a 60 anos. No entanto, devido a impossibilidade de utilizacdo das amostras
de alguns desses sujeitos por falta de outros dados necessarios a pesquisa, apenas 19
participantes foram utilizados de fato no trabalho. Para complementar entdo as analises,
foram selecionados aleatoriamente os dados de outros 11 pacientes de um projeto anterior,
sendo 7 mulheres e 4 homens, com idades variando de 18 a 48 anos, totalizando 30
participantes saudaveis. Ressalta-se que as pesquisadoras ja possuiam o termo de
consentimento livre e esclarecido destes individuos extras, e que para este trabalho nenhum

material biologico deles foi utilizado, apenas dados tetricos previamente obtidos.

De cada participante, que estavam com 12 horas de jejum, foram colhidos 5mL de
sangue periférico por puncao venosa, tendo ele sido utilizado para a extracdo de DNA e
para determinacdo bioquimica de glicemia, colesterol total, HDL e triglicérides, além de
terem sido determinados o LDL e VLDL de cada individuo, bem como a altura e peso para

estabelecimento do indice de Massa Corporal — IMC e circunferéncia abdominal.

Fizeram parte da pesquisa professores, funcionarios e alunos da Universidade
Presbiteriana Mackenzie, tendo todos o0s sujeitos assinado o termo de consentimento livre e
esclarecido apos serem informados sobre os objetivos da pesquisa e seus procedimentos,
juntamente com provaveis beneficios, eventuais desconfortos e possibilidade de desisténcia
sem qualquer dano. Para garantir o anonimato, cada amostra recebeu um ndmero € 0 nome
dos pacientes nao foi utilizado em nenhuma etapa do projeto. Salienta-se que esta pesquisa
sO teve seu inicio ap0s aprovagdo da Plataforma Brasil, cuja aprovagdo se deu sob o

parecer nimero 1.566.118.
3.2. Determinagdes bioquimicas

As concentracdes seéricas de colesterol total, HDL, triglicérides e glicose foram
determinadas por métodos enzimatico-colorimétricos (Invitro e Labtest), enquanto que as de
LDL e VLDL foram determinadas por calculos matematicos (triglicérides/5 para VLDL e
férmula de Friedewald: LDL = colesterol total — HDL — VLDL para o LDL). Os valores de

referéncia se encontram no quadro 1.
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Quadro 1. Valores de referéncia e método utilizado para determinacdo da glicose, triglicérides,
colesterol total, HDL, VLDL e LDL.

Desejavel: 60 a 99 mg/dL
Pré-diabético: 100 a 125 mg/dL
Aumentada: = 126 mg/dL

2 a 19 anos
Desejavel: < 100 mg/dL
Limitrofe: 100 a 129 mg/dL
Elevado: = 130 mg/dL
2 20 anos
Desejavel: < 150 mg/dL
Limitrofe: 150 a 199 mg/dL
Elevado: = 200 mg/dL
2 a 19 anos
Desejavel: < 150 mg/dL
Limitrofe: 150 a 169 mg/dL
Elevado: =2 170 mg/dL
2 20 anos
Desejavel: < 200 mg/dL
Limitrofe: 200 a 239 mg/dL
Elevado: = 240 mg/dL
Homens
Desejavel: 2 40 mg/dL
Abaixo do desejavel: < 40 mg/dL
Mulheres
Desejavel: 2 50 mg/dL
Abaixo do desejavel: < 50 mg/dL
<9 anos
Desejavel: < 20 mg/dL
Acima do desejavel: = 20 mg/dL
10 a 19 anos
Desejavel: < 26 mg/dL
Acima do desejavel: = 26 mg/dL
2 20 anos
Desejavel: < 30 mg/dL
Acima do desejavel: =2 30 mg/dL
Otimo: < 100 mg/dL
Desejavel: 100 a 129 mg/dL
Limitrofe: 130 a 159 mg/dL
Alto: 160 a 189 mg/dL
Muito alto: > 190 mg/dL

3.3. Variaveis antropométricas
3.3.1. Peso e altura

As medidas de peso (em kilograma) e altura (em metros) foram obtidas em balanca
digital (capacidade de 150 kg, precisdo de 10 g) e em estadibmetro portatil,

respectivamente, com o minimo de roupa possivel e sem sapatos. O IMC foi obtido
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dividindo-se o peso (Kg) pela altura (m) ao quadrado, utilizando-se a classificagdo do estado
nutricional preconizada pela Organiza¢do Mundial da Saude, e que se encontra no quadro 2.

Quadro 2. Classificagéo de estado nutricional guanto ao IMC.

Abaixo do peso
Peso ideal
Sobrepeso

Obesidade grau |
Obesidade grau Il (severa)

Obesidade grau lll (mérbida)

3.3.2. Circunferéncia abdominal

A circunferéncia foi obtida utilizando-se uma fita métrica inelastica, tendo como ponto
de referéncia o plano horizontal na altura da cicatriz umbilical, com o individuo em pé,
abddémen relaxado, os bracos ao longo do corpo e pés unidos. Para classificacdo da
obesidade central foram considerados os pontos de corte para risco de complicacdes

metabdlicas (quadro 3).

Quadro 3. Classificacdo de obesidade central quanto ao risco de complicacbes metabdlicas de
acordo com a circunferéncia abdominal.

Desejavel: <94 cm

Acima do desejavel: 2 94 cm

Muito acima do desejavel: = 102 cm
Desejavel: < 80 cm

Acima do desejavel: 280 cm

Muito acima do desejavel: = 88 cm

3.4. Analises genéticas
3.4.1. Extracdo de DNA

Foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) de acordo com o
protocolo fornecido para a extragdo do material genético a partir de 300uL de sangue total.
Todos os DNAs foram quantificados pelo Quantus™ Fluorometer (Promega) e submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% (10uL de DNA + 4uL de Gel Loading Buffer (LGC
Biotecnologia)), e depois visualizados por meio de coloracdo com SYBR Safe DNA gel stain

(Invitrogen) em transiluminador UV.
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3.4.2. Anéalise do polimorfismo Prol2Ala

Foi realizada a amplificagéo por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do
segmento do gene que engloba o polimorfismo Prol2Ala, com os iniciadores a jusante P1
(5-GTGTATCAGTGAAGGA ATCGCTTTCTTG-3’), especifico para o alelo C (Pro), P2 (5'-
TTGTGATATGTTTGCAGACAAGGTATCAGTGAAGGAATCGCTTTGTGC-3’), que se liga ao
alelo G (Ala), e com o iniciador comum a montante P3 (5'-
TTTCTGTGTTTATTCCCATCTCTCCC-3)).

Cada reacédo de PCR foi realizada em um volume final de 25uL contendo 5uL de
DNA gendmico; 1yl dos iniciadores P1 e P3 a 10pmol cada; 1uL do iniciador P2 a 5 pmol,;
1uL de DNTPs a 200mmol/L; 3uL de MgCl, a 25mM; 5uL do tampé&o da enzima a 5mM;
0,2uL de GoTagq® DNA Polymerase (Promega) e 7,8uL de agua Milli-Q para completar o
volume final. As condi¢cdes da PCR foram desnaturacdo inicial de 94°C por 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 62°C por 45

segundos e extensao de 72°C por 45 minutos, com a extensao final de 3 minutos a 72°C.

Os produtos da PCR foram submetidos e separados por eletroforese em gel de
agarose 2% (18uL de DNA + 7uL de Gel Loading Buffer (LGC Biotecnologia)),
acompanhados com 50bp DNA Ladder (BioLabs), e visualizados por meio de coloracdo com
SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) em transiluminador UV. Um produto de 230bp

identificava o alelo Pro, e um produto de 250bp identificava o alelo Ala.
3.4.3. Analise do polimorfismo C161T

Foi realizada a amplificacdo do segmento do gene que engloba o polimorfismo
C161T por meio da PCR com os iniciadores P1 (5-CAAGACAACCTGCTACAAGC-3’) a
jusante e P2 (5’-TTCTTGTAGATCTCCTGCAG-3’) a montante.

A reacdo da PCR foi realizada em um volume final de 25 ul contendo 5uL de DNA
gendmico; 1uL dos iniciadores P1 e P2 a 10pmol cada; 1,5uL de DNTPs a 200mmol/L; 3uL
de MgCl, a 25mM; 5uL do tampéao da enzima a 5mM; 0,25uL de GoTag® DNA Polymerase
(Promega) e 8,25uL de agua Milli-Q para completar o volume final. A desnaturacgéo inicial foi
de 94°C por 3 minutos, seguido de 32 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 57,7°C por 45 segundos e extensdo de 72°C por 60 segundos, com a

extensao final de 5 minutos a 72°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a digestao enzimatica a 37°C por 30 minutos,
em uma reacéo contendo 10uL de DNA; 2L do tampéao da enzima; 1uL da enzima Eco72l e
17uL de agua Milli-Q para completar o volume final de 30 pL. Os produtos de restricdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (18uL de DNA + 7uL de Gel Loading
Buffer (LGC Biotecnologia)) juntamente com 50bp DNA Ladder (BioLabs), e visualizados por
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meio de coloragdo com SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) em transiluminador UV. O
homozigoto CC produzia dois fragmentos, um de 120bp e outro de 80bp; o heterozigoto CT
produzia trés fragmentos, de 200, 120 e 80bp, e para o homozigoto TT s6 foi observado um

fragmento de 200bp.
3.5. Analise dos resultados

Foi feito tratamento estatistico e analise dos dados genotipicos juntamente com as
medidas antropométricas de cada participante e dados bioquimicos utilizando o programa
Past3 (University of Oslo, Noruega). O teste Shapiro-Wilk foi empregado para avaliar a
normalidade das amostras, e o t de Student, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram utilizados
para comparar as variaveis bioquimicas e antropométricas entre 0s grupos genotipicos
(Pro/Pro e Pro/Ala; C/C e C/T+T/T) com nivel de significancia de 5%, expressos em média e
desvio padrdo. As distribuicbes genotipicas foram calculadas para testar se estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg e as frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas por

meio do teste do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo bioquimica e antropométrica da amostra

O presente trabalho contou com a participacdo de 30 individuos que tiveram
mensurados o0 seu peso e altura, para calculo do IMC, e assim serem classificados de
acordo com seu estado nutricional; a circunferéncia abdominal, para determinacdo de
obesidade central quanto ao risco de problemas metabdlicos; glicemia, para avaliar se a
glicose circulante em jejum estava de acordo com os parametros estabelecidos em néo
diabéticos; e triglicérides, colesterol total, HDL, VLDL e LDL, visando determinar se 0s
valores estavam em conformidade com o esperado, considerando que podem estar

alterados em situacéo de obesidade e sdo marcadores da sindrome metabdlica.

Destes participantes, 23 eram mulheres, com idades variando entre 17 e 60 anos (X=
33,13, S= 13,65), e 7 eram homens, com idades entre 18 e 54 anos ()_< =32,86, S= 12,95).

Do total, 6 individuos tinham entre 17 e 19 anos, e 24 tinham mais de 19.

Quanto ao IMC, 1 individuo estava abaixo do peso (3,3%), 12 estavam em seu peso
ideal (40%), 9 estavam em sobrepeso (30%), 3 estavam em obesidade grau | (10%), 4
estavam em obesidade grau Il (13,3%) e 1 estava em obesidade grau Il (3,3%). Quando
divididos em dois grupos, “controle” (abaixo do peso e peso ideal) e “experimental’
(sobrepeso e obesidade |, Il e lll), as frequéncias ficam em 13 individuos (43,3%) e 17

(56,6%) respectivamente, como visto na figura 1.
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Figura 1. Divisdo dos participantes quanto ao seu IMC.
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Em relacdo a circunferéncia abdominal, de 23 mulheres (76,7% da amostra), 9

estavam com a circunferéncia desejavel (39,1%), 5 estavam com ela acima do desejavel
(21,7%) e 9 estavam com ela muito acima do desejavel (39,1%). Quanto aos homens, 7
individuos (23,3%), 3 apresentam uma circunferéncia abdominal desejavel (42,9%), 1 estava
com ela acima do desejavel (14,2%) e 3 estavam muito acima do desejavel (42,9%).
Quando agrupados apenas em “desejavel”’ e “fora do desejavel’, 12 individuos pertenciam a

primeira categoria (40%) e 18 pertenciam a segunda (60%).

Sobre a taxa de glicemia, 27 individuos (90%) estavam com ela desejavel e 3 (10%)
foram classificados como pré-diabéticos. Como ninguém estava com a glicemia elevada
(=126mg/dL), todos foram agrupados em “desejavel’. Ja quanto aos triglicérides, 27
participantes estavam com o nivel desejavel (90%), 1 estava com ele limitrofe (3,3%) e 2
estavam com ele elevado (6,7%). Assim, 27 individuos foram classificados como “desejavel’

(90%) e 3 foram classificado em “fora do desejavel” (10%).

Em relacdo ao colesterol total, este foi encontrado desejavel em 21 pessoas (70%),
limitrofe em 8 (26,7%) e elevado em 1 (3,3%). Dessa forma, 27 estavam com o valor

“desejavel”’ (90%) e 3 estavam “fora do desejavel” (10%).

O HDL foi tido como desejavel em 4 mulheres (17,4%) e abaixo do desejavel em 19
(82,6%). Todos os homens estavam com o HDL abaixo do desejavel (7 individuos, 100%).
Assim, 4 individuos tinham o valor considerado “desejavel’ (13,3%) e 26 (86,7%) estavam
“fora do desejavel. Quanto ao VLDL, 27 pessoas estavam com ele “desejavel’” (90%) e 3

estavam com os valores acima do desejavel — “fora do desejavel” (10%).

Por fim, o LDL foi tido como 6timo em 12 participantes (40%), desejavel em 12
(40%), limitrofe em 5 (16,7%) e muito alto em 1 (3,3%). Nenhum individuo tinha o LDL
apenas elevado. Separando em dois grupos, 29 pessoas foram categorizadas em

“desejavel” (96,7%), enquanto 1 foi tida como “fora do desejavel (3,3%).
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Todos estes dados estdo sintetizados na figura 2. A categorizagéo foi feita de modo
gue aqueles classificados como pré-diabéticos e com triglicérides, colesterol total e LDL
limitrofes foram agrupados como “desejavel’, uma vez que nao se encontravam fora do

esperado.

Figura 2. NUumero de participantes quanto aos dados bioquimicos e antropométricos em cada
categoria, “desejavel” e “fora do desejavel”.
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4.2. Frequéncias alélicas e genotipicas

Neste trabalho, foram analisados tanto o polimorfismo Prol2Ala quanto o C161T do
gene PPARy. Quanto as frequéncias do Prol2Ala, dentre os 30 participantes, 22
apresentavam o genétipo Pro/Pro (73,3%) e 8 apresentavam o genétipo Pro/Ala (26,7%),
nao tendo nenhum individuo o gendtipo Ala/Ala. A frequéncia do alelo Pro ficou em 86%
(0,86) e a do Ala, em 14% (0,14), em concordancia com o equilibrio de Hardy-Weinberg.
Esses dados corroboram com o descrito por Rooki et al. (2013), de que o homozigoto
Pro/Pro costuma ser mais frequente nas populacdes analisadas do que o heterozigoto

Pro/Ala, e sendo o gendtipo Ala/Ala consideravelmente raro.

Ja quanto ao polimorfismo C161T, 23 participantes apresentavam o genoétipo C/C
(76,7%), 6 apresentavam o C/T (20%) e 1 apresentava o T/T (3,3%). As frequéncias alélicas
ficaram em 87% (0,87) para o0 C e 13% (0,13) para o T, similar ao encontrado com o
Prol2Ala, e também obedecendo ao equilibrio de Hardy-Weinberg. De acordo com Rooki et

al. (2013), em variadas populagbes ao redor do mundo, o gendtipo C/C aparece mais
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frequentemente do que o C/T, e o T/T aparece de forma mais restrita, assim como foi

encontrado neste trabalho.
4.3. Relagdo Prol2Ala com os dados bioquimicos e antropométricos

Visando avaliar se ha diferenca estatistica dos dados bioguimicos e antropométricos
entre os genotipos do polimorfismo Prol2Ala, os individuos foram separados em dois
grupos, Pro/Pro e Pro/Ala. Os resultados obtidos se encontram na tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos dados bioquimicos e antropométricos de acordo com os
gendtipos do polimorfismo Prol2Ala, e valores de p com nivel de significancia de 5%.

26,7 5,6 27,9 9,2 0,89™
86,4 15,4 87,8 18 0,93
87,9 7.7 89,9 10,2 0,60*
108,5 51,6 9% 34,8 0,54+
168 38,3 180 22,5 0,42*

42 13,7 41,5 5,5 0,48
21,3 10,4 19,1 6,9 0,66**
103,4 31,2 119,4 24 0,20*

* Valores estabelecidos pelo teste t de Student
** Valores estabelecidos pelo teste Mann-Whitney

N&o foi encontrada nenhuma associacéo estatisticamente significante entre os dados
bioquimicos e antropométricos com os gendtipos do polimorfismo Prol2Ala. Estes
resultados diferem do que foi encontrado, com analises semelhantes, no trabalho de
Dongxia et al. (2008), que verificaram que aqueles com genétipo Pro/Ala eram mais
sensiveis a insulina e tinham um IMC maior, e também diferem do que foi descrito por
Prakash et al. (2012) como sendo uma associagéo entre obesidade e resisténcia a insulina

com o alelo Ala.

Um dos motivos dessa falta de associacdo, seja para um efeito protetor, seja para
um efeito intensificador do Prol2Ala, pode ter sido devido ao baixo nimero de individuos
nesta pesquisa e, além disso, uma baixa quantidade de participantes com pelo menos um

alelo Ala, n&o tendo os grupos ficados pareados. Mais ainda, s&o comumente encontradas
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associacfes variadas entre os genétipos e os dados bioquimicos e antropométricos em
diferentes populagdes, como no caso de Carlos et al. (2013), que ndo constataram nenhuma
relacdo do polimorfismo com obesidade em um estudo em Portugal, feito apenas com
mulheres. Essas diferencas populacionais se tornam mais evidentes com Mattevi;
Zembrzuski e Hutz (2007) que, diferentemente de Carlos et al. (2013), viram de fato uma

relacéo entre a presenca do alelo Ala com alto IMC em mulheres brasileiras.

Mansoori et al. (2015), em uma meta-analise envolvendo 56 artigos com populacdes
distintas, concluiram que deve haver sim alguma relacdo do Prol2Ala com IMC e
obesidade, 0 que mostra que os dados acerca de sua influéncia ainda sdo controversos,
reforcando a necessidade de serem feitas mais pesquisas envolvendo este polimorfismo e
como ele pode ser caracterizado em uma amostra brasileira, visando entender melhor seu

mecanismo de acao em transtornos metabdlicos como obesidade e DMT2.
4.4. Relacdo C161T com os dados bioquimicos e antropométricos

Com o objetivo de verificar se ha diferenca estatistica dos dados bioquimicos e
antropométricos entre os genotipos do polimorfismo C161T, os individuos foram separados
em dois grupos, C/C e x/T, este Ultimo sendo aquele em que ficaram agrupados tanto os C/T

guanto o T/T. Os resultados obtidos se encontram na tabela 2.

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos dados bioquimicos e antropométricos de acordo com o0s
gendtipos do polimorfismo C161T, e valores de p com nivel de significancia de 5%.

26,9 5,9 27,2 9,1 0,73*
88,1 16,1 87,4 16,2 1**
87,4 7,5 91,7 10,6 0,20*
106 52,1 102,1 30,4 0,98*
170,3 38,7 174,3 19,1 0,79*
40,5 10,7 46,3 15,7 0,40%
20,9 10,4 20,1 6,1 0,96**
107,6 32,7 107,9 20 0,98+

* Valor estabelecido pelo teste t de Student
** Valores estabelecidos pelo teste Mann-Whitney
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N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
com os dados mensurados, similar aos resultados encontrados por Evans et al. (2001).
Apesar de ser menos estudado do que o Prol2Ala e de n&o ter tido sua agao no organismo
inteiramente elucidada, foram vistas algumas associa¢cbes do C161T com obesidade e
sindrome metabdlica como, por exemplo, Dongxia et al. (2008), que sugeriram que o alelo T
levaria a uma maior sensibilidade a insulina, mas também poderia estar relacionado a
obesidade. Diferentemente deles, Youssef et al. (2014), encontraram resultados que indicam
gue o gendtipo C/C que estaria mais conectado a sensibilidade a insulina do que a presenca

deum alelo T.

Neste trabalho, no entanto, ndo foram encontradas associacfes, e isso pode ter se
dado devido ao baixo nimero de participantes na pesquisa. Além disso, como se trata de
uma substituicdo sinbnima, o fendétipo associado pode ser mais leve do que no caso do
Prol2Ala, em que ha a troca de aminoacido na proteina, e por isso a relacdo do
polimorfismo C161T com transtornos metabdlicos seria mais sutil (ROOKI et al., 2013; NCBI,
2017b). Ha também a possibilidade da existéncia de um haplétipo de Alal2Ala com C161C
e possivelmente uma terceira mutacdo, como sugerido por Evans et al. (2001), e assim
contribuindo mais decisivamente para a incidéncia ou para um efeito protetor a obesidade e
DMT2.

4.5. Relacdo entre Prol2Ala e C161T com os dados bioquimicos e antropométricos

Foi realizada andlise estatistica dos dados bioquimicos e antropométricos de acordo
com a divisdo dos participantes em quatro grupos: um com aqueles com gendétipos Pro/Pro
e C/C, que correspondem a 21 individuos (70%); outro com aqueles Pro/Pro e com pelo
menos um alelo T, correspondendo a 1 individuo (3,3%); aqueles Pro/Ala e C/C, que
correspondem a 2 individuos (6,7%); e aqueles Pro/Ala e com pelo menos um alelo T,

correspondendo a 6 individuos (20%). Os dados se encontram na tabela 3.

N&o foi encontrada nenhuma associacao estatisticamente significante entre os dados
e 0s genadtipos, embora tenha sido possivel observar algumas similaridades, como o fato de
gue todos os homens ficaram na categoria Pro/Pro + C/C, e de que a maioria dos que eram
heterozigotos para um polimorfismo também era para o outro (de 8 participantes Pro/Ala, 6
tinham também pelo menos um alelo T). Os trés individuos com triglicérides fora do
desejavel, e que estavam com o valor de VLDL na mesma condicdo, além de um

participante de dois com colesterol total também fora do desejavel, ficaram no primeiro

grupo.
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Tabela 3. Média e desvio padrdo dos dados bioquimicos e antropométricos de acordo com a
combinacdo dos genétipos dos polimorfismos Prol2Ala e C161T, e valores de p com nivel de
significancia de 5%.

26,6 5,7 28,7 - 30,5 9,2 27 10 0,72*
87,8 15,8 93 B} 91,5 26,2 86,5 17,5 | 0,96*
87,6 7.8 93 ; 85 - 91,5 11,6 | 0,53*
109,4 52,7 89 R 71 38,2 104,3 32,7 0,53*
167 38,9 189 i 204,5 3,5 171,8 19,6 | 0,30*
40,2 11,1 80 R 44 5,7 40,7 5,7 0,23*
21,5 10,6 17 : 14,5 7,8 20,7 6,5 0,58*
103,9 31,9 92 ; 146 5,7 110,5 20,6 | 0,14*
21 1 2 6 s

* Valores estabelecidos pelo teste Kruskal-Wallis

Um dos motivos para nao terem sido encontradas associacfes significativas pode
ser por causa, hovamente, do baixo nimero de participantes na pesquisa, tendo sido este
um dos maiores limitantes do trabalho. No entanto, ndo deve ser excluida a possibilidade de
uma possivel conexdo entre ambos os polimorfismos e a possibilidade de um efeito protetor
ou aumentado em relacdo aos parametros utilizados, assim como proposto por Evans et al.
(2001), uma vez que ja foram vistas associa¢cdes em outras populagdes, como na chinesa,
por Dongxia et al. (2008), na tunisiana, por Youssef et al. (2014) e na indiana, por Prakash

et al. (2012), embora os resultados difiram entre eles.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como obijetivo avaliar os polimorfismos Prol2Ala e C161T do gene
PPARy, bem como a interagao entre eles, e sua relagédo com obesidade e diabetes mellitus
tipo 2 em uma amostra populacional brasileira, contando com um n de 30 individuos, entre

homens e mulheres.
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N&o foram encontradas associacfes estatisticamente significantes entre os dados
analisados, e um dos fatores mais limitantes do trabalho, e que pode ter interferido nos
resultados obtidos, foi o baixo nimero de participantes, o que ocasionou em grupos
genotipicos, nos quais as analises foram divididas, muito desproporcionais. Entretanto, ndo
se deve excluir a possibilidade de uma relacdo entre os fatores citados como objetivo da
pesquisa, uma vez que ja foram vistas associacdes em outras populagdes estudadas ao

redor do mundo.

Ressalta-se aqui, portanto, a necessidade de mais trabalhos que envolvam os
polimorfismos do gene PPARy e sua associagdo com o0s componentes da sindrome
metabdlica, com a necessidade de um alto ndmero de individuos para que assim seja
caracterizada a populacdo estudada. Estes dados podem gerar importantes subsidios para

a prevencao e diagnostico precoce de transtornos metabdlicos.
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