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Se creres em Deus, caminharas sem aflicio e sem medo, nas trilhas
do mundo, por maiores que sejam perigos € riscos a te obscurecerem
a estrada, porquanto, ainda mesmo a frente da morte, reconheceras
que permaneces com Deus, tanto quanto Deus esta sempre contigo,
além de provagdes e sombras, limitagcdes e mudangas, em plenitude
de vida etema.
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Resumo

No presente estudo utilizaram-se as técnicas do polimorfismo conformacional de fita
simples (PCR-SSCP) e seqienciamento na prospeccdo e caraclerizagio de
polimorfismos no gene do Peroxisome Proliferator-Activated Receptors Gamma (PPARy)
em pacientes com diabetes meiito do tipo 2 (DM2). Foi possivel, portanto, caracterizar
cinco polimorfismos, sendo um destes localizado em regido intrdnica (IVS3+21A>T) e
quatro em regi&o codificadora (exon B: 34C>G; exon 1: 90C>A e 159C>T e exon 6:
161C>T) no gene do PPARYy. As regides referentes aos polimorfismos 34C>G e 161C>T
foram amplificadas pela técnica da PCR e analisadas por restrigdo enzimatica. O
polimorfismo 34C>G no grupo de estudo (GE), mostrou associagio do gendétipo Pro/Pro
com valores seéricos elevados de insulina, indices HOMA-IR e HOMA-B em
comparagao com portadores do genoétipo Pro/Ala+Ala/Ala. Em mulheres do GE,
portadoras dos gendtipos CT+TT apresentaram menores valores séricos de triacilgliceréis
(TAG) e VLDL-C do que ndo portadoras (genétipo CC) para o polimorfismo C161>T.
Conclui-se que as técnicas empregadas nesta investigagdo foram capazes de
caracterizar os polimorfismos apresentados e genotipar as alteragGes moleculares
34C>G e 161C>T para o GE e controle. Os resultados isoladamente indicam que o
polimorfismo 34C>G estd associado a variabilidade na concentragdo sérica e secre¢do
de insulina em pacientes com DM2 e o polimorfismo 161C>T foi associado com menor
concentragdo sérica de TAG e VLDL-C, em mulheres com DM2, por provavel
desequilibrio de ligagdo com outras alteragdes no gene do PPARy. No estudo de
associacao destes polimorfismos os resultados individuais para cada polimorfismo foram
confirmados, porém, como estdo em desequlibrio de ligagdo, os efeitos apresentados
sobre o metabolismo de lipideos e carboidratos podem ser devidos ao polimorfismo

34C>Gou161C>T.



Abstract

The present investigation employed single-strand conformational polymorphism
analysis (SSCP) followed by cycle sequencing for the screening and characterization of
polymorphisms in the peroxisome proliferator-activated receptors gamma (PPARyY) gene
in patients with Type 2 diabetes mellitus (2DM). It has been possible to characterize 5
different polymorphisms, 1 located in intron (IVS3+21A>T) and 4 in coding regions (exon
B: 34C>G; exon 1: 90C>A and 159C>T and exon &: 161C>T) of the PPARY gene. The
polymorphic regions 34C>G and 161C>T of the PPARy gene were amplified by PCR and
analyzed by enzymatic restriction. The polymorphism 34C>G showed that in the 2DM
group, fasting insulin and HOMA index were significantly higher in Pro/Pro genotype
carriers than non-carriers. In women of the 2DM group the concentrations of
triacylglycerol (TAG) and VLDL-C were significantly lower in CT+TT genotype carriers
than non-carriers for the polymorphism 161C>T. In conclusion it was possible to
characterize 5 different polymorphism using SSCP and sequencing in diabetic type 2
individuais. Furthermore, a successful enzymatic restriction was applied to the
polymorphic regions 34C>G and 161C>T in the 2DM group and controls. The isolated
resuits indicate that the 34C>G polymorphism was associated with the sensibility and
variability of insulin levels in 2DM individuals and the 161C>T polymorphism was
associated to lower leveis of AIP, TAG and VLDL-C in serum of the women (2DM group)
suggesting that the action of genetic variation at the PPARy locus is in linkage
disequilibrium with another, yet to be identified gene alterations. In the study of
association the isolated resuits were confirned, nevertheless, the two polymorphism were
in linkage disequilibrium, and therefore, the effects of the lipids and carbohydrates

metabolism observed with one polymorphism may be due to linkage with the other.
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Neste sentido, varnos pesquisadores tem intensificado seus estudos sobre a
acio reguiatéria para o PPARy e PPARa em uma ampla variedade de eventos, tais
como: os relacionados ao sistema vascular, incluindo a formagao e estabilidade das
placas de aterosclerose, tonus vascular e angiogénese. Os PPARs também tem sido
implicados na regulagdo da diferenciacdo celular e na fisiopatologia da
carcinogénese.
1.1. Estrutura do receptor

Os PPARs, como outros receptores nucleares, possuem estrutura modular
formada por dominios funcionais (LAUDET et al., 1992): dominio A/B (NH,-terminal),
pouco conservado enfre as trés isoformas de PPARs, cujo estado de fosforilagio
contribui para a modulagao da atividade do PPARa e y. Esta localizado proximo ao
sitio de ativacd@o transcricional independente de ligante (AF-1); dominio C (ou DBD —
DNA binding domain), contém os zinc finger, que s3o dois arranjos protéicos
constituidos de uma a-hélice e uma folha B-pregueada, mantidas unidas por um ion
de zinco na regido central, que confere maior estabilidade de dobramento,
permitindo associagdes firnes quando da ligagdo aos PPREs na regido regulaténa
de genes responsivos ao PPAR; regido D, importante como cofator e a regido EF
(COOH-terminal), a qual possui o dominio LBD (figand binding domain) e o sitio de
ativagdo transcricional dependente de ligante (AF-2) (SCHOONJANS et al., 1996).
Os dominios DBD e LBD s3o as regidbes mais conservadas em todos os PPARS.
(Figura 2).
1.2. RXR e heterodimerizag¢do

Os PPARs formam heterodimeros com o receptor do acido 9-cis retindico
(RXR) (WERMAN et al., 1997). Assim como os PPARs, existem trés formas distintas
de RXR: RXRa, B e y (CHAMBON, 1996), apresentando distribuicdo distinta nos

tecidos (WVANGELSDORF & EVANS, 1995). Quanto aos ligantes, sdo ativados pelo
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acido 9-cis retindico (MANGELSDORF et al., 1992) e por ligantes sintéticos que sao
mais potentes e especificos (BOEHM et al., 1995).

Entretanto, agonistas sintéticos de RXR podem ativar o complexo e exercer
atividade antidiabética similar as observadas com PPARs em modeios de
camundongos no diabetes do tipo 2 (MUKHERJEE et al, 1997). E importante
também destacar que os PPARs sio incapazes de se ligarem ao DNA como
mondémeros, cuja propriedade tem sido atribuida a regido N-terminal.

1.3. Cofatores

Vanos co-fatores, tanto ativadores como repressores, que capacitam 0s
receptores nucleares a iniciar ou suprimir o processo de transcricdo foram
identificados (XU et al, 1999). Vanos co-ativadores, por exemplo, SRC-1 (co-
ativador 1 do receptor de esterdides), possuem atividade histona acetilase que pode
remodelar a estrutura da cromatina, deixando-a mais frouxa e facilitando a atividade
transcricional. O co-repressor N-CoR (co-repressor nucleo receptor) € uma proteina
que interage com o receptor nuclear livie, mediando um sinal repressivo para o
promotor no qual o complexo estéa ligado (DIRENZO et al., 1997).

1.4. PPREs (peroxisome proliferator response element)

Os PPREs sido formados por dois hexanucleotideos com uma seqiéncia de
consenso AGGTCA A AGGTCA, separada por um unico nuclecotideo, tambem
chamado de DR-1 e localizado na regido promotora dos genes que estdo sob seu
controle transcricional (GEARING ef al., 1993). Sequéncias com estas
caracteristicas tem sido encontradas em numerosos genes relacionados ao PPAR,
tais como a acil-CoA oxidase e a proteina de ligagdo aos acidos graxos nos

adipocitos (aP2) (WAHLI et al., 1995).
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1.5. Ligantes sintéticos dos PPARs

Pesquisas realizadas na década de noventa utilizando agentes antidiabéticos,
como o grupo de drogas denominadas tiazolidinedionas (pioglitazona, rosigiitazona e
troglitazona), estruturalmente derivadas do &cido clofibrico, permitiram determinar
seu sitio pnmarno de acdo molecular. Estas drogas foram desenvolvidas tendo como
base seus efeitos sensibilizadores para a insulina, consequentes de estudos
farmacologicos em modelos animais.

As tiazolidinedionas (TZDs) induzem diferenciagio de adipécitos e aumentam a
expressdo de genes relacionados a estas células, incluindo a aP2 (HARRIS &
KLETZIEN, 1994). Corroborando com esta afirmacio, estudos realizados com
PPARy demonstraram sua interagdo com elementos regulatorios na regido do gene
aP2, com controle especifico na expressao de adipdcitos. Estas observagdes iniciais
foram as precursoras para experimentos adicionais que determinaram as TZDs
como ligantes e agonistas do PPARy (BERGER et al., 1996).

As TZDs foram desenvolvidas, primeiramente, para melhorar as acgdes
antidiabéticas dos fibratos (drogas hipolipidémicas). Estas drogas tém efeitos
sensibilizadores para a insuilina e atividade antidiabética em pacientes com diabetes
melito do tipo 2 ou tolerancia a glicose diminuida (WILSON et al., 2000).

1.6. Ligantes naturais

Acidos graxos e derivados eicosanbides ligam e ativam PPARy em
concentragdes micromolares, como 0s acidos graxos poliinsaturados e os acidos
graxos essenciais linoleico, linolénico, aracdonico e eicosapentaendico (XU et al.,
1999). Derivados da PGD2, 15-deoxy-A'?"-prostaglandina J2 (15d-PGJ2), também
sdo agonistas, embora sua relevancia fisiolégica ndo esteja esclarecida, haja vista

gue suas concentragdes ndo podem ser determinadas com seguranga.
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cérebro, tecido adiposo e pele (AMRI et al., 1995). Até o momento, nenhum gene
alvo especifico foi identificado para este receptor.

1.9. PPARY

O gene do PPARy foi mapeado no cromossomo 3 (GREENE et al., 1995),
regido 3p25, dando origem a trés RNA mensageiros: PPARy1, PPARy2 e PPARy3,
que diferem em sua extremidade 5°, como consequéncia de diferentes promotores e
ao splicing altemativo. O PPARYy1 é codificado por oito exons, compreendendo dois
exons y1 especificos na regido 5° ndo traduzida, A1 e A2, e seis exons comuns aos
trés RNA mensageiros. PPARy2, codificado por sete exons, sendo o exon B
especifico para este receptor, codificando 28 aminoacidos na regiao N-terminal e
PPARY3, que codifica a mesma proteina que PPARy1, sendo controlado por um
promotor distinto, localizado na regido 5°, proxima a A2 (FAJAS et al., 1998).
(Figura 3).

PPARY1 é expresso em uma ampla variedade de tecidos, incluindo o coragéo,
célon, intestino delgado e grosso, nins, pancreas e bago. PPARy2 é expresso no
tecido adiposo (FAJAS et al., 1997) e PPARY3 tem expresséo restrita a macréfagos
e intestino grosso (FAJAS et al., 1998).

1.40. PPARs no mecanismo de sensibilizacido a insulina - aspectos
moleculares

PPARy é necessario e suficiente para diferenciar adipdcitos. A introdugdo de
PPARy em fibroblastos, na presenca de ligantes fracos para o PPAR, induziu
diferenciagdo destas células em adipécitos (TONTONOZ et al, 1994). Outros
pesquisadores, trabalhando com camundongos destituidos de PPARy, observaram
que estes apresentavam reduzida quantidade de tecido adiposo (BARAK et al.,

1999) ou exibiam extrema lipodistrofia.
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Nos adipécitos, o PPARy regula a expressdo de numerosos genes envolvidos
no metabolismo de lipideos, incluindo aP2 (TONTONOZ et al, 1994), acil-CoA
sintetase (SCHOONJANS et al., 1995) e lipase lipoprotéica (LPL) (SCHOONJANS et
al, 1996). Também controla a expressdao da proteina transportadora de acidos
graxos 1 (FATP-1) e CD36 (SFEIR ef al., 1997), ambos envolvidos na captagdo de
lipideos pelos adipdcitos. Estes genes também apresentam elementos responsivos
(PPREs) em sua regido regulatona.

Dado que PPARy é predominantemente expresso no tecido adiposo, a hipttese
prevalente a respeito dos agonistas envoividos na agéo direta em adipdcitos é que
possuam também efeitos secundanos em tecidos insulino responsivos, tais como o
muscular esquelético e figado. A perda da eficiéencia em reduzir os valores de
glicose, pela rosiglitazone, em camundongos com severa resisténcia a insulina, onde
o tecido adiposo esta praticamente ausente, estd de acordo com esta afirmacio
(CHAO et al., 2000).

Andlises da expressdo de RNA mensageiro em tecidos revelaram que genes
contendo PPREs, induzidos no tecido adiposo, eram suprmidos no tecido
esquelético. Entretanto, agonistas do PPARy, com agdo metabdlica benéfica em
tecidos distantes (musculo e figado), provavelmente estd3o envolvidos com efeitos
combinados, pois acentuam a captacido, mediada pela insulina, no tecido adiposo,
estoque e catabolismo de &cidos graxos livres, induz a produgdo de fatores
derivados dos adipécitos com potencial agdo sensibilizadora para a insulina e
suprimem os niveis circulantes efou agdes de fatores derivados do tecido adiposo
que causam insulino resisténcia, como TNFalfa ou resistina (STEPPAN et al,, 2001).
Portanto, a ativagio do PPARy poderia induzir um aumento do clearance de acidos
graxos pelo tecido adiposo, com conseqiente diminuigdo na concentragdo

plasmatica e transporte para o muasculo. Esta diminuigdo de acidos graxos no
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musculo aumenta a sensibilidade a insulina (RANDLE et al, 1991); a atividade
adipogénica do PPARY contribui de forma importante neste efeito.

Evidéncias da ligagdo do PPARy com a agdo da insulina, em humanos,
também tem sido observada pelo estudo de alteragies genéticas, de ocomréncia
natural, no receptor PPARy. Foram identificadas até o momento sete mutagdes
pontuais, com fen6tipo associado a obesidade (BEAMER et al, 1998; RISTOW et
al., 1998}, insulino resisténcia, diabetes e hipertensdo (BARROSO ef al, 1999),
lipodistrofia parcial e doenga arterial coronariana. (WANG et al., 1999; HEGELE et
al, 2002; AGARWAL & GARG, 2002) (Figura 4).

Um polimorfismo relativamente comum, localizado na porgdo amino-terminal da
isoforma PPARY2, substituindo a prolina por alanina no cédon 12 (34C>G), tem
sugendo apresentar efeito protetor contra o nsco de desenvolver diabetes melito do
tipo 2. Este alelo, cuja frequéncia é de aproximadamente 15% em Caucasianos, foi
originaimente associado com baixo indice de massa corpérea (IMC) e melhor
sensibilidade & insulina (DEEB et al.,, 1998), porém, alguns questionamentos tém
sido propostos em relagdo a estes estudos (YEN ef al., 1997, MANCINI ef al.,, 1999;
EK et al., 2001; SANCHEZ ef al., 2002). Ap6s demonstrarem que portadores do alelo
Ala12 possuiam o receptor PPARy com capacidade deficiente em ligar e transativar
genes alvos, DEEB et al. (1998) concluiram que um mecanismo molecular estana
envolvido para explicar as diferengas entre os genétipos, sugerindo que a diminui¢éo
da massa de tecido adiposo, como evidenciado pelo IMC, poderia melhorar a
sensibilidade & insulina. Esta hipétese & consistente com a observagdo de que
PPARYy2 tem papel regulatério unico na adipogénese (REN et al., 2002). No mesmo

estudo, uma significante razio de chances (RC = 4,35; P = 0,028) para a associa¢do
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Baseados nestas informagdes e na escassez deste tipo de estudo na
populagéo brasileira, o presente trabalho teve como objetivo verificar a utilidade das
alteragbes moleculares encontradas no gene PPARy, como marcadores genéticos

em individuos com diabetes melito do tipo 2.
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2. Objetivos

2.1. Aplicar as técnicas da PCR-SSCP e sequenciamento, na prospeccdo e
caracterizagdo de polimorfismos no gene do PPARy em pacientes com diabetes
melito do tipo 2;

2.2. Avaliar as freqiéncias dos gendétipos e alelos de polimorfismos no gene do
PPARY, utitizando-se metodologia de restricdo enzimatica dos produtos da PCR, em
pacientes com diabetes melito do tipo 2 em comparagdo com individuos
normoglicémicos;

2.3. Avaliar a influéncia das mutagbes encontradas no gene do PPARy sobre as
caracteristicas clinicas e parametros bioquimicos em pacientes com diabetes melito

do tipo 2 e individuos normoglicémicos.



3. Materiais e Métodos

3.1. Casuistica
3.1.1. Grupo de estudo:

O grupo de estudo (GE) foi constituido de 207 individuos da raga branca, nao
aparentados, de ambos os sexos, com idade entre 30 a 75 anos, com diabetes melito do
tipo 2, de acordo com os critérios do Consenso Brasileiro sobre Diabetes (2001) da
Sociedade Brasileira de Diabetes. Estes pacientes foram selecionados no Ambulatério

do Servico de Endocrinologia e Metabologia da Santa Casa de Sao Paulo.

3.1.2. Grupo controle:

O grupo controle (GC) foi constituido de 170 individuos da raga branca, de ambos
os sexos, com idade entre 30 a 75 anos, sem historico familiar de diabetes melito do tipo
2 em primeiro grau, e que dentro dos critérios do Consenso Brasileiro sobre Diabetes
(2001) da Sociedade Brasileira de Diabetes, sdo considerados normoglicémicos. Estes
individuos foram selecionados no Servigco de Endocrinologia do Hospital Geral de Sao
Paulo.

As caracteristicas clinicas dos individuos envolvidos neste estudo estao resumidas

na Tabela 1.

3.1.3. Comissao de ética

Todos os procedimentos clinicos e provas funcionais foram aprovados pela
Comissdo de Etica da Santa Casa de Sdo Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo e Hospital Geral de Sao Paulo. O consentimento para a
realizagdo dos mesmos foi obtido, por escrito, dos pacientes ou de seus representantes

legais.
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3.2. Critérios de Inclusdo e Exclusdo
3.2.1. Inclusiao

Utilizaram-se os seguintes critérios de inclusdo:

- Pacientes com diabetes melito do tipo 2;

- Homens e mulheres s 75 anos;

- Glicemia de jejum 2 126 mg/dL em pelo menos duas determinagdes;

- Glicemia 2 horas apés 75 g de glicose > 200 mg/dL;
3.2.2. Exclusdo

Os seguintes critérios foram adotados para excluséo:

- Gravidez;

- Amamentacgao;

- Histénia de abuso de alcool ou droga;

- Diagnéstico prévio de diabetes melito do tipo 1;

- Apés pancreatectomia;

- Doencas clinicamente relevantes (neoplasias, neurolégicas, hepaticas ou renal
cronico), que pudessem dificultar a interpretagio dos resultados do estudo;

- Uso de drogas hiperglicemiantes (corticdides e imunossupressores);

- Qualquer condi¢do mentai que tornasse o paciente incapaz para entender a
natureza do estudo;

- Evidéncia de atitude ndo cooperativa.



Tabela 1.

Caracteristicas clinicas dos grupos estudados.
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Grupo Controle Grupo de Estudo

n=170 n =207
Sexo
Feminino 79 (46%) 150 (73%)
Masculino 91 (54%) 57 (27%)
Idade (anos)
Média £ DP 53+ 11 54 +13
Faixa (30 - 75) (30 —75)
Raca
Branca 100% 100%
Peso (kg)
Média £ DP 74+ 13 81+18
Altura (m)
Média £ DP 1,7 £0,09 1,6+0,08
IMC (kg/m?)
Média + DP 26x+3 3127
icQ
Média £ DP 09101 09 £0,1
PA (mmHg)
Média £ DP
Sistélica 126 £ 8 140 £ 25
Diastélica 77+ 2 88 + 14

n = numero de individuos; IMC = indice de massa corpoérea; ICQ = indice cintura
quadril; PA = pressdo arterial.
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3.3. Materiais
3.3.1. Amostras biolégicas

As amostras para as determinagées bioquimicas foram obtidas ap6s jejum de 12 h,
utilizando um sistema de coleta a vacuo, em tubos sem e com anticoagulante (EDTA 1
mg/mL sangue). Os soros obtidos, apds centrifugagdo a 2500 rpm (1050 g) por 10
minutos (centrifuga Fanem modelo 260R, Fanem Ind., Sdo Paulo, Brasil), foram
aliquotados em tubos com tampa e mantidos a -20°C até sua posterior utilizagdo. Dos
tubos contendo sangue total, coletados com EDTA, uma aliquota de 1 mL foi retirada e
acondicionada em tubos de Eppendorf de 1,5 mL para posterior extragido do DNA das
células sanguineas, a serem utilizados nas analises moleculares.
3.3.2. Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: Tris (hidroximetil) aminometano
ultrapuro, acido borico e EDTA da Gibco BRL, Life Technologies, Inc. (Gaithersburg,
MD, E.U.A.); xilenocianol-FF da Filuka Chemie AG (Sui¢a); azul de bromofenol, glicerol ,
cloreto de sédio, cloreto de potassio e etanol absoluto da MERCK S.A. (Ind. Quimica,
R.J., Brasil); hidroxido de sb6dio e cloreto de magnésio da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, E.U.A)); marcador de pares de bases de DNA de 100 bp, Tag DNA
polimerase, solu¢do de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), Tamp&o da reagdo de
amplificagdo 10X, brometo de etideo, formamida, agarose ultrapura, gel de
poliacriiamida GeneGel Excel a 12,5% da Pharmacia Biotech Inc. (Piscataway, E.U.A.),
kit de purificacdo de produto da PCR (Qiagen Inc, E.U.A.); enzima de restricdo BstU-I
(New England Biolabs, Beverly, Massachusetts, E.U.A.), tampdo de reagdo 10X da
New England Biolabs. Os iniciadores foram sintetizados pela Gibco BRL, Life
Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, E.U.A.).
3.3.3. Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: analisador automatico para

bioquimica ROCHE, modelo Cobas Mira Plus (Basel, Suiga); analisador automatico para
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hormdnios ROCHE, modelo Elecsys 1010 (Basel Suiga); sistema de analise de imagem
digital (Multimage Light Cabinet Alphalnnotech, San Leandro, CA, E.U.A)); centrifuga
Fanem modelo 260R, Fanem Ind. (S0 Paulo, Brasil); fonte de eletroforese modelo EPS
200 (Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia), espectrofotometro Gene Quant | (Pharmacia,
Uppsala, Suécia); termociclador PTC 200 (MJ Research, Watertown, MA, E.UA);
sistema para eletroforese GenePhor (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden);
sistema para sequenciamento Mega BACE 1000 (Pharmacia — Upsala, Suécia).

3.4. Métodos

3.4.1. Determinagoes metabdlicas

As determinagdes metabdlicas foram realizadas no Laboratério de Analises
Clinicas da Santa Casa de Sao Paulo e Hospital Geral de Sdo Paulo.
3.4.1.1. Determinagio da glicemia e lipideos séricos

As determinagbes de glicose, triaciiglicerol, colesterol total e colesterol da HDL foram
feitas em um analisador automatico ROCHE, modelo Cobas Mira Plus e todos os
reagentes utilizados da Roche Diagndstica (Basel, Suicga).

A concentracdo plasmatica de glicose foi determinada pelo método enzimatico
utilizando a hexoquinase (BONDAR & MEAD, 1974); a concentragdo sérica de
triacilglicerol pelo método enzimatico GPO/PAP (FOSSATI & PRINCIPE, 1982); as
concentragdes séricas de colesterol total e do colesterol da HDL pelo método
enzimatico-colorimétrico (FOSSATI & MEDICCI, 1987).

O colesterol da HDL foi determinado apds precipitacdo dos quilomicrons, VLDL e
LDL com a adicdo de acido fosfotingstico e ions de magnésio (BURSTEIN et a/., 1970).
A concentragdo do colesterol da LDL foi obtida através da férmula de Friedwald
(FRIEDWALD et a/., 1972), quando o contetido de tracilglicerol foi menor do que 400
mg/dL. A concentracdo do colesterol da VLDL peia divisdo da concentragio sénca de

triacilgticerol por cinco.
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Tabela 2. Valores de referéncia de CT, LDL-C, HDL-C e TAG séricos em adultos

(idade 2 20 anos), de acordo com as lil Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias —

2001. Valor de referéncia da glicose, de acordo com o Consenso Brasileiro sobre

Diabetes — 2001.

Valores (mg/dL)

Desejaveis Limitrofes Aumentados
Glicose <110 >110e <126 2126
Lipides
CT < 200 200-239 2 240
LDL-C <100 100-159 2 160
HDL-C 240 - -
TAG < 150 150-200 = 201*

* devem ser considerados em conjunto com os valores de LDL-C e

HDL-C.

CT: colesterol total; LDL-C: colesterol da LDL; HDL-C: colesterol da

HDL; TAG: triacilglicerol
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3.5. Métodos moleculares

3.5.1. Extragdo do DNA genémico.

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total, obtidos em tubos
Vacutainer® (Becton and Dickson) com EDTA (1mg/mL sangue) como anticoagulante,
pelo método de precipitagdo salina, descrito por LAHIRI & NUNBERGER (1991),
modificado em nosso laboratério (CAVALLI et al., 1996; SALAZAR ef al.,, 1997). Um
mililitro de sangue total foi submetido a lise celular com 1000 pL. do tampao Tris-1 (Tris-
HCI 10 mM pH 7,6, KCI 10 mM, MgClz 10 mM, EDTA 2 mM pH 8,0), contendo Triton X-
100 a 2,5%. Apds centrifugagdo, os nucleos celulares foram lisados com 200 pL do
tampé&o Tris-2 (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, KCi 10 mM, MgCl; 10 mM, EDTA 2 mM pH 8,0,
NaCl 400 mM) contendo SDS a 1%. As proteinas foram removidas por precipitagao
salina com 100 pL de NaCl 5M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado e
purificado por precipitagdo etandlica e ressuspendido em 100 pL. de tampao TE (Tns-
HCI 10 mM e 1 mM EDTA, pH 8,0), armazenando-se a -20°C.

3.5.2. Avaliagdo eletroforética e quantificagdo do DNA gendmico.

A integridade das amostras de DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel
de agarose. Preparou-se o gel de agarose a 1% em tampdo TBE (Tris-HCI 0,45 mM,
acido boérico 0,45 mM e EDTA 2,5 mM) em suporte adaptado para a cuba eletroforética
(Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, E.U.A)). O gel foi imerso em
tampdo TBE e as amostras contendo 2 pL do DNA obtido e 5§ pL do tampao de
aplicagio (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol FF 0,25%, EDTA 1 mM pH 80 e
gliceroi 50%) foram aplicadas. Utilizou-se um marcador de pares de bases de DNA de
1kb. A separagio eletroforética foi realizada a 100 V, por 45 min, utilizando uma fonte
modelo EPS 200 (Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia). Os géis foram corados em solugdo
de brometo de etideo 300 ng/mL e as bandas de DNA visualizadas sob luz ultravioleta

em um sistema de andlise de imagem digital (Muitimage Light Cabinet Alphalnnotech,
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(50 ng/pL) para um volume final de reagdo de 50 pL. O protocolo de amplificagéao foi

realizado em termociclador PTC 200™ (MJ Research, Watertown, MA, EUA) e

compreendeu: - exons: 1 ciclo de incubagdo a 98°C por 3 min (desnaturagao inicial); 35
ciclos de incubago a 94°C por 1 min (desnaturagéo), 56 ou 61°C por 1 min (hibridagao)
e 72°C por 1 min (polimerizacido) e 1 ciclo de incubagdo a 72°C por 10 min

(polimerizag@o final); - regido promotora: 1 ciclo de incubagio a 98°C por 3 min

(desnaturagdo inicial), 35 ciclos de incubagio a 94°C por 1 min (desnaturag¢éo), 56, 60
ou 61°C por 1 min (hibridagao) e 72°C por 1 min (polimerizagdo) e 1 ciclo de incubagio
a 72°C por 10 min (polimeriza¢do final);

As amplificagfes realizadas pela técnica da PCR, foram monitoradas
utiizando-se controle de reagentes (tubo no qual s3o adicionados todos os
reagentes para a reag&o de amplificacio, exceto o acido nuciéico) em cada conjunto

de reagGes. Tambeém foram repetidas 10% das reacdes da PCR, aleatoriamente.

3.5.3.1. Avaliagao eletroforética dos produtos de amplificagédo

Todos os produtos de amplificagdo foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose 2% corados com brometo de etideo. O gel foi preparado com agarose
(Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) em tampao TBE (Tris-HCI 0,45 mM,
acido bérico 0,45 mM e EDTA 2,5 mM pH 8,0), aquecido em fomo microondas durante
trinta segundos para a solubilizagao da agarose. Apés solidificacao do gel, aplicou-se 9
pL. do produto da PCR diluido em 1 pL de tampao de amostra 6 X concentrado (Azul de
bromofenol a 0,25%, Xilenocianol FF a 0,25% e glicerol a 50%). Como referéncia,
utilizou-se 5pl. de marcador de DNA (100 bp, Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden), que também foi diluido em tampé&o de amostra na proporg¢ao 1:6. A separagao
eletroforética foi realizada a 100 Volts durante 45 minutos. Os géis foram corados em
solugdo de brometo de etideo 300 ng/mL e as bandas de DNA visualizadas sob luz

ultravioleta em um sistema de andlise de imagem digital da Alphainnotech (San
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Leandro, CA, E.U.A.). Os resuitados foram digitalizados e arquivados utilizando-se o

software do mesmo sistema.
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Tabela 3: Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos fragmentos de DNA,

amplificados pela PCR, com as respectivas temperaturas de hibridag3o.

EXON INICIADOR SEQUENCIA TAMANHO TEMPERATURA
(5" — 3" FRAGMENTO (bp) DE HIBRIDAGAO (°C)

B PPARGBF  GTGTGAATTACAGCAAACCCCT 151 61
PPARGBR  CGTCCCCAATAGCCGTATCT

1 PPARG/MAF  CCCAGATGAGATTACTTTGCCA 208 61
PPARG/1AR AGGAGTGGGAGTGGTCTICC
PPARG/1BF  AACTTTGGGATCAGCTCCGT 254 61
PPARG/1BR AGGGTTACTGAGAGATGAGGTCC

2 PPARGIR2AF  TACTATGGTGGCTTGCCCTG 192 61
PPARG/2AR  GACACGACATTCAATTGCCA
PPARG/2BF  AGAGCCTTCCAACTCCCTCA 231 56
PPARG/2BR GGTCTGGGTGACAGAGCAAG

3 PPARG/3F GTTGCTGCTTCCATGTGTCA 276 61
PPARG/3R  GGCAATGGCTTTAGTGTCCA

4 PPARG/MAF CTACTGTGTGGGAACGAGGG 243 61
PPARG/4AR TCAGCGGGAAGGACTTTATG
PPARG/4BF GCCCTGGCAAAACATTTGTA 153 61
PPARG/4BR  AAACCCAAAACAACTTCCCG

5 PPARG/SAF  AACCTGGGATGGCATTCACT 226 61
PPARG/SAR GTGATCTCCTGCACAGCCTC
PPARG/SBF  CCCTGTTTTATTTGCAGCCA 278 61
PPARG/SBR GGAGGCCAGCATTGTGTAAA
PPARG/SCF TATGCCAAAAGCATTCCTGG 183 61
PPARG/SCR AGGCTTTCGCAGGCTCTTTA
PPARG/SDF CAAGGCTTCATGACAAGGGA 22 61
PPARG/SDR  CAAAATTCTTTTGGCCACCC

6 PPARGIGAF  TTTGACTGAACCCCCTGTTG 236 61
PPARG/6AR CCGTCTTCTTGATCACCTGC
PPARG/6BF ACGGAACACGTGCAGCTACT 154 61
PPARG/6BR CCCTCAGAATAGTGCAACTGGA

F = Forward; R = Reverse

Fonte: BARROSO et al. (1999).
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Tabela 4: Seqiiéncia dos iniciadores e tamanho dos fragmentos de DNA, amplificados

pela PCR, com as respectivas temperaturas de hibridacao (regido promotora).

INICIADOR SEQUENCIA TAMANHO TEMPERATURA
(5 — 3 FRAGMENTO (bp) DE HIBRIDAGAO (*C)

G2/PRF CCAAAGCAGTGAACATTATGAC 245 56

G2/PRR GGAATAGGGGTTITGCTGTAATT

G3/PRAF TTGCCTTIGCCTAAGTGGTGT 231 60
G3/PRAR ATGAAGCCCCTTTICCATCTT

G3/PRBF TCAGGGAAAGCAAACATTCA 205 61
G3/PRBR CGTTTGACAAAATGGCCTTG

F = Forward, R = Reverse
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3.5.3.2. Triagem de mutagdes por PCR-SSCP
A friagem de alteragdes moleculares, no gene do PPARYy, foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida. Previamente a eletroforese, os produtos de
amplificagio foram analisados em gel de agarose 2% conforme item 3.5.3.1. A seguir,
1,0 pyL do produto da PCR foi desnaturado em 24 pyL de uma solugdo contendo
formamida 95%, NaOH 10mM, Xilenocianol 0,25% e Azul de Bromofenol 0,25% a uma
temperatura de 95°C por 8 minutos, sendo imerso imediatamente em banho de gelo. Os
produtos desnaturados foram submetidos & separacgio eletroforética, 600V — 25mA —
15W, durante 1hora e 30 minutos, as temperaturas de 5 e 15°C, respectivamente, para
cada fragmento, utilizando-se o sistema GenePhor™ com GeneGel Excel 12.5/24
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) que inclui os tampdes de
eletroforese e os géis de poliacrilamida a 12,5%. As condigdes de realizagao de SSCP
foram baseadas no trabalho de SALAZAR et al (2002), cuja metodologia tem

sensibilidade préxima a 97% na detecgdo de mutagoes.

3.5.3.3. Coloragdo dos géis de poliacrilamida

Apos a separagao eletroforética, os géis foram corados manualmente, utilizando-
se de kit (DNA Silver Staining Kit - Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). O
processo de colorag@o consistiu de solugao de fixagao do DNA contendo acido benzeno
sulfonico 3% e 24% de etanol, durante 30 minutos sob agitacdo, seguida de
impregnagao com solugdo de prata a 1% e acido benzeno sulfonico a 0,35% durante 30
minutos sob agitagdo. Os fragmentos de DNA, apés lavagem do gel com agua destilada
para retirar o excesso de prata, foram revelados com formaldeido 37%, tiossulfato de
s6dio 2% em solugdo de carbonato de sddio 5x concentrado, durante 6 minutos sob
agitagdo. Os fragmentos corados de marrom escuro puderam ser visualizados,

caracterizando os perfis eletroforéticos para a identificagéo do SSCP.
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Tabela 5: Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos fragmentos de DNA, amplificados

pela PCR, com as respectivas temperaturas de hibridagdo para o polimorfismo 34C>G

do gene PPARY2.

INICIADOR SEQUENCIA TAMANHO TEMPERATURA
{5'— 39 FRAGMENTO (bp) DE HIBRIDAGAO (°C)
PPAR34F CCAATTCAAGCCCAGTCCTTTC 244 62,5

PPAR34R CAGTGAAGGAATCGCTTTCCG

F = Forward, R = Reverse
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3.5.6.1. Condigdes de amplificagdo da regido polimérfica 34C>G do gene
PPARy2.

A amplificagdo da regido polimérfica 34C>G do gene PPARy2 foi realizada
utilizando o seguinte protocolo: 41,4 pL de agua miliQ; 5,0 pyL de tampao termofilico
10X (Tris-HC! (pH 9,0) 100mM, MgCl; 15mM, KCI 500mM); 0,4 pL solugdo dNTPs (10
mM); 1,0 UL de cada iniciador (10 pmol/L); 0,2 uL Taq polimerase (5U/uL) e 1,0 pL de
DNA gendmico (50 ng/uL) para um volume final de reagdo de 50 ulL. Os tubos com os
reagentes foram homogeneizados e colocados no termociclador PTC 200™ (MJ
Research, Watertown, MA, E.U.A) programado da seguinte forma: 1 ciclo de incubag¢ao
a 98°C por 3 min (desnaturagdo inicial); 30 ciclos de incubagdo a 94°C por 45 s
(desnaturagdo), 62,5°C por 90 s (hibridagao) e 72°C por 90 s (polimerizagdo) e 1 ciclo
de incubagdo a 72°C por 10 min (polimerizagao final);

3.5.6.2. Avaliagao dos produtos de amplificagdo.

Conforme descrito no item 3.5.3.1

3.5.6.3. Restrigao enzimatica dos produtos da PCR

Os produtos da PCR do exon B, onde esta localizado o polimorfismo 34C>G,
foram digeridos com a enzima de restricdo BsfU-l (New England Biolabs, Beverly,
Massachusetts, E.U.A.), na concentragio final de 1,0 U, em tubos de 0,5 mL, contendo
8,5 pL do produto da PCR, 1 yL do tampao de reagdao 10X (Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
MgCl; 10 mM, NaCl 50 mM e DTT 1 mM pH 7,99), em um volume final de 10 puL. Apos
incubou-se em banho de agua a 60°C por 2 horas.

3.5.6.4. Analise dos fragmentos de restrigao

Os produtos da digestao enzimatica da regido polimérfica do Exon B (34C>G), do
gene PPARY2, foram identificados em gel de poliacrilamida 8% e corado com prata.
Apoés a corrida eletroforética observou-se a presencga de trés fragmentos de diferentes

tamanhos. Os individuos que apresentaram um fragmento de 244 bp foram
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caracterizados como homozigotos com o genétipo Pro/Pro, que indica auséncia de sitios
de restricdo para a enzima BstU-l. Os individuos que apresentaram dois fragmentos de
223 e 21 bp (nao visualizado), foram identificados como homozigotos com o gendtipo
Ala/Ala, que indica a presenca de sitio de restrigao. Os individuos heterozigotos
classificados com o gendtipo Pro/Ala apresentaram trés fragmentos: 244, 223 e 21 bp
{nao visualizado) (Figura 5).

3.5.7. Amplificagdo da regido polimérfica 161C>T do gene PPARy pela PCR.

Através da reagdo em cadeia pela polimerase foi amplificada a regido polimérfica

do gene do receptor PPARy: 161C>T situada no exon 6. Os iniciadores utilizados na

amplificagao deste sitio polimoérfico estdo apresentados na Tabela 6.

3.5.7.1. Condigoes de amplificagao da regido polimérfica 161C>T do gene
PPARYy.

A amplificagdo da regido polimérfica 161C>T do gene PPARy foi realizada
utilizando o seguinte protocolo: 41,4 yL de agua miliQ; 5,0 yL de tampao termofilico
10X (Tris-HCI (pH 9,0) 100mM, MgCiz 15mM, KCI 500mM); 0,4 uL solugdo dNTPs {10
mM); 1,0 pL de cada iniciador (10 pmol/L); 0,2 uL Taq polimerase (5U/uL) e 1,0 uL de
DNA gendmico (50 ng/puL) para um volume final de reag¢do de 50 puL. Os tubos com os
reagentes foram homogeneizados e colocados no termociclador PTC 200™ (MJ
Research, Watertown, MA, E.U.A.) programado da seguinte forma: 1 ciclo de incubagao
a 98°C por 3 min (desnaturagio inicial); 30 ciclos de incubagdo a 94°C por 45 s
(desnaturagio), 61,8°C por 90 s (hibridagdo) e 72°C por 90 s (polimerizagdo) e 1 ciclo

de incubagdo a 72°C por 10 min (polimerizagao final),
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Tabela 6: Sequéncia dos iniciadores e do tamanho dos fragmentos de DNA,
amplificados pela PCR, com as respectivas temperaturas de hibridacdo

(polimorfismo 161C>T do gene PPARY).

INICIADOR SEQUENCIA TAMANHO TEMPERATURA
(5" — 3 FRAGMENTO (bp) DE HIBRIDAGAO (°C)
PPAR161F CCCAGGTTTGCTGAATGTGAAG 303 61,8

PPAR161R TCCCTCAGAATAGTGCAACTGGA

F = Forward; R = Raverse



3.5.7.2. Avaliagdo dos produtos de amplificagdo.

Conforme descrito no item 3.5.3.1

3.5.7.3. Restrigdo enzimatica dos produtos da PCR

Os produtos da PCR do exon 6 (303 bp), onde esta localizado o polimorfismo
161C>T, foram digeridos com a enzima de restrigio Nia Il (New England Biolabs,
Beverly, Massachusetts, E.U.A.), na concentragio final de 1,0 U, em tubos de 0,5
mL, contendo 7,0 pL do produto da PCR, 1,8 pL de agua mifi Q, 1,0 pL do tampso
de reacado 10X (Tris-acetato 20 mM , Acetato de magnésio 10 mM, acetato de
potassio 50 mM e DTT 1 mM pH 7,9 a 25°C), 0,1 pL BSA (10mg/mL) e 0,1 pL
Enzima Nla |l em um volume final de 10 pL. Apos incubou-se em banho de agua a
37°C por 1 hora.

3.5.7.4. Analise dos fragmentos de restrigao

Os produtos da digest&o enzimatica da regido polimorfica do Exon 6 (161C>T),
do gene PPARYy, foram identificados em gel de agarose 2% apos terem sido corados
com brometo de etideo. Apds a corrida eletroforética observou-se a presencga dos
seguintes fragmentos: 104 e 199 bp para os individuos caracternizados como
homozigotos (gendtipo CC); 41 (fragmento nao visualizado no gel), 104, 158 e 199
bp para os individuos caractenzados como heterozigotos (genétipo CT); 41
(fragmento nio visualizado no gel), 104 e 158 bp para os individuos caracterizados
como homozigotos (genétipo TT) (Figura 6). Os fragmentos 104 e 199 bp indicam a
presenga do sitio constitutivo e os fragmentos 41 e 158 bp a presenga do sitio de
restricdo (transicdo de C — T - cédon 161).

3.5.7.5. Controle de qualidade das analises de restrigao enzimatica

As restngdes enzimaticas foram controladas utilizando-se um controle positivo,
previamente seqienciado, que consistiu da analise de uma amostra de genotipo

homozigoto para a presencga do sitio de restrigdo em estudo. Com isso, evitam-se
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interpretages erradas dos genétipos por digestao parcial dos produtos da PCR com
a enzima de restrigdo. Outra forma de controlar a qualidade da identificac3o dos
genodtipos foi a interpretagio de genétipos conhecidos por dois analistas
separadamente.

3.5.8. Distribuigao de gendtipos e freqiiéncia relativa de haplétipos para a
associagao dos polimorfismos 34C>G e 161C>T do gene PPARy.

Para o calculo da frequéncia de haplétipos e desequilibrio de ligagdo foi
utilizado o programa para a analise de dados em genética populacional Arlequin®,
versdo 2.0 (SCHNEIDER et al., 2000).

A andlise do efeito da associagdo entre os respectivos polimorfismos sobre os
dados clinicos e parametros bioquimicos foram determinados para todos os
genotipos, exceto para o duplo heterozigoto Pro/Ala-CT, que possui um conjunto
desconhecido de quatro possiveis haplotipos: Pro-C, Pro-T, Ala-C e Ala-T.

3.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se do programa SigmaStat
para Windows, versdao 2.03 (SPSS, inc., Evanston, IL) e GraphPad Prism, versdo
1.03 (Sigma, CA, EUA). Inicialmente todas as variaveis foram analisadas
descritivamente. Para as variaveis continuas, a andlise foi feita por observagio dos
valores minimos e maximos, calculo de médias e desvios padrdes. A analise das
distribuicdes de todas as vanaveis quantitativas foram feitas com o teste de
Kolmogorov-Smimov e os valores que apresentaram distribuigdo anormal foram
submetidos & transformagdo logaritmica para posterior analises por testes
paramétricos. Para as variaveis classificatérias calcutaram-se frequéncias absolutas
e relativas. Foi realizada a analise por regressao linear muitipla para investigar a

interacdo dos polimorfismos com idade, sexo, IMC e ICQ. Raz&o de chances (RC) e
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Tabela 7. Parametros bioquimicos (Média * DP) dos individuos do grupo de

estudo (GE) e grupo controle (GC).

GE* Gec* P

Parametros (207) {170)

Glicemia jejum (mg/dL) 146 + 56,0 92+ 11 < 0,001
insulinemia jejum (UML) 13.0+9.8 7.7%32 < 0,001
HbA1c (%) 7.5¢18 50+06 < 0,001
HOMAAR 48147 1.7+0.8 < 0,001
HOMA-B (%) 864+1183 11471759 <0001
AIP 0,22 +0,25 006+026 <0001
TAG (mg/dL) 179,2 + 88,1 133,56+ 623 < 0,001
CT (mg/dL) 2176 57,7 208,7 £ 31,1 0,494
HDL-C (mg/dL) 429+ 11,7 468+117 < 0,001
LDL-C (mg/dL) 1326+ 468 1248+ 31,2 0,702
VLDL-C (mg/dL) 3411171 256+85 < 0,001

® Valbores representados pela média £ desvio padrao. Namero de individuos em parénteses.

® p, valores do teste ¢

GE: Grupo de estudo; GC: Grupo controle.
HbA1c: Hemoglobina glicada.

HOMA: Homeostasis model assessment.
AIP: Indice aterogénico do plasma.

TAG: triacilglicerol; CT: colesterol total; HDL-C: colesterol da HDL; LDL-C: colesterol da LDL;

VLDL-C: colesterol da VLDL.
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4.6. Ciclo-seqiienciamento do DNA genémico

Os fragmentos relativos aos exons que apresentaram alteragdo de mobilidade
eletroforética, no estudo de rastreamento pela técnica da PCR-SSCP, foram
seqienciados em ambas as diregcées (6 — 3 e 3 — 5’), por iniciadores que
flanquearam estes fragmentos. Os resultados obtidos por ciclo-seqiénciamento do
DNA gendémico, para o gene PPARY, encontram-se nas figuras 15, 17, 19,21 e 23 e

resumidos na tabela 9.
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A figura 15 mostra o sequenciamento do Exon B do gene PPARy2, para todas
as alteragGes encontradas. Observam-se as trocas de bases C para G (transversio),
correspondente ao nucleotideo 34 (34C>G), conforme representagdo esquematica
da figura 16.

No sequenciamento do Exon 1 (Figura 17) observa-se a substituicio C para A
(transvers&o), correspondente ao nucleotideo 90 (90C>A), conforme representagio
esquematica da figura 18. Observa-se também em relagdo a este exon, a
substituicdo C para T (transi¢do) (Figura 19), correspondente ao nucleotideo 159
(159C>T), conforme representagdo esquematica da figura 20.

A figura 21 mostra o sequenciamento do Exon 3. Verifica-se a substituigdo de A
para T (transversdo), comrespondente ao nucleotideo 21 (IVS3+21A>T) apo6s a
regiao de splicing entre os exons 3 e 4, conforme representacdo esquematica da
figura 22.

A figura 23 apresenta o sequenciamento do Exon 6. Observa-se a substituicdo -
de C para T (transigdo), correspondente ao nucleotideo 161 (161C>T), conforme
representacao esquematica da figura 24.

Todas as mutagdes encontradas foram confirmadas por uma segunda
amplificagdo da regido gendmica alterada e novamente sequenciada em outro dia,
de acordo com sugestdes de COTTON & HORAITIS (2000), sendo identificadas
conforme recomendagdes de ANTONARAKIS (1998).

Observando-se os resultados apresentados pelas duas técnicas (PCR-SSCP e
sequenciamento) no presente estudo, obteve-se confimagdo no sequenciamento
em 85/87 das alteragbes de mobilidade eletroforética encontradas na PCR-SSCP,
correspondendo a 100% de sensibilidade. Para os exons 4 e 5, ndo foram
encontradas alteragGes moleculares, em regido codificadora ou intron no

seqlenciamento.









71

A analise das freqiéncias dos alelos do polimorfismo 34C>G do gene PPARy2
nos individuos dos GE e GC (Tabela 10) mostrou que a freqiiéncia do alelo Ala12 foi
0,09 (IC 95%: 0,06-0,11) no GE comparado a 0,06 (IC 95%: 0,03-0,08) do GC
(P = 0,185). Com relagdo aos gendtipos, a freqiéncia destes também n3o foi
significativamente diferente entre os grupos avaliados (P = 0,120), mesmo quando
foram separados por sexo: GE (P = 0,610) e GC (P = 0,415). Razio de chances
(RC) para a associacao do alelo Ala12 com DM2 foi 1,52 (IC 95%: 0,86-2,68). A
relagdo entre a freqiéncia génica e genotipica (Equilibrio de Hardy-Weinberg),
avaliada pelo teste de qui-quadrado, mostrou que para o polimorfismo 34C>G, o
numero de gendbtipos observados em ambos os grupos, obedece a distribuig¢ao
esperada para uma populagdo em condigdes de equilibrio. Esse resultado indica que
a amostragem analisada é representativa da populagdo, permitindo, de forma
confiavel, a comparagao das freqiéncias génicas entre os grupos avaliados.

A representagdo grafica da distnbuicido de genétipos para o polimorfismo
34C>G do gene PPARY2, nos individuos do grupo de estudo (GE) e controle (GC),
pode ser observada na Figura 27.

A influéncia dos genoétipos do polimorfismo 34C>G sobre as variaveis do perfil
antropomeétrico e bioquimico, nos individuos do GE e GC estdo representadas na
tabela 11. Nao foram encontradas diferengas significativas para os parametros
antropométricos entre 0s genoétipos estudados (GE e GC). Em relagdo aos
parametros bioquimicos, para o GE, verifica-se que o valor médio da insulinemia foi
significativamente superior para o genétipo Pro/Pro do que Pro/Ala + Ala/Ala
(P =0,036). A mesma tendéncia pdde ser observada para o indice HOMA-IR
(P = 0,049) e HOMA-B (P = 0,054), mesmo apos o ajuste para idade, sexo, IMC e

ICQ. Portanto, as concentragdes séncas de insulina e o indice HOMA-IR nos
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individuos com o gendtipo Pro/Pro foram significativamente superiores (P < 0,05)
que nos individuos apresentando o genétipo Pro/Ala + Ala/Ala.

Os individuos para os dois grupos estudados também foram agrupados em ndo
obesos (n = 262, IMC < 30 kg/m?) e obesos { n = 115, IMC 2 30 kg/m?), de acordo
com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). A distribuicdo dos genétipos 34C>G
foi similar em obesos e ndo obesos para os respectivos grupos: GE (P = 0,348) e

GC (P=10,4186).
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Tabela 10: Distribuicdo de gendtipos e freqiiéncia relativa de alelos para o
polimorfismo 34C>G do gene PPARY2 dos individuos do grupo de estudo (GE)

e grupo controle (GC).

Grupos Freqiiéncia de gendtipos Freqiiéncia de alejos
Pro/Pro  Pro/Ala  Ala/Ala Pro12 Ala12 IC 95%
GE 171 36 - 378 36
(n =207) (83%) {(17%) - (0,91) (0,09) 0,09 (0,06-0,11)
GC 151 18 1 320 20
(n=170) (89%) (10%) (1%) (0,94) (0,06) 0,06 (0,03-0,08)
¥?=242-P=0,120 »*=1,76- P=0,185

Raz&o de Chances (RC) para a associagao do alelo Ala12 com DM2: 1,52 (IC 95%: 0,86-2,68).
Quando o nimero de homozigotos, em um grupo, foi menor que 5, este foi incorporado ao grupo de
heterozigotos antes da anélise do x’,

n = numero de individuos; GE = Grupo de estudo; GC = Grupo controle.

Equilibrio de Hardy-Weinberg:
34C>G: GE, ¢* =2,12 (P=NS).

34C>G: GC, x? = 0,06 (P = NS).
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Tabela 11. Dados clinicos e pariametros bioquimicos (Média £ DP) de acordo
com os genétipos do polimorfismo 34C>G dos individuos do grupo de estudo

(GE) e grupo controle (GC).

Parametros GE* GC'
Pro/Pro Pro/Ala + Als/Ala P Pro/Pro ProlAla + Ala/Ala P

n 171 36 151 19

idade (anos) 54+ 13 553 11 0.617 53z 11 561+ 13 0.405
IMC (kg/m?) 306173 305257 0,837 25935 250+ 39 0,283
ica 0.93 0,11 0,96+ 0,14 0,511 0.93+0,12 0.90:0.14 0,391
PAS (mmHg) 140.7 £ 251 1356 22,5 0,300 1255+ 11.9 126.8 £ 14.0 0,381
PAD (mmHg) 88,8+ 14,2 8581 125 0,336 76,6+ 50 793289 0,923
Glicemia (mg/dL) 1476 + 59.4 136,8 + 39,6 0,255 90,0+5,0 81.8210,8 0,445
Insulinemia (WUYmL) 13,7 £ 10,2 99166 0.036 7,8+33 B7+17 0,313
HbA1c (%) 75219 7.5:17 0,797 5006 492086 0,798
HOMA-IR 51450 3322 0,049 1,8:08 15204 0,481
HOMA-B (%) 92+ 67 61254 0,054 117179 96 + 44 0,592
AIP 0231024 0172027 0,197 0,07 £ 0.26 0,04 £ 0,29 0,076
TAG (mg/dL} 178 + 80 160 & 80 0,243 13+ 62 125+ 89 0.093
CT (mg/dL) 2176 £+ 62,2 213,1£355 0,134 2087 + 31,1 1954+ 26,6 0,195
HDL-C (mg/dL) 4291117 4683+ 11,7 0,097 46,8+ 11,7 50,7 £ 1,7 0,172
LDL-C {mg/dL) 132,6 £50,7 1248 £+ 31,2 0,700 128,7 £ 31,2 109,2 +23,4 0,314
VLDL-C (mg/dL) 341 17 341217 0.224 256+85 25,62 17 0,089

*Valores representados pela média + desvio padrao, P, valores do leste f; ' nimeso de individuos.

GE: Grupo de estudo; GC: Grupo controle.

IMC: Indice de massa corpdres; ICQ: Indice cintura quadiil; PAS: pressao arterial sistdlica; PAD: pressao arterial diastoica
HbA1c: hemoglobina glicada; HOMA: homecstasis model assessment; AIP: indice aterogénico do plasma.

TAG: triaciilicero}; CT: colesterol tolal; HDL-C: colesterol da HDL; LDL-C: colesterol da LDL; VL.DL-C: colesterol da VLOL
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A analise das frequéncias dos alelos do polimorfismo 161C>T do gene PPARYy
nos individuos dos GE e GC (Tabela 12) mostrou que a freqtiéncia do alelo 161T foi
0,10 (IC 95%: 0,07-0,13) no GE comparado a 0,07 (IC 95%: 0,04-0,09) do GC
(P = 0,210). Com relagdo aos genétipos, a frequéncia destes também ndo foi
significativamente diferente entre os grupos avaliados (P = 0,173), mesmo quando
foram separados por sexo: GE (P = 0,558) e GC (P = 0,415). Razdo de Chances
(RC) para a associagio do alelo 161T com DM2 foi 1,45 (IC 95%: 0,86-2,45). A
relacido entre a freqléncia génica e genotipica (Equilibrio de Hardy-Weinberg),
avaliada pelo teste de qui-quadrado, mostrou que para o polimorfismo 161C>T, o
namero de gendtipos observados em ambos os grupos, obedece a distribuicdo
esperada para uma populagdo em condig¢des de equilibrio.

A representagdo grafica da distnbuicdo de gendtipos para o polimorfismo
C161T do gene PPARY, nos individuos do grupo de estudo (GE) e controle (GC),
pode ser observada na Figura 29.

A influéncia dos genotipos do polimorfismo 161C>T sobre as vanaveis do perfil
antropomeétrico e bioquimico, nos individuos do GE e GC estao representadas na
tabela 13. Ndo foram encontradas diferengas significativas para os parér.netros
antropomeétricos, bioquimicos e indices HOMA entre os genoétipos estudados (GE e
GC). Entretanto, no GE, portadores do alelo 161T (genétipos CT + TT) apresentaram
valores séricos reduzidos de TAG, VLDL-C (P = 0,064) e indice AIP (P = 0,021) do
que nao portadores (gendtipo CC). Além disso, quando para cada grupo houve a
separacdo por sexo, essas diferencas foram significativas para TAG, VLDL-C (P =
0,040) e indice AIP (P = 0,003) em muiheres do GE, mesmo apds o ajuste para
idade, IMC e ICQ (Figura 30). Quando todo o grupo foi analisado (GE + GC)
mulheres com o alelo 161T também apresentaram menores valores séricos de TAG

(P =0,052), VLDL-C (P = 0,038) e AIP (P = 0,031) do que portadores do alelo 161C.
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Tabela 12: Distribuicdo de genétipos e freqiiéncia relativa de alelos para o

polimorfismo 161C>T do gene PPARy nos individuos do grupo de estudo (GE)

e grupo controle (GC).

Grupos Freqiiéncia de Genotipos Freqiiéncia de alelos
CC CT T C T IC 95%
GE 167 38 1 373 41
(n=207) (8O.7%) (18,8%) {0,5%) (0,90) (0,10) 0.10(0,07-0,13)
GC 147 22 1 316 24
(n=170)  (86,5%) (12,9%) (0,6%) (0.93) (0,07) 0,07 (0,04-0,09)

+=1,85-P=0173

¥’=157-P=0,210

Razdo de Chances (RC) para a associa¢ao do aklo 161T com DM2 1,45 (IC 95%: 0,86-2,45).
Quando o nimero de homcezigotos, em um grupo, foi menor que 5, este foi incorporade ac grupo de

heterozigotos antes da andlise do xz.
GE = Grupe de estudo; GC = Grupo controle.

Equilibrio de Hardy-Weinberg:
161C>T: GE, x> = 0,614 (P=NS).

161C>T: GC, x% = 0,001 (P = NS).
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4.9. Andlise da distribuicio de gendétipos e freqiiéncia relativa de
haplétipos para a associagio dos polimorfismos 34C>G e 161C>T do gene

PPARy nos individuos do grupo de estudo.

Nas tabelas 14 e 15 estdo apresentadas as distnbuicdes de gendétipos e
frequéncias relativas de haplétipos para a associagido dos polimorfismos 34C>G e
161C>T dos individuos do grupo de estudo e confrole. Observa-se que nao houve
diferencga estatisticamente significativa na distribui¢do da associagdo dos genétipos
do GE e GC (x*= 7,06; P = 0,070) (Figura 31). Entretanto, o genétipo mais frequente
no grupo GE (77,7%) e controle (82,3%) foi o Pro/Pro-CC, confimando-se os
resultados obtidos para as frequéncias isoladas nos polimorfismos 34C>G e
161C>T. Os dois polimorfismos estdo em desequilibrio de ligacdo (P < 0,001),
conforme tabelas 14 e 15, sugerindo que os fenotipos observados para um

determinado polimorfismo podem ser devidos a ligagao com © outro.
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Tabela 16: Efeito da associacdo dos polimorfismos 34C>G e 161C>T do gene

PPARY sobre os dados clinicos e parimetros bioquimicos do grupo de estudo

(GE).
Parametros Genétipos"

ProlPro-CC  Pro/Pro-CT  ProfAla -CC P’

(1) (2) (3)

n 161 10 8
Idade (anos) 54 +13 5219 51+7 0,750
IMC (kg/m?) 30,7+7.3 289+7.1 31,0194 0,734
IcQ 0,93 10,11 0,90+ 0,14 0,94+ 0,18 0,355
PAS (mmHg) 1412+254 133,0+189 1450+ 37,3 0,619
PAD (mmHg) 89,0+ 144 85097 90,0+ 20,9 0,779
Glicose (mg/dL) 1468 £ 58,3 17201710 127,2+143 0,345
Insulina (pUMmML) 13,6 + 10,2 153+ 11,8° 70159 0,186
HbAc (%) 75+19 79120 76+19 0,757
HOMA-IR 491+4.8 72183 22+1,9° 0,088
HOMA-B (%) 93163 72464 41133 0,174
AP 0,24 1 0,24 0,08 + 0,30 0,24 +0,32 0,152
TAG (mg/dL) 1836+ 875 1608+ 959 202811050 0,469
CT (mg/dL) 213,3+570 2093+232 21401311 0,967
HDL-C (mg/dL) 4281+ 11,0° 53,4+142° 487 +20,7° 0,065
LDL-C (mgfdlL) 1326 £50,5 12371258 12361395 0,755
VLDL-C (mg/dL) 36,7+ 176 2791109 40,7 + 21,1 0,225

*Valores representados pela média + desvio padrso; “Teste do ANOVA: nnimero de individuos. IMC. indice de massa caméres,

ICQ: ndice cinture quadrl; PAS: pressio arterial sistdlica; PAD: pressiio arierisl dlastéfica; HOMA: moded
otal; HDL-C: colesterol da HOL, VLDL-C: colesterol ds VLDL.

AP Indice aterogénico do TAG: yinciglicerar; CT:
“Genotipos 1 vs. 3@ 2vs. 3 (P* < 0,05); ‘Genotipos 1 vs. 3 @2 ve 3 (P < 0,05); “Genétipos 1vs. 2¢ 2vs 3 (P < 0,05).
P valores do teste £






5. Discussdo

Atualmente, o diabetes melito constitui um dos mais importantes problemas de
saude publica no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento, onde sio
observados os maiores indices de prevaléncia e incidéncia (DIAMANT & HEINE,
2003). A Organizagdao Mundial de Saude estima que no ano de 2025 existirdo
trezentos milhdes de individuos afetados pela doenga em todo o mundo (KING ef al.,
1998). De acordo com os dados do primeiro Censo Nacional de Diabetes, 7,6% da
populagao brasileira na faixa etaria de 30 a 639 anos é portadora de diabetes melito
do tipo 2 (DM2), forma mais freqlente de diabetes melito, responsavel por mais de
90% dos casos. O aumento desta prevaléncia tem sido relacionado a urbanizagdo,
industnalizagdo, sedentarismo, alimentagdo desequilibrada, a maior incidéncia de
obesidade, aoc aumento da expectativa de vida da populagao em geral e a4 maior
sobrevida dos pacientes diabéticos.

Com a recente evolugdo cientifica e o rapido crescimento na identificagéo de
novas doengas genéticas, verifica-se o aumento do interesse na caracterizagdo de
mutagdes responsaveis por esses acomeﬁmeﬁtos, ou ainda, a identificagdo de
polimorfismos no DNA. Desta forma, crescem as expectativas em relagdo as
pesquisas de novas seqUéncias vanantes nchenoma humano e a identificagdo de
genes que conferem suscetibilidade ou resisténcia a determinadas doencas
humanas. Neste sentido, a descricdo de polimorfismo nos genes € extremamente
importante, com possibilidades de associagBes das diversas vanagdes e sua relagédo
ou nao com manifestagbes de doengas, possibilitando melhoria na eficacia de
farmacos e outras terapias. Esta tarefa, porém, tem sido muito dificil, haja vista que
para a localizagio de genes que contribuem no risco de doengas comuns, tais como

o diabetes, doengas cardiacas e neoplasias, tem-se observado a agdo de multiplos



97

genes que interferem nestes fenétipos, tendo cada qual um pequeno efeito que
tambem estd associado a fatores ambientais.

Com as técnicas moleculares, através de estudos mais detalhados, tem sido
possivel mostrar que fatores genéticos estio envolvidos (mutagdes e polimorfismos)
nas alteragdes do metabolismo de carboidratos e lipideos, porém, enquanto as
bases moleculares de vanas formas incomuns de DM2 tem sido definida (VIONNET
et al, 1992; YAMAGATA et al., 1996, HORIKAWA et al, 1997; STOFFERS et al.,
1997, BARROSO et al, 1999; MALECKI et al, 1999; SAVAGE et al, 2002), a
natureza das variantes alélicas que conferem susceptibilidade as formas mais
comuns desta doenga sio pobremente definidas.

Neste contexto, pode-se destacar a importancia do estudo do gene do receptor
PPARy que atualmente se revela de grande importancia, pois desempenha fungio
significativa no metabolismo de lipideos e carboidratos, haja vista que a descoberta
de drogas que aumentam a sensibilidade & insulina (tiazolidinedionas) tem seus
efeitos mediados pela expressdo alterada de genes dependentes do PPARy.
Consequentemente, este gene tomou-se um excelente candidato para a pesquisa
de mutagdes que causam insulino resisténcia e diabetes (AUWERX, 1999).

Varios métodos para detecgdo de mutagdo foram desenvolvidos e utilizados no
diagnéstico clinico de grande numero de doengas genéticas, como o cancer, analise
do genoma viral e estudos farmacogenéticos (MCKECHNIE & MCCRUDE, 2001;
SHI, 2001). Das técnicas mais empregadas nestes estudos, podemos citar: DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis), SSCP (single strand conformational
polymorphism), RFLP (restriction fragment length polymorphism) e seqienciamento
de DNA. Entre estes métodos, destaca-se o SSCP (ORITA et al., 1989), por ser o

mais utiizado em triagem de mutacdes e por sua simplicidade, rapidez,
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praticabilidade, custo e eficiencia (HUMPHRIES, et al, 1997), tomando-se
desnecessario o0 seqiienciamento de todos os exons para um determinado gene.

Neste frabalho, utilizando-se de uma metodologia de rastreamento de
mutacdes e polimorfismos, com praticidade e sensibilidade adequadas, a técnica da
PCR-SSCP foi otimizada, visando sua utilizagdo na triagem da regido promotora e
exons do gene PPARYy.

Varios fatores podem influenciar na sensibilidade da PCR-SSCP (SAVOV ef al.,
1992; TESCHAUER ef al, 1996). temperatura, pH, tempo de eletroforese,
composigao e utilizagdo de aditivos no gel (glicerol e acnlamida), tipo de seqliéncia,
posicdo da substituicdo, tipo de mutagdo e tamanho dos fragmentos. A primeira
estratégia foi obter iniciadores que permitissem produtos da PCR com alta
sensibilidade de deteccdo (151 a 338 bp para a regido promotora e gene do PPARY),
haja vista que melhores resultados sao alcangados com fragmentos menores do que
200 bp (HAYASHI, 1992; SHEFFIELD ef al., 1993), pois evidéncias sugerem que a
detecgdo de uma unica troca de base é menos sensivel em grandes fragmentos
(SARKAR ef al., 1992). Posteriormente, todos os 17 fragmentos foram amplificados
apos otimizagao, de maneira a se obter produtos da PCR com unica banda, quando
avaliados por eletroforese em gel de agarose (Figura 8).

Na otimizagao das condi¢des de eletroforese em gel de poliacrilamida, devido a
influéncia da temperatura por ocasido da comida (HAYASHI & YANDELL, 1993),
foram utilizadas duas temperaturas: 5 e 15 °C, baseado na descrigdo de SALAZAR
et al. (2002), em que mostraram um aito poder de detecgdo de alteragdo molecular
no estudo do gene do receptor da LDL (aproximadamente 97%). O gel de
poliacrilamida utilizado neste expenmento foi a 12,5% GeneGel Excel em sistema
semi-automatizado GenePhor® (Amersham Biosciences) e as condicbes de

voltagem foram as preconizadas pelo fabricante.
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Em relacdo aos resultados obtidos pela técnica da PCR-SSCP, varnas
alteracGes de mobilidade eletroforética foram encontradas, para os diferentes
fragmentos (Tabela 8), com os mesmos resultados, tanto para 5 e 15°C, em todos
os experimentos. Portanto, obteve-se a mesma sensibilidade para as duas
temperaturas empregadas na triagem do gene PPARy. Ressalta-se também o alto
poder de detecgdo de alteragbes moleculares obtidas com a otimizacdo desta
técnica (100%), estando de acordo com SALAZAR et al. (2002); outros autores
preconizam este poder em tomo de 80% (ORITA et al., 1989; SARKAR et al., 1992).
Ocorre também que em relagdo aos exons 4 e 5, ndo obtivemos quaiquer altera¢zo
no sequenciamento, apesar da mobilidade eletroforética apresentar-se alterada na
PCR-SSCP, como encontrado em alguns experimentos que utilizaram esta técnica
para detecgdo.de mutagbes (ALBITAR et al, 1997; KIM ef al, 1997). Segundo
ORITA et al. (1989), a mobilidade dos fragmentos pode variar por provavel alteragio
na conformacio da propria molécula. Portanto, por este procedimento foi possivel
caractenzar alteragées moleculares apresentadas neste estudo, para o gene PPARYy,
com a triagem de mutagdes em individuos da populagao brasileira com DM2.

Os resultados obtidos pelo sequenciamento, para o0s fragmentos que
apresentaram alteracdo de mobilidade eletroforética na PCR-SSCP, estdo
apresentados na tabela 9.

Ao analisar as freqiéncias relativas de alelos para o polimorfismo 34C>G do
gene PPARYy2, verificou-se que a frequéncia do alelo Ala12 (0,09) nos individuos do
GE foi similar & observada no GC (0,06). Observou-se tambérﬁ que a distnibuigdo
dos genétipos foi similar no GE e GC, obedecendo a lei de Hardy-Weinberg em
ambos os grupos (GE e GC). Além disso, as freqiéncias relativas de alelos para
este polimorfismo, no GE, foi similar & observada previamente em um estudo

brasileiro (CARAMORI et al., 2003).
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Comparando-se a frequéncia do alelo Ala12 (0,09) com outras populagdes,
verificou-se que foi semelhante & encontrada em caucasianos com DM2 na Franga
(0,10) (ALTSHULER et al, 2000; CLEMENT et al., 2000; MEIRHAEGHE et al.,
2000), porém um pouco menor do que na populagdo da Alemanha (0,14) (RINGEL
et al, 1999; EVANS et al, 2000), Itilia (0,13) (MANCINI et al., 1999) e Finlandia
(0,14) (VALVE et al, 1999). Ressalta-se ainda que nestas investigagGes, o alelo
predominante foi o Pro12, sugerindo maior frequéncia do genétipo homozigoto
Pro/Pro, conforme encontrado em nossos estudos.

O polimorfismo 34C>G do gene PPARY2, inicialmente descrito por BEAMER
et al. (1998), é a variante genética de maior prevaléncia para o;PPARyz, com a
substituicdo do aminoacido prolina por alanina, no cdédon 12, com freqiéncia
aproximada de 15% em algumas popula¢bes de caucasianos (ALTSHULER et al.,
2000; STUMVOLL & HARING, 2002; GURNELL, 2003). Em algumas anilises
funcionais, o polimorfismo 34C>G exibiu reduzida ligagdo ao DNA e moderado
prejuizo na ativagdo transcricional, tendo estas propnedades funcionais sido
correlacionadas, inicialmente, com reduzido indice de massa corpérea (IMC) (DEEB
et al, 1998). Em oposicdo a este estudo, MASUD et al (2003) sugere que o
polimorfismo 34C>G tem efeito no IMC somente em individuos com acentuada
obesidade. No presente estudo, nenhum resultado significativo foi encontrado para a
associagdo do polimorfismo 34C>G com IMC ou outros dados clinicos, podendo ser
atribuido a aumento de influéncias do meio ambiente, fatores genéticos
desconhecidos ou da prépria obesidade (NICKLAS ef al., 2001; LUAN et al., 2001).

Qutras investigagbes sugeriram a relagdo deste polimorfismo como um /6cus
potencial para susceptibilidade ao diabetes, mostrando associagéo significante com
o risco desta doenca (MANCINI et al., 1999; RINGEL et al., 1999; CLEMENT et al/,,

2000; HARA et al., 2000; MEIRHAEGHE et al., 2000).
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Na analise da influéncia do polimorfismo 34C>G do gene PPARy2 sobre os
parametros bioquimicos, observou-se que portadores do alelo Ala12, no GE, foram
associados a menor concentragdo sérica de insulina, maior sensibilidade 3
insulina (HOMA-IR) e tendéncia & capacidade diminuida de secregdo da insulina
(HOMA-B), porém, sem diferenga estatisticamente significante, quando comparados
aos portadores do alelo Pro12. Verificou-se também, apds ajuste por regressdo
linear muiltipla, que o efeito deste polimorfismo sobre a concentragdo sénca de
insutina e indice HOMA-IR, foi independente da idade, sexo, indice de massa
corpérea e indice cintura quadril.

A associagdo do alelo Ala12 com alta sensibilidade a insulina foi o resultado
mais consistente em relagdo aos estudos com o polimorfismo 34C>G no gene
PPARy2 (DEEB et al., 1998; KOCH et al., 1999; HARA et al,, 2000; EK et al., 2001;
POULSEN et al., 2003), tendo-se também estudos na qual esta associagdo nao foi
encontrada (HASSTEDT et al., 2001; STEFAN et al,, 2001). As razGes para estas
divergéncias podem estar relacionadas as diferengas étnicas, modelos estudados,
tamanhos da amostra, efeitos do género e IMC (KAO ef al., 2003).

Os mecanismos pelos quais o poli-morﬁsmo 34C>G do gene PPARy2
influenciam no DM2 s3o desconhecidos. Desde que a resisténcia a insulina € um
fator de risco para o DM2, o aumento da sensibilidade & insulina pode ser um dos
fatores pelos quais o alelo Ala12 possa estar envolvido na prote¢do ao DM2, embora
os portadores deste alelo tenham risco aumentado para a deficiéncia de insulina e
severidade da doenga (TAVARES ef al, 2004a). Corroborando com esta
possibilidade, STEFAN et al. (2001) verificaram que portadores normoglicémicos do
alelo Ala12, com peso normal, apresentavam a segunda fase da secregio de
insulina diminuida, ap6s elevagio experimental no soro de acidos graxos livres,

quando comparada com individuos portadores do alelo Pro12. Os referidos autores
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concluiram que a raz3o para esta alteragdo pode estar associada com disturbios na
secregdo de insulina ao invés de sua acdo prejudicada. Além disso, melhora na
sensibilidade a insulina pode n3o estar relacionada somente com alterages no
metabolismo do tecido adiposo (BURANT ef al., 1997).

O gene PPARy2 também é expresso nas células B pancreaticas (DUBOIS et
al., 2000), portanto, os portadores do alelo Ala12 podem ter a fungdo destas células
comprometidas pela reduzida capacidade em ativar a transcricio, com provavel
diminui¢do na secregfo de insulina (MORI et al., 2001). Também tem sido proposto
que o gene PPARYy2 seja um dos mediadores da interacdo gene-ambiente e que,
mudangas benéficas na dieta e aumento da atividade fisica com concomitante perda
de peso e interagGes gene-exercicio e gene-nutrientes, diminuam o efeito prejudicial
para os portadores do alelo Ala12 em relagao as formas mais severas de DM2.

Para as alteragbes moleculares encontradas no exon 1 (90C>A e 159C>T),
até o momento ndo descritas, estdo sendo estudadas estratégias para o estudo
destes achados em relagdo ao possivel impacto na homeostase da glicose e
lipideos, assim como, o estudo de associagdo das frequéncias de genétipos e alelos
com os dados clinicos e laboratonais.

O mesmo podera ser feito em relagdo a alteragdo molecular encontrada e
ainda ndo descnita, na regido intronica (IVS3+21A>T), haja vista que estas regides
podem albergar modificagdes nucleotidicas que interferem na quebra da sequéncia
exon-intron, com provavel retencido do intron, pois nestes locais existem regides
conservadas que sdo reconhecidas de maneira exata por pequenas nucleoproteinas
(UsnRNA -~ small nuclear RNA), cuja finalidade esta relacionada ao mecanismo de
splicing, em que os introns s3o retirados, dando origem ao transcrito maduro de RNA

formado apenas por exons.
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Enquanto a maioria das mutagdes resultam em alteragées de residuos de
aminoacidos, num pequeno numero destas isto ndo ocorre, sendo classificadas
como mutagbes silenciosas (por exemplo, o polimorfismo 161C>T). Mutacdes
silenciosas tém sido relacionadas com algumas patologias (GOLDSMITH et al.,
1983; BERG et al., 1992; L} et al., 1995), principalmente por afetar o processamento
do RNA, atuando no mecanismo de splicing, com consequente alteracdo da funcdo
de sitios especificos de splice (COOPER & MATTOX, 1997; CHAO et al., 2001).
Outros estudos sugerem que determinadas mutagbes silenciosas podem estar
ligadas a diferentes polimorfismos, provavelmente alterando os niveis de expressio
génica (SALAZAR et al., 1999).

Ao analisar as frequéncias relativas de alelos para o polimorfismo 161C>T do
gene PPARYy, verificou-se que a frequéncia do alelo 161T (0,10) nos individuos do
GE foi similar a observada no GC (0,07). Observou-se também que a distribuicdo
dos gendtipos foi similar entre GE e GC, obedecendo a lei de Hardy-Weinberg.

Comparando-se a frequéncia do alelo 161T (0,10) com outras populagdes,
verificou-se que foi semelhante & encontrada em caucasianos com DM2 da
Alemanha (0,09) e em gémeos da Dinamarca (0,09) (BLUHER et al, 2002;
POULSEN et al, 2003). Nos estudos com este polimorfismo, observa-se
predominancia do alelo 161C (MEIRHAEGHE et al., 1998, WANG et al, 1999,
BLUHER et al., 2002; SONG et al., 2003; ARASHIRO et al.,, 2003; POULSEN et al.,
2003), sugerindo maior frequéncia do genétipo homozigoto CC, portanto, de acordo
com 0s nossos estudos.

O polimorfismo 161C>T, exon 6, do gene PPARy, foi inicialmente descrito por
MEIRHAEGHE et al. (1998), demonstrando que caucasianos obesos franceses,
portadores do alelo 161T, apresentavam maior concentracdo plasmatica de leptina

em comparagio com os portadores do alelo 161C. Em oposigdo a este achado,
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ARASHIRO et al. (2003) ndo encontraram esta associacdo quando estudaram
criangas obesas no Japao.

Na analise da influéncia do polimorfismo 161C>T sobre os parametros
bioquimicos, observou-se que no GE, os portadores do alelo 161T foram associados
com reduzido indice aterogénico do plasma (AIP). Quando este grupo foi separado
por sexo, mulheres portadoras do alelo 161T foram associadas a concentragdes
sericas diminuidas de TAG, VLDL-C e reduzido AIP. A associag¢io do alelo 161T
com TAG e VLDL-C é biologicamente provavel, haja vista que o gene PPARy
desempenha funcdo importante na diferenciacio de adipdcitos e resisténcia a
insulina (DEEB et al, 1998), porém, estes resultados diferem das pesquisas
realizadas por BLUHER et al. (2002) na Alemanha e por POULSEN et a/. (2003) na
Dinamarca, onde nao encontraram associagdo do polimorfismo 161C>T e variaveis
relacionadas ao metabolismo de fipideos e DM2. As razbes para estas divergéncias
podem ser relacionadas a diferengas étnicas, modelos de estudo, efeitos do género,
tamanho da amostra, interagées do gene com o ambiente e IMC (DONEY et al.,
2002).

O mecanismo pelo qual este polimorfismo influencia as concentragbes séncas
de TAG e VLDL-C nao esta elucidado. Este pode estar em desequilibrio de ligagdo
com outras alteragbes no gene do PPARy ou em locos génicos adjacentes, que
tenha efeitos diretos sobre os valores de lipideos circulantes (TAVARES et al.,
2004b). Também esta claro que a extensio deste desequilibrio pode ser variada em
populagdes geografica e etnicamente distintas e, como tal, os efeitos deste
polimorfismo podem ser diversos nos diferentes grupos étnicos (DONEY et al.,
2002).

Nossos estudos também indicaram que mutheres portadoras do alelo 161T, no

GE, estavam associadas com menor AIP. Segundo DOBIASOVA & FROHLICH
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{2001), individuos com AIP aumentado tem maior risco para doenca arterial
coronariana (DAC), sendo este indice utilizado como um excelente marcador
aterogénico plasmatico em pacientes com DM2 (TAN et al.,, 2004). Corroborando
com este resultado, WANG et al. (1999) reportaram que em caucasianos
australianos com DAC (incluindo pacientes com DM2) e controles, portadores do
alelo 161T, apresentavam reduzida associagdo com DAC, concluindo que o gene
PPARy possa ter significante fungdo na aterogénese. Portanto, a forte associagdo
entre o alelo 161T e indices reduzidos de AIP, no GE, fomece provavel evidéncia de
que o polimorfismo C181T do gene PPARYy, tenha efeitos na concentragio de
lipideos, porém, por mecanismos ainda desconhecidos. E provavel também, que
neste caso, o polimorfismo C161T esteja em desequilibrio de ligagdo com uma
mutacdo funcional no gene PPARYy, que possivelmente tenha efeito direto no
metabolismo de lipideos. Estudos sdo necessarios para esclarecer a fungdo do
polimorfismo C161T no metabolismo de TAG e risco para DAC.

Posteriormente foi analisado o efeito da associagdo dos polimorfismos 34C>G
e 161C>T do gene PPARy sobre os dados clinicos e parametros bioquimicos nos
grupos estudados (GE e GC). Ao analisar as freqtiéncias relativas para a associagdo
dos polimorfismos, verificou-se que a freqiéncia dos haplétipos Pro-C (GE = 0,89;
GC = 0,91) e Ala-T (GE = 0,07; GC = 0,03) foram similares em ambos o0s grupos. O
mesmo ocorreu com a distribuicio dos genétipos (GE e GC), obedecendo a lei de
Hardy-Weinberg.

Comparando-se a frequéncia do haplétipo Ala-T (0,07) com outra populagso,
verificou-se que foi semelhante & encontrada em caucasianos com DM2 da Escécia
(0,08) (DONEY et al., 2002). Observou-se também predominancia do haplétipo
Pro-C neste estudo, confirmando-se os resultados individuais e da associagido dos

polimorfismos no presente estudo.
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Os dados observados individuaimente para cada polimorfismo .foram
confirmados ao analisar o efeito da associagdo dos dois polimorfismos, do gene
PPARYy, sobre os dados clinicos e pardmetros bioquimicos (GE e GC) em relago ao
metabolismo de lipideos e carboidratos. Foi verificado que os individuos portadores
do genoétipo Pro/Ala-CC apresentaram valores inferiores de insulina e indice HOMA-
IR e portadores do genotipo Pro/Pro-CT valores superiores de HDL-C em
comparacao aos outros genétipos no GE.

Alguns estudos também tém documentado o efeito da associagio destes
polimorfismos no metabolismo de lipideos e carboidratos. VALVE et al. (1999)
estudando individuos obesos na Finlandia, encontraram associagdo do genétipo
Aia/Ala-TT com valores elevados de IMC em mulheres, porém, ndo encontrou
associagao dos genétipos com valores séncos elevados de glicose e insulina, apesar
de severa obesidade. Os dois polimorfismos estavam em desequilibno de ligagao,
ndo sendo possivel determinar isoladamente seus efeitos sobre os parametros
clinicos e laboratoriais. Os autores concluiram que mecanismos desconhecidos
poderiam estar modificando os efeitos destes polimorfismos no gene PPARy em
relagdo a adipogénese e que alteragbes na atividade e/ou estrutura deste gene in
vivo poderia aiterar outros fatores de franscngido e consequente expressdo de
diversos genes.

Nos estudos de DONEY et al. (2002) em caucasianos com DM2 e controles na
Escocia, demonstraram que valores elevados de IMC estavam associados com o
haplétipo Pro-T, enquanto o haplétipo Ala-C  estava associado com valores
reduzidos de IMC. A conclusdo do referido estudo foi que a demonstracio de
interagbes opostas destes polimorfismos (IMC vs. Pro-T e IMC vs Ala-C) ajudam a

explicar estudos anteriores inconsistentes em relacio a associagdo do PPARy com
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peso corporal. Nenhum resultado foi apresentado pelos autores em relagdo aos
parametros relacionados com DM2.

No presente estudo, apesar dos resultados individuais para cada polimorfismo
(34C>G e 161C>T), em relagdo aos efeitos no metabolismo de lipideos e
carboidratos terem sido confiimados quando foram associados, deve-se ter cautela
na interpretagdo dos mesmos, pois estdo em desequilibrio de ligagdo, portanto, os
efeitos observados sobre os pardmetros analisados sdo resultantes do polimorfismo
34C>G ou 161C>T e os mecanismos pelos quais essas alteracdes afetam os valores
de insulina, lipideos sanguineos, indices HOMA e AIP, ainda nao foram
esclarecidos. Possivelmente, essas variagdes sio segregadas juntamente com uma
mutacio funcional, presente no gene PPARy ou em locos génicos adjacentes, que
predispde os individuos a desenvolverem alteragdes nestes parametros.

Portanto, ¢ resultado do presente trabalho com individuos da populagio
brasileira, contribuiu sobremaneira na avaliagio e confirmagao dos dados obtidos da
literatura, sugerindo significante associacio entre o polimorfismo 34C>G do gene
PPARy2 e sensibilidade a insulina em pacientes com DM2. Em relagdo ao
polimorfismo 161C>T do gene PPARYy, seria importante estudos posternores, com
grupos maiores, para avaliar as associagfes encontradas. Também foi possivel a
otimizagdo das técnicas da PCR, RFLP e PCR-SSCP, resultando em alta
sensibilidade quer na amplificagdo dos fragmentos do gene PPARYy, genotipagem ou
triagem de mutacgées.

Finalizando, mais pesquisas serdo necessarios para compreender a complexa
relagdo dos mecarnismos moleculares entre estes polimorfismos ou mutagbes e a
fungdo do PPARy como um importante regulador no metabolismo de carboidratos,

lipideos e sensibilidade a insulina.
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6. Conclusdes

- A tecnica da PCR-SSCP apresentou alta sensibilidade na detecgcdo de

polimorfismo ou mutagdo nas duas temperaturas avaliadas.

- As freqiéncias dos alelos Ala12 e 161T para os polimorfismos 34C>G e 161C>T

do gene PPARYy, respectivamente, foram semelhantes nos grupos estudados.

- O efeito independente do polimorfismo 34C>G foi contribuir para a variabilidade da
concentracdo plasmatica, secrecdo e sensibilidade a insulina, nos pacientes com

DM2.

- O efeito independente do polimorfismo 161C>T foi contribuir para a vanabilidade na

concentragdo plasmatica de TAG, VLDL-C e indice AIP em mulheres com DM2.

- No estudo de associagdo dos polimorfismos 34C>G e 161C>T do gene PPARYy, os
resultados obtidos individuaimente, para cada polimorfismo, foram confirmados em

relagdo ao metabolismo de lipideos e carboidratos.
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