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A obesidade € uma doenca considerada como uma epidemia mundial. Apresenta altas
taxas de morbidade ¢ mortalidade associadas a varias causas diretas, como hipertrofia
cardiaca, arritmias e aumento do débito cardiaco, além de estar intimamente associada a
hipertensdo arterial e ao diabetes mellitus. £ vista como uma doenga poligénica e
multifatorial, e um numero crescente de mutagdes e polimorfismos génicos populacionais
vem sendo a ela associados.

O gene do Receptor Ativado Proliferador de Peroxisomo Gama (PPARy), um fator de
transcrigdo implicado na diferenciagio do adipécito e no metabolismo de lipideos e glicose,
esta claramente envolvido na regulago do metabolismo do tecido adiposo em seres
humanos. Ristow et al descreveram uma mutagio Proli15GIn no PPARy2 restrita a
individuos com obesidade morbida e que aceleraria a diferenciacio do adipdcito, podendo
ser, portanto, um fator causal da obesidade.

Também se sabe que a resisténcia a insulina induzida pela deficiéncia do receptor de
insulina de tipo 1 (f/RS-1) conduz a um aumento da pressdo arterial e dos niveis plasmaticos
de triglicérides. Um polimorfismo no gene do /RS-/, com substituigdo de glicina (GGG)
por arginina (AGG) no codon 972, foi implicado na resisténcia a insulina.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacio da obesidade e dos disturbios
metabolicos a ela relacionados com mutagdes e/ou polimorfismos para os genes /RS-7 ¢

PPARy.

Para tanto, estudamos 67 mdividuos eutroficos, 37 obesos moderados e 27 obesos

morbidos, totalizando 40 homens e 91 mulheres, de 18 a 67 anos ( 29,2 + 1,7 anos de idade
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para o sexo masculino e 32,9 + 1.2 anos de idade para o sexo feminine). Foram
analisados parametros antropometricos, hemodinamicos, biogquimicos,
bioimpedanciometria (BIA), calorimetria indireta e ¢ indice HOMA-IR para avalia¢io de
resisténcia insulinica. O estudo genético foi realizado através da pesquisa de mutagbes em

DNA extraido de sangue periférico de todos os casos, usando-se PCR-restrigio enzimatica.

Os individuos obesos possuiam maiores niveis de pressio arterial diastdlica e
sistolica (p<0,001), além de frequéncia cardiaca mais elevada do que os eutréficos
(p=0,003). Também apresentavam niveis mais elevados de colesterol total e triglicérides
(p=0,01, p<0,03, respectivamente) do que os eutroficos, assim como de acido urico
(p<0,0001).

A analise genética mostrou que apenas 5 (3,8 %) individuos possuiam a mutagdo no
gene PPARjy2, todos homozigotos, enguanto que polimorfismo do gene IRS-/ foi
encontrado em 12 (9,1 %) casos em heterozigose. N2#o houve correlacio entre o perfil
genético ¢ nenhum dos pardmetros antropométricos, hemodindmicos, bioquimicos ou

indicadores de resisténcia insulinica medidos.
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1. Introducio

A obesidade € uma doenga de alta prevaléncia nos paises ocidentalizados, sendo
atualmente considerada como uma epidemia mundial. Esta distribuida em quase todas as
ragas, sexos e localizagdo demografica (BRAY, 1992; COITINHO, 1991), tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (LANCHA JUNIOR et al, 2000, POPKIN &

DOAK,1998).

A obesidade pode relacionar-se ao aumento de atividades que n3o necessitam de
clevado gasto energético e atividades de lazer que sdo mais sedentarias do que ativas. O
aumento da prevaléncia observado entre adultos ocorre em todas as classes socio-
econdmicas, com um aumento consideravel entre aqueles individuos pertencentes a
familias de baixa renda. Ao final da década de 80, as mulheres brasileiras de mais baixa
renda aumentaram a probabilidade de se tornarem obesas e conseqiientemente a populacio
brasileira apresenta uma maior propor¢io de obesidade na faixa de renda intermediaria do

que na faixa de alta renda (MONTEIRQ,1995).

Dados tém demonstrado que a obesidade estd associada a custos econdmicos
substanciais. Somente nos Estados Unidos, os custos médios diretos da obesidade
totalizaram cerca de US$ 52 bithdes em 1995, representando 5,7% do total do gasto da
previdéncia soctal. Além disso, quando os custos indiretos sdo considerados, o total de
custos assoclados atinge US$ 99 bilhdes (WOLF, 1998). Dados do levantamento “Third
National Health and Nutrition Examination Surgery” (NHANES IIT) demonstraram que

20% dos homens adultos nos Estados Unidos e 25% das mulheres possuem um IMC acima
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de 30 Kg/m®, e adicionalmente um tergo dos adultos sdo classificados como portadores de

sobrepeso (IMC de 25 - 30 Kg/m®) (FLEGAL, 1998).

Na Europa, mais da metade dos adultos com idades entre 35 e 65 anos apresentam

sobrepeso ou obesidade (WHOQ, 1998).

No Brasil, 28% dos homens e 37% das mulheres tém excesso de peso; 5% dos homens
e 11% das mulheres tém obesidade leve e moderada e 0,1% dos homens e 0,5% das
mulheres tém obesidade moérbida, segundo dados do Instituto Nacional de Alimentagio e

Nutrigio (INAN) (COITINHO, 1991).

A obesidade representa um enorme problema de saude puablica para a sociedade
moderna (BRAY, 1987), considerando que a capacidade de trabalho de seus portadores ¢
prejudicada, ndo somente pelo excesso de peso, mas também pelas doencgas associadas a

este excesso.

A necessidade de compreensio da obesidade em seus miltiplos aspectos
fisiopatolégicos vem da sua associagio com altas taxas de morbidade e mortalidade (LEE
et al, 1993; LISSNER et al, 1991), principalmente no que diz respeito ao aparelho
cardiovascular, onde sdo descritas hipertrofia cardiaca (KISSEBACH, 1994; LAUER et al,
1991; MUSCELLI, 1996), arritmias e aumento do débito cardiaco (MESSERLI, 1982). Ha
ainda uma forte associacio da obesidade com hipertensiio arterial e diabetes mellitus

(MODAN et al, 1985; STAMLER et al, 1978).



1.1. Fatores Fisiopatogénicos Envolvidos na Obesidade

A obesidade ¢ um disturbio do metabolismo energético caracterizado pelo

armazenamento excessivo de energia, sob a forma de gordura, no tecido adiposo.

Os mecanismos fislopatologicos que levam ao aumento de peso e ao estoque
excessivo de tecido adiposo estdo apenas parcialmente delineados. Sabe-se que a obesidade
resulta do desequilibrio crénico entre a ingestdo alimentar e o gasto energético, conduzindo
ao balango energético positivo representado pelo estoque de gordura como reserva
energética. Alguns fatores genéticos e ambientais estdo implicados neste fendmeno
(FROGUEL, 2000), acreditando-se que os fatores genéticos teriam agdo permissiva para os
fatores ambientais (susceptibilidade genética) e em alguns casos poderiam, isoladamente,

ser determinantes da obesidade constitucional (ARNER, 2000).

Entre os fatores ambientais, destacam-se a alimentagio e a atividade fisica,
condicionado a fatores psicossociais que tenham relevidncia em determinados pacientes
(HALPERN et al, 1998). As variaveis nutricionais, metabdlicas e psicossociais interagem
entre si € com os fatores genéticos, facilitando o desenvolvimento do fenotipo da obesidade
(HALPERN et al, 1998), um disturbio poligénico e multifatorial (MUNZBERG et al,

1998).

A relagdo entre o fendtipo da obesidade e a doenca cardiovascular é complexa e

influenciada por fatores genéticos e constitucionais (SENTI et al, 2000).
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1.2. Parametros de definicio de classes de risco na obesidade

O Indice de Massa Corpérea (IMC) - divisdo do peso corporal em quilogramas pelo
quadrado da altura em metros (Kg/m?) ~ tem sido utilizado para definir clinicamente a
obesidade (GARROW e WEBSTER, 1985). A Organizacio Mundial da Saide
(WHO,1989), bem como o National Institute of Health, classificam individuos com o IMC
maior que 25 Kg/m® e menor que 30 Kg/m® como portadores de sobrepeso e aqueles com o

IMC maior ou igual que 30 Kg/m® como obesos (PI-SUNYER,1998).

Um par@metro que tem merecido crescente valorizagio clinica é o tipo de
obesidade, ou seja, a distribuicio da gordura corpérea de acordo com a relagio entre a
medida das circunferéncias da cintura e do quadril (KISSEBACH,1989; VAGUE, 1956).
Definem-se assim dois tipos de obesidade: ginecoide ou gliteo-femoral e androide ou
central. Nas ultimas décadas, intmeros autores vém demonstrando, através de estudos
longitudinais e transversais, que a adiposidade central, especialmente a intra-abdominal, &
mais deletéria 4 saude do que a periférica. A distribui¢o central da gordura €, por si s6, um
fator de risco para doengas cardiovasculares e, associada & obesidade, agrava ainda mais

este risco (KAHN, 1994; KISSEBACH et al, 1982; LAPIDUS et al, 1984).

Varios métodos sdo utilizados para determinar ou estimar a composigio corporal,
bem como a distribui¢do da gordura corpérea com variagdes significativas na acurécia. Em
estudos clinicos € populacionais, pode-se utilizar variaveis antropométricas como a medida
da cintura, a relagio cintura-quadril, as medidas de pregas cutineas e o didmetro sagital,
pois o aumento do risco de aparecimento de complicagdes é proporcional ao aumento

dessas medidas. Existe, entretanto, uma dificuldade em estabelecer critérios de risco para
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um unico valor como ponto de corte entre o normal e o patoldgico. O Consenso Latino-
Americano em Obesidade adota os seguintes valores para medidas da cintura gue
representam risco cardiovascular aumentado: 94 cm para os homens e 80 cm para as
muiheres conforme WHO (1998). Considera-se como individuos de risco muite aumentado
os homens com cintura acima de 102 cm e as mulheres com mais de 88 cm (CONSENSO

LATINO-AMERICANQ, 1998; WHO, 1998).

O IMC, a relagdo cintura - quadril e a circunferéncia da cintura também tém sido
correlacionados com fatores de risco para doenca cardiovascular, gordura intra - abdominal
e mortalidade. Dessas medidas, a circunferéncia da cintura parece ser o melhor marcador
individual de obesidade e estd mais fortemente correlacionada com fatores de risco e
gordura abdominal do que o IMC ou mesmo a relagio da cintura - quadril e ainda ¢ mais
confiavel que esta. Além disso, a gordura abdominal parece ser um preditor de risco
independente quando o IMC nfo esta aumentado significativamente. Embora a
circunferéncia da cintura e o IMC estejam interrelacionados, a circunferéncia da cintura
fornece uma predigio independente de risco acima ou abaixo daquele do IMC (LEAR et al,
2002). Hé estudos demonstrando que a obesidade abdominal também é um fator de nisco
para o diabetes mellitus tipo 2 e para doengas coronarianas, independentemente de um IMC
elevado (LARSSON et al, 1984; CHAN et al, 1994). Exames de necropsia tém mostrado
que a circunferéncia da cintura apresenta estreita correlagdo com o peso em todas as faixas
de IMC e constitui a indtcacdo mais precisa de gordura visceral (POUNDER, 1998). A
relacdo cintura - quadril e a circunferéncia da cintura sio marcadores usuais de gordura

intfra - abdominal, embora ndc tenham sempre muita acuricia. Estudos também



demonstram que a obesidade do tipo andréide constitui fator de risco para a hipertensio
arterial sistémica, dislipidemia e intolerincia a glicose ou diabetes mellitus, compondo a
tetrade fatal, também chamada sindrome plurimetabélica ou sindrome X (PEIRES, 1988:
LANDIN, 1989, REAVEN, 1988, KAPLAN, 1989), composta de varias alteragdes
metabolicas. O marcador mais importante dessa sindrome ¢ a resisténcia a insulina, a qual

tem implica¢Ges fisiopatologicas com os demais componentes da sindrome.
1.3. Obesidade e Resisténcia a Insulina

A obesidade, o diabetes mellitus e a hipertensio arterial, componentes da sindrome
plurimetabolica, possuem uma caracteristica comum: a hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina (REAVEN, 1988; MUSCELLI, 1997). Tanto a obesidade como o diabetes mellitus
tipo 2 contribui para a resisténcia a insulina a nivel hepatico, com inadequada supressdo da
produgdo de glicose e menor supressdo da lipolise pela insulina no que se refere as vias

metabolicas das gorduras (BONADONNA, 1990).

A resisténcia 4 insulina ¢ definida por FERRANNINI (1999), como sendo uma
resposta biologica diminuida a uma ou mais de suas agdes. A hiperinsulinemia tem sido
conceituada como uma concentragio de insulina relativamente elevada no jejum ou em
resposta a ingestdo oral de glicose (SCHMIDT et al, 1996). Devido a freqiiéncia e
fisiopatologia da resisténcia a insulina, a sua avaliagdo passou a ter uma maior importancia,
sendo que o “clamp euglicémico hiperinsulinémico™, descrito na década de 70 por De
Fronzo et al, 1979, € considerado ainda o método padréio - ouro para avaliar a sensibilidade
a insulina. No entanto, este método possui algumas limitagdes, principalmente na sua

execucdo Ja que esta técnica exige um longo periodo (2 a 3 horas), pessoal qualificado e
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treinado, além de mfra-estrutura dispendiosa, portanto, € considerado um método limitado
na aplicagdo clinica ou em pesquisas envolvendo grandes grupos de pessoas. Diante dessas
dificuldades, nas ultimas décadas desenvolveram-se vérios modelos de avaliacdo, com o
objetivo de ter um método aplicavel em estudos clinicos e epidemioldgicos. Dentre estes
métodos, pode-se citar indices derivados da medida da insulinemia e glicemia coletadas em
jejum e, derivados de multiplas coletas durante sobrecarga oral de glicose. Os métodos
mais usados sdo 0 HOMA-IR (MATHEWS et al, 1983) e QUICKI (KATZ et al, 2000), os
quais utilizam valores de glicemia e insulina de jejum. Varios autores validaram estes
métodos embora tenham apresentado valores discrepantes em relagdo ao clamp mas que
ndo diminuem sua utilidade em grandes estudos (AVIGNON et al, 1999; HANSON et al,
2000; HAFFNER et al, 1996; ALBAREDA et al, 2000). Assim, pode-se de forma pratica
estimar a sensibilidade & insulina a partir dos métodos do HOMA-IR ou QUICKI com

amostras de soro colhidas em jejum.
1.4. Fatores Genéticos X Obesidade X Resisténcia A Insulina

Embora o ambiente possa contribuir para a resisténcia a insulina, é provavel que o
fator mais importante seja um perfil genético herdado. VarlagSes na distribuicdo étnica e
evidéncia de transmissdo familiar sugerem que a agfo insulinica é também determinada
geneticamente {CLAUSEN et al, 1995). Existe uma consideravel variagio na sensibilidade
insulinica na populagio em geral, possivelmente relacionada a mutacbes sutis e/ou
polimorfismos em alguns componentes genéticos. Um nlimero crescente dessas mutagdes e
desses polimorfismos populacionais vem sendo identificados, tornando necessario entender

como eles interagem com os fatores de risco ambientais levando a um aumento na
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predisposigdo para aterosclerose, diabetes mellitus tipo 2 e outros estados patoldgicos

conhecidos que estdo associados 4 resisténcia a insulina (PEDERSEN, 1999).

Varios estudos recentes tém dedicado especial aten¢do aos adipocitos devido ao
fato de que vem crescendo rapidamente o conhecimento sobre os mecanismos que
direcionam a diferenciacdo destas células, antigamente vistas apenas como participantes
passivas da geragio da obesidade (VIDAL-PUIG, 1997). Sabe-se que as células adiposas
tém um papel ativo na regulacdo da homeostase energética e composicio corporal (VIDAL-

PUIG, 1997).
1.5.PPARy

A familia do PPAR (peroxisome proliferator activated receptors) é composta pelos
Receptores Ativados do Proliferador do Peroxisomo. Foi caracterizada em 1994 como
pertencente a superfamilia dos receptores nucleares hormonais do tipo esterdide (WAHLI

et al, 1991; FEVE et al, 1998).

Os PPARs formam heterodimeros com receptores retindides (receptor X retindide
ou RXR) que modulam a expressdo dos genes que contém os elementos de resposta do
PPAR, denominados PPREs (Elementos Responsivos do Proliferador do Peroxisomo).
Estes PPRESs sdo identificados em varios genes especificos da diferenciagiio adipocitaria. O
receptor do retinéide (RXR) ¢ o PPAR possuem sitios de ligagdo que podem ser ocupados

por diferentes ligantes (ZHANG, 1996; HU et al, 1996).

Os peroxisomas sio organelas caracterizadas pela presenca de enzimas oxidativas

que transferem atomos de hidrogénio de diversos substratos para o oxigénio e também por
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conter a maior parte de catalase celular, enzima que converte peroxido de hidrogénio em
H,0 e O;. A atividade da catalase € importante pois o peroxido de hidrogénio que se forma
nos peroxisomas € um oxidante energético e prejudicaria a ceélula se ndo fosse eliminado
rapidamente. Os peroxisomas também possuem enzimas envolvidas na beta-oxidagdio dos
acidos graxos e do acido glicohico. Calcula-se que 30% dos acidos graxos sejam oxidados

em acetil-CoA nos peroxisomas. Participam ainda da metabolizagdo do acido urico.

Certas proteinas da membrana e a maioria das enzimas dos peroxisomas, como por
exemplo a catalase e a urato-oxidase, sdo sintetizadas nos polirribosomas livres da matriz
citoplasmatica. Acredita-se que estas proteinas sdo reconhecidas pela membrana dos
peroxisomas, sendo algumas retidas na membrana e outras, principalmente as enzimas,

introduzidas na matriz da organela.

O Receptor Ativado Proliferador de Peroxisomo Gama (PPARy) € um fator de
transcri¢do implicado na diferenciacdo do adipoeito e no metabolismo de lipideos e glicose
(MEIRHAEGHE, 1998), exercendo fungdes de diferenciacio de adipdcitos e deposito de
gordura, podendo ser um modulador da resisténcia a insulina (BEAMER, 1997). Pesquisas
recentes sugerem um papel do PPARy no metabolismo lipidico e energético o que tem
levado ao estudo do PPARy como um gene candidato para obesidade, resisténcia a msulina
e diabetes mellitus tipo 2 (YEN, 1997). Por causa de seu papel pleiotropico no metabolismo
de lipideos ¢ da glicose, o PPARy ¢ claramente um gene candidato para regulagio do

metabelismo do tecido adiposo em humanos (MEIRHAEGHE, 1998).

O receptor PPARy possui 3 1soformas: PPARyl, PPARy2 e PPARy3, as quais sio

codificadas por promotores alternativos e juncdes diferenciais do mesmo gene (VALVE,
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1999; HOTTA et al, 1998). Comparado ao PPARyI, o PPARy? humano tem 28
aminoacidos adicionais. O PPARyl é expresso em diversos tecidos incluindo tecido
adiposo, cardjaco, hepatico e musculo esquelético, enquanto que o PPARy? é exXpresso
quase exclusivamente em tecido adiposo (YEN, 1997) e influenciado pela obesidade e por
fatores nutricionais (VALVE, 1999). As 2 isoformas PPARyI e PPARy2 sio produzidas por
agdo de 2 promotores diferentes (BEAMER et al, 1997). A isoforma y2 é muito mais
potente do que a isoforma y1 e pode estar implicada na obesidade, resisténcia a insulina e
diabetes (BEAMER, 1998). J4 a isoforma PPARy3 parece estar expressa no colon e no
tecido adiposo (VALVE, 1999). Além disso, a isoforma v2 ¢ muito mais potente do que a
isoforma y1, sugerindo um papel distinto para o PPARyY2 na obesidade, resisténcia &

insulina e diabetes (BEAMER et al, 1998).

Alteragdes na regulacdo, atividade ou expressio do PPARy podem partictpar do
mecanismo molecular das patologias com alteragiio na homeostase lipidica e resisténcia a

insulina.

Tem-se mostrado recentemente que o nivel de RNAm do PPARy ndo é diferente em
tecido adiposo subcutdneo abdominal de pacientes magros e pacientes obesos com ou sem
diabetes mellitus tipo 2 (RIEUSSET, 1999). Em contraste, observou-se correlacio
significativa entre o IMC desses individuos e a medida dos niveis de RNAm do PPARy] e
72, sugenndo que a obesidade pode estar associada a uma expressio aumentada do PPARy2
no tecido adiposo subcuténeo. Entretanto, alguns estudos indicam que a expressdao PPARy

pode estar aumentada no musculo esquelético durante a obesidade, de forma que, até o



momento, a relagdo entre a obesidade humana e possiveis alteragBes na expressio do

FPPARy nido estdo claramente estabelecida (RIEUSSET, 1999).

O FPPARy ¢ tambem uma molécula alvo para as glitazonas, uma classe de drogas
antidiabéticas que aumentam a sensibilidade insulinica in vivo em humanos e em varios
modelos de animais com resisténcia 4 insulina (RTEUSSET, 1999). As glitazonas possuem
alta afinidade para o PPARy e supostamente sua acio na sensibilidade insulinica e suas
agdes lipogénicas ocorrem atraves deste receptor (BEAMER, 1997). O esquema a seguir

demonstra essa agio:

Ligantes endogenos Insulina
Troglitazonas Fatores de Crescimento
PPARY2 Mitégeno ativado por proteinoquinase
i
7 sensibilidade insulinica e PPARy2 fosforilado

v

& sensibilidade insulinica e

diferenciacdo de adipdceitos

diferenciacio de adipocitos



Isso sugere uma relagio entre a agdo insulinica, funcdes do PPARy e maturacio de
adipocitos. Estes efeitos anabélicos conduzem ao acumulo de gordura e o desenvolvimento
de tecido adipose (RIEUSSET, 1999). Ha evidéncias de que o0s ligantes enddgenos para
PPARy séo acidos graxos e derivados de prostaglandinas. Ligantes sintéticos para PPARy
incluem as glitazonas. In vitro, estes agentes estimulam a diferenciagdo de adipécitos e
aumentam a sensibilidade insulinica. Estudos em humanos tém mostrado que as glitazonas
reduzem a resisténcia & insulina e a hipertrigliceridemia (BEAMER, 1997). A estimulagio
do PPARy pelo seu provavel ligante endégeno, 15-deoxi-p- prostaglandina J2, resulta em
ativagdo da area reguladora do gene especifico do adipécito, incluindo o adipéceito Pz e o

gene carboxikinase fosfoenolpiruvato (BEAMER, 1997).

O PPARy2, € um regulador da diferenciagio do adipécito e estoque energético,
sendo um fator de transcricio que direciona a diferenciagio dos pré-adipocitos para
adipécitos. Em muitos dos experimentos de transfeccio do PPARy2 em fibroblastos
usando-se vetores retrovirais, estes fibroblastos foram convertidos eficientemente para
adipocitos. O PPARy2 ndo-fosforilado tem uma habilidade reduzida para promover o
processo de diferenciagdo de adipocitos enquanto que fosforilado reduz um aminodcido
Unico (serina) na posicio 114 no gene humano PPARy2, sugerindo um mecanismo de
regulagdo negativa para limitar a diferenciagio de adipocito e acumulagio lipidica. A
fosforilagdo de serina ocorre em um sitio de consenso tipico para mitdégeno ativado por
proteinoquinase € est4 caracterizada pela seqiiéncia prolina-aminoacido-serina-prolina. Tem
sido sugerido que mutagdes ao redor ou dentro deste sitio de fosforilagdo possam estar

associadas com obesidade (RISTOW et al, 1998). Ristow et al (1998) descreveram em



alemaes uma muta¢do Prol15Gln no PPAR2 que aceleraria a diferenciagio do adipécito e
poderia, portanto ser um fator causal da obesidade. O tecido adiposo é o maior sitio de
expressdo da isoforma PPARY2, podendo apresentar diferencas na sensibilidade insulinica
relacionada a sua agdo e a do PPARy. Assim, supde-se que exista uma correlagio entre esta
heranga génica, obesidade, resisténcia & insulina e DM tipo 2 (YEN, 1997). E possivel que
existam diferencas raciais na freqiéncia desta mutagdo. Desta forma, a importancia da
mesma em diferentes populagdes e em grupos de obesos ou diabéticos ndo € clara ja que

ndo foi observada em obesos marbidos franceses (CLEMENT, 2000).
1.6. IRS-1

A insulina € um horménio protéico produzido e secretado pelas células B da ilhota
pancreatica que tem como principal fungdo o estimulo & captagic de glicose por tecidos
alvos. Além de seus efeitos no controle da homeostase da glicose, a insulina participa na
modulagio da expressdo de diversos genes através da regulagdo da transcrigio do DNA,
dos efeitos estimulatorios ou inibitorios sobre o ritmo de traducio, do controle da sintese de
DNA e mesmo regulando o transporte de ions ¢ aminoacidos em praticamente todas as

celulas (CHEATHAM & KAHN,1995).

A insulina € o principal hormdnio responsavel pela regulacio do metabolismo da
glicose, e portanto pelo equilibrio energético. A insulina inicia seus efeitos metabdlicos e
promotores de crescimento através da ligagdo a um receptor especifico na membrana
plasmatica. O receptor de insulina (IR} € uma glicoproteina existente em praticamente
todos os tecidos de mamiferos. Pertence & familia dos receptores de fatores de crescimento

com atividade tirosina quinase intrinseca (RTK) (FREYCHET et al, 1971,
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CUATRECASAS, 1972; KAHN, 1985, VIRKAMAK], UEKI, KAHN, 1999) A
associagdo da insulina com seu receptor, isto &, a formagdo do complexo horménio-

receptor, representa a interagéo inicial do horménio com a célula alvo (FREYCHET, 1971).

O receptor de insulina ¢ uma glicoproteina heterotetramérica constituida por 2
subunidades o e duas subunidades B ligadas entre si por pomtes dissulfeto, formando uma
estrutura -o-a-f (CZECH, 1985). A subunidade B do receptor de insulina ¢ uma proteina
com atividade quinase capaz de catalisar, apos o estimulo insulinico, a transferéncia de
grupos fosfato do ATP para tirosinas de outras proteinas intracelulares ou para st proprio,
fendmeno este chamado de autofosforilagio (KASUGA et al, 1982). A atividade tirosina
quinase do receptor ¢ inicialmente estimulada pela ligagdo da insulina e depois
grandemente aumentada pela autofosforilagio e aparentemente ¢ inibida pela subunidade
alfa desocupada (WHITE & KHAN, 1994). Existem consideraveis evidéncias de gue a
atividade tirosina quinase ¢ essencial para a sinalizacdo insulinica, e qualquer diminuico
da mesma ¢ acompanhada por perda na capacidade do receptor em sinalizar os efeitos

metabolicos e de crescimento (EBINA et al, 1987).

O IRS-1 € um dos importantes substratos de receptor de insulina e transmite varios
sinais. E considerado também um importante substrato intracelular para IGF - 1 (insulin-
like growth factor -1), horménio de crescimento e varias interleucinas e interferons
(ARAKI et al, 1997). Sabe-se ainda que o IRS-1 esta presente em todos os tecidos que sdo
sensiveis a insulina ou ao IGF-1, incluindo sitios responsaveis pela produciio de glicose,
depuragdo de glicose e secregdo da célula f§ pancreatica. Ao servir como um “multi-sitio”,

com varios sitios de fosforilagdo em tirosina na sua seqiéneia, o IRS-1 funciona como



aceptor para varios sinais protéicos com a finalidade de obter uma variedade de diferentes
funcdes celulares que sdo reguladas pela insulina (SIGAL, 1996). Apéds estimulacdo pela
insulina, o IRS-1 sofre auto-fosforilagdo sobre os residuos de tirosina, os quais por sua vez
estimulam a atividade do receptor tirosinaquinase em direcdo a outros substratos (ARAKI

et al, 1997).

Os substratos do receptor de insulina (IRSs), sdo proteinas citoplasmaticas
estruturalmente divididas em duas regides, as quais determinam sua especificidade. A
por¢do SH2 (Src homology 2, "counterpart of viral src”), parte importante da estrutura de
algumas proteinas citoplasmaticas, caracteriza-se por sua capacidade de interagir, atraves
de alta afinidade, com as sequéncias tirosina-fosforiladas de receptores e outras

fosfoproteinas (ANDERSON et al, 1990; KOCH et al, 1991; MCGLADE et al, 1992),

Os defeitos genéticos em um ou mais degraus na agdo celular da insulina e 1GF-1
podem envolver as vias bioquimicas de tecidos que regulam a secregdo insulinica, a
produgdo de glicose hepatica e de tecidos extra-hepiticos que produzam ou extraiam
glicose (ALMIND et al, 1993). Abe et al (1998) descreveram que a resisténcia a insulina
induzida pela deficiéncia de IRS-1 conduz a um aumento da pressdo arterial e dos niveis
plasmaticos de triglicérides, implicando num envolvimento da resisténcia a insulina em

ambos os fatores de risco coronariano (ALMIND et al, 1993).

Um polimorfismo no gene do /RS-, com substituigio de glicina (GGG) por
arginina (AGG) no cdodon 972 tem sido demonstrado mais fregiientemente em pacientes
com diabetes mellitus tipo 2 do que em pacientes controle e talvez contribua para

resisténcia 2 insulina (KREMPLER, 1998). Tal polimorfismo ocorre perto de um residuo de
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fostorilagdo da tirosina (o codon 987) que, apés estimulacio da insulina, se liga na unidade
regulatoria do PI-3. Assim, a alteracio conformacional e de carga produzida pelo
polimorfismo em 972 serviria como potencial fator de anormalidade no transporte da
glicose e, segundo sugerem experimentos em adipocitos de rato, também na atividade

antilipolitica da insulina (WHITE, 1994; OKADA, 1994).

Alguns estudos tem identificado a substituigdo da glicina pela arginina no codon
972 no gene /RS-1 como associado com acdo da insulina prejudicada (BARONI et al,
2001). Estudos in vitro tem mostrado que esta mutagdo esta associada com uma redugdo
substancial na atividade PI3-Kinase insulina-estimulada e na juncdo da sub unidade

regulatoria P85 da PI3-Kinase para /RS-/ (BARONI et al, 2001).

Em animais transgénicos, a deficiéncia de IRS-1 foi associada com resisténcia a
insulina e ratos com mutagdes nulas em ambos receptores de insulina e genes do /RS-7 se
tornam resistentes a insulina e desenvolvem hiperplasia célula p compensatoria (BARONI
et al,2001). Um trabalho relata uma reducio de 50% na sensibilidade & insulina em obesos
com a mutacdo G972R do gene /RS-/ (CLAUSEN et al,1995). Em adicdo, encontrou-se
que esta mesma mutagdo estava associada com um aumento no risco significativo para

DAC, particularmente em individuos obesos (BARONI et al, 1999).

Embora esses achados sugiram fortemente uma interagdo entre esta mutacio G972R
do gene /RS-1 e obesidade, nenhum estudo tem avaliado os possiveis efeitos na variagio
deste gene no desenvolvimento da obesidade, particularmente obesidade visceral com

resisténcia & insulina. Além disso, os efeitos das formas polimérficas ou mutadas do /RS-/
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na obesidade associada a resisténcia a insulina ainda sdo pouco compreendidos. (BARONI

ET AL, 2001)



OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar a relacdo da obesidade com a mutagido PROI1SGLN do gene PPARy2 e

com o polimorfismo no codon 972 do gene /RS-1.

2. 2. Objetivos Especificos

Comparar as caracteristicas antropomeétricas, metabolicas e hemodinimicas de
individuos eutroficos, obesos moderados e obesos morbidos de ambos 0s sexos, na

populagioe do estudo.

Verificar a prevaléncia do mutante Prol15GlIn do gene PPARy2 na populagio do

estudo.

Verificar a prevaléncia do polimorfismo no cédon 972 do gene /RS- na populagio

do estudo.

Verificar uma possivel associagdo entre a presenca do mutante Proll5GIn do
PPARy2 e os pardmetros antropométricos, hemodindmicos e as variavels

metabolicas estudadas na populagdo do estudo.

Verificar uma possivel associagio entre a presenca do polimorfismo no coédon 972
do IRS-!/ e os parametros antropométricos, hemodindmicos e as varidvels

metabolicas estudadas na populagio do estudo.



MATERIAIS E METODOS
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3. Materiais ¢ Métodos

Este estudo fol desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular do Céncer e na

Unidade Metabolica do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas.
3.1. Casuistica

Os voluntarios foram selecionados de acordo com o IMC, utilizando a
recomendagdo da Organizacio Mundial de Sande (WHO, 1998) para a classificacdo do
estado nutricional. Neste estudo foram considerados individuos eutréficos aqueles que
possuiam um IMC entre 18,5 e 24,9 ke/m?; individuos com IMC maior ou igual a 25 e
menor ou igual a 39,9 kg/m® foram denominados obesos moderados ¢ aqueles com IMC

maior ou igual a 40 kg/m® foram denominados de obesos morbidos.

A casuistica alcangada neste estudo estd representada na tabela 1. Os individuos
obesos foram selecionados nos Ambulatorios de Medicina Interna e de Cirurgia da
Obesidade no Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A populagio estudada foi informada dos
objetivos e dos procedimentos referentes ao trabalho e todos aqueles aceitaram participar
desta pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Informado conforme determinado

pelo Comité de Ftica da FCM/UNICAMP, o qual aprovou o presente projeto.

Os critérios de exclusfo, tanto para os pacientes obesos como para os individuos
eutroficos foram a presenca de: doenga cardiovascular, hipertensdo arterial com ou sem uso
de medicamento, hipotiroidismo ou hipertiroidismo, diabetes meffitus, neoplasias, gravidez,

intolerdncia aos carboidratos, quadros infecciosos, doengas cronico-degenerativas referidas
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pelos pacientes ¢/ou confirmadas nos seus prontuarios. Foram excluidos posteriormente
aqueles individuos que, embora sem antecedente prévio ou fator de risco, tenham
demonstrado Teste de Tolerdncia a Glicose compativel com diabetes mellitus tipo 2 durante

nosso projeto.

Tabela 1. Casuistica.

iMC Estudo Metabdlico Estudo N
(Kg/m?) Completo (EMC) Metabolico Total
Parcial (EMP)
Obesos Mdrbidos =40 7 20 27
Obesos >25e<40 7 30 37
Moderados
Eutroficos =2185e<25 22 45 67

3.1.1. Subgrupos de Estudo

Como demonstrado na tabela 1 o grupo de estude foi subdividido em: estudo

metabdlico completo (EMC) e estudo metabolico parcial (EMP).

O subgrupo EMC realizou uma avaliagio metabdlica que incluin clamp
euglicémico-hiperinsulinémico ¢ Teste Oral de Tolerdncia a Glicose (TOTG). Esses

individuos ja estavam sendo acompanhados na Unidade Metabdlica do Departamento de
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Clinica Médica da FCM/UNICAMP pela equipe da Prof® Dr” Elza O A Muscelli Berardi,

participando de outros protocolos de pesquisa.

Os individuos do subgrupo EMP nfo realizaram clamp euglicémico-

hiperinsulinémico nem ¢ TOTG.
3.2. Métodos
3.2.1. Estudo metabélico

Os individuos do subgrupo EMC compareceram em duas ocasides separadas na
Unidade Metabolica FCM/UNICAMP, n3o havendo internagdo hospitalar em nenhuma
delas. No primeiro dia, foram submetidos ao TOTG e no segundo ao clamp euglicémico-

hiperinsulinémico, havendo um intervalo minimo de sete dias entre os dois estudos.

¢ TOTG: neste teste os individuos realizaram jejum noturno de 12 horas mantendo
ingestdo livre de &gua. O teste fol realizado em ambiente tranqgiilo com temperatura
controlada ao redor de 20 a 25°C. A ingestio de glicose foi antecedida por um periodo de
120 minutos, que se denominou de periodo basal (tempo 0 ou TO). Apds a ingestio de 75
gramas de glicose, seguiu-se ¢ periodo experimental de 120 minutos de duragio. Foram

coletadas amostras de sangue nos tempos —120°, -30°, 0°, 307, 607 e 120’ relativos a

ingestio de glicose (T0).

e Clamp eugclicémico hiperinsulinémico (CLP): utilizou-se uma infusdo de 40ul)

insulina/m® de superficie corporal com dura¢io de 120 min, seguindo a técnica de
DeFronzo (De FRONZO, 1979). Os pacientes foram orientados a comparecer a Unidade

Metabolica em jejumn de alimentos por um periodo de 12h, com livre ingestio de dgua.



Foram realizadas duas pungdes venosas utilizando-se cateter de teflon agulhado do
tipo abocath nimero 20 ou 22. O primeiro cateter foi colocado em antebrago, na fossa
cubital, em posicdo convencional para infusdes e conectada a um sistema de trés vias. O
outro foi colocado no punho, em posi¢o retrograda, para coleta de todas as amostras de
sangue. As amostras foram coletadas desprezando os 2 primeiros mililitros, por estarem
diluidos com solugéo de heparina. A mio foi mantida durante todo o periodo em caixa
térmica com temperatura entre 50 ¢ 60°C para “arterializagdo” do sangue venoso. Um

periodo basal de 120 minutos precedeu o CLP.

Considerou-se tempo zero do periodo experimental aquele do inicio da infusio
concomitante de insulina e glicose. A dose calculada de insulina foi diluida numa solugio
de 47ml de soro fisiologico a 0,9% e 3 mL de sangue do préprio paciente, com objetivo de
evitar adesdo do hormdnio & parede da seringa. Usou-se uma bomba de infusdo volumétrica
3M modelo 600 para seringas de 60 ml. No periodo de 1 a 4 min, a velocidade de infusdo
da insulina propiciava um aporte de 4mU/Kg/min e de 4 a 7 minutos o aporte era de
2mU/Kg/min. A partir deste momento, a velocidade de infusdo era constante para injetar 1
miliunidade de insulina/quilograma de peso corporal por minuto até 120 minutos. Na outra
via, foi infundida glicose a 10%, utilizando uma bomba de infusdo volumétrica 3M modelo
AVI-270. A velocidade de infusdo foi calculada e ajustada de acordo com dosagens
seriadas da glicemia, em intervalos de 5 minutos. Desta maneira, alterava-se a infusdo de
glicose para ndo ocorrer variagdes maiores que 10% (para mais ou para menos), relativas a

glicemia basal do individuo.
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e Avaliacio da Composicio Corporal: a avaliagdio da composigdo corporal foi
realizada através da Impedinciometria (BIA) (FULCHER, 1991), utilizando
impedanciémetro da marca Biodynamics modelo 310. Os pacientes foram orientados a: ndo
consumir bebida alcodlica, cha, café e chocolate e ndo reahizar atividade fisica intensa 24

horas antes do exame.

* Avaliacio da Taxa Metabdlica: a estimativa da taxa metabdlica foi feita através de

calorimetria indireta (FERRANNINI, 1988) realizada em condi¢es basais, utilizando
calorimetro da Marca SensorMedics, modelo VMax29n, acoplado a uma canopy, durante
cerca de 30 minutos no periodo basal. No decorrer do exame, os pacientes deveriam
permanecer em siléncio e acordados para evitar alteragbes respiratomas. Neste
procedimento, avaliou-se o consumo de oxigénio (O2) e a eliminagdo de gis carbdnico
(CO2), através de medidas a cada minuto do O; e CO; inspirados e expirados, em litros por

minuto e do volume de ar comrente.

e Variaveis Metabdlicas: Colesterol Total, HDL - colesterol, LDL — colesterol,

Triglicérides, Acido Urico, Glicemia e Insulina de jejum.

Os individuos do subgrupo EMP compareceram & Unidade Metabdlica para realizar

0s seguintes exames:

» Avaliacio da Composicdo Corporal atraveés da BIA

» Avaliacdo da Taxa Metabolica através de calorimetria indireta

e Variaveis Metabolicas: Colesterol e Fragdes, Acido Urico, Glicemia e Insulina em

jejum.



3.2.2. Métodos laboratoriais usados na caracterizacio metabdlica

As amostras de sangue foram centrifugadas a 4°C, Centrifuge 5804R, marca
Eppendorf, a 2000-3000 rpm, por 1015 minutos, divididas em aliquotas e armazenadas

em freezer ~20°C até o dia da dosagem.

Glicose plasmatica: foi dosada em triplicata por técnica de oxidagdo de glicose em
equipamento automatizado, glucose analyser (Beckman, Fullerton, CA) modelo 6517, Os
individuos foram classificados de acordo com os critérios da American Diabetes
Association, 1997 para glicemia de jejum: normal: < 110 mg/dL; glicemia de jejum
alterada: = 110 mg/dL. a < 126 mg/dL; diabetes: > 126 mg/dL.

Concentracdo de insuling no plasma: foi medida por radioimunoinsaio usando kits
especificos (Linco Research Inc). Este Kit tem reagdio cruzada com a pro-insulina menor
que 2%. Niveis de insulina normal de jejum variam de 5 a 10uU/mlL. Nesta populacgdo

utilizamos valores de P90,

Colesterol sérico: foi medido por método enzimatico, realizado em equipamento

automatizado Cobas Mira Plus Roche, com o Kit para dosagem COLESTAT, marca

Wiener (Argentina).

HOMA IR: para avaliar a sensibilidade : (I0 * GO) / 22,5, (MATTHEWS et al,

1985)

Onde: 10= insulinemia de jejum, mg/d! e I0= glicemia de jejum, pU/mL
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HDIL. colesterol sérico: foi medido por meétodo enzimatico AA, realizado em

equipamento automatizado Cobas Mira Plus Roche, com o Kit para dosagem HDL

Colesterol Reactivo Precipitante, marca Wiener (Argentina).

Triglicérides: foram medidos por método enzimatico, com o Kit TG COLOR, marca

Wiener, em espectofotdmetro marca Spectronic Instruments, modelo Genesys 5 (USA).

Para o perfil lipidico foram considerados os valores recomendados pelo NCEP em
1993. Os individuos foram considerados portadores de hipercolesterolemia quando o
colesterol total fot > 170 mg/dL para aqueles com idade até 19 anos e = 200 mg/dL para
maiores de 20 anos de idade; portadores de hipertriglicerideruia quando os triglicérides

fossem > 130 mg/dL para menores de 19 anos e > 140 mg/dl. para masores de 20 anos.

Os valores recomendados para LDL e HDL sdo:

2 a 19 anos adultos
Colesterol - LDL <110 mg/dL <130 mg/dL
Colesterol - HDL > 40 mg/dL > 50 mg/ dL

Acido Urico: utilizou-se método enzimatico AA no equipamento Cobas Mira Plus
Roche com o Kit para dosagem URICOSTAT enzimatico, Wiener. Os valores de

normalidade de acordo com o Kit foram: homens 2.5 — 6 mg/dl; mulheres: 2 — 5 mg/dl
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3.2.3. Medidas Antropométricas

A descriglo da padronizagio de medidas antropométricas compreendeu os seguintes

passos:

Mensuragdo de peso: foi realizada através de uma balanca marca Welmy com

divisdo de 100g, com os individuos vestindo roupas leves e sem sapatos.

Altura: foi medida utilizando estadibmetro conectado 2 balanga com divisio de 1

mm. O individuo estava sem sapatos, de costas para o estadidmetro.

Circunferéncia da cintura: foi medida na menor circunferéncia entre a ultima costela

e a crista iliaca, ao final da expiracfio, com fita métrica inelastica.

Circunferéncia do quadril: foi determinada em sua circunferéncia maxima, incluindo

a extensdo maxima das nadegas, com fita métrica inelastica.

IMC: foi calculado pela divisio do peso, em quilos, pela altura, em metros, ao

quadrado.
3.2.4. Medidas Hemodinimicas

Pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca: foram medidas apos o exame da calorimetria
indireta com o paciente deitado e em repouso por pelo menos 30 minutos apos o exame.
Utilizou-se um esfigmomanémetro de mercurio padrio, sendo considerados o primeiro € os
ultimos sons de Korotkof para a pressio sistolica ¢ a diastolica, respectivamente. Para os
pacientes obesos, as medidas da pressio foram realizadas com aparelho adequado ao

diametro do brago. Pressdo arterial elevada foi definida como pressdo sistolica maior que
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140 mmHg e/ou pressdo diastolica maior que 90 mmHg, de acordo com o VI INC (SHEPS

et al, 1998).

Todos os individuos responderam um questionario com o objetivo de obter os
seguintes dados: antecedentes pessoais e familiares de diabetes mellirus, hipertensdo arterial
sistémica, dislipidemia, cardiopatias ou outras patologias; presenca e freqiiéncia de

tabagismo, etilismo, uso de medicamentos, numero de dietas seguidas.
3.2.5. Estudo Genético

A amostra de sangue foi coletada em tubo com EDTA, processada imediatamente e
armazenada no Laboratoério de Genética Molecular do Cancer (GEMOCA) da
FCM/UNICAMP. Foi realizado isolamento do DNA genémico de leucocitos periféricos e a
extragdo do DNA seguiu os procedimentos usados na rotina do laboratorio GEMOCA,

resumida abaixo.

A extragio de sangue periférico foi iniciada pela lise de hemacias, utilizando
tampao de lise de hemdcias e posterior lise de leucocitos com respectivo tampéo de lise de
leucocitos e SDS seguindo-se incubagdo a 37 C durante 30 minutos. A tabela 2 detalha os

reagentes utilizados na extracio de DNA de sangue periférico.
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Tabela 2. Reagentes usados na extraciio de DNA de sangue periférico.

Reagentes Concentragido
Tampao de Lise de Hemaceas NaCl (10 mM)
MgClz (5 mM)

Tris HC1 10 mM pH 7.5
Tampéo de Lise de Leucocitos NaCl {5 N)
EDTA (0,2 M)

Tris HC1 (10 mM) Uréia , pH 7,5

SDS 20%

Fenol Saturado com Tris Fenol , Tris (10 mM , pH 8,0)
Cloroformio Alcool-Isoamilico o241

Acetato de Sodio 3IM

Etanol 100 %

Etanol 70 %

TE Tris (10 mM) , EDTA (1 mM)

Os produtos de extragdo obtidos pelos procedimentos de extracio foram avaliados e
quantificados com o auxilio de espectofotometria e em gel de agarose a 0,8 % como mostra

a figura 1.

70



Figura 1. Gel de agarose a 0,8% de amostras de DNA extraidas de sangue

periférico.

PPARy2

O DNA obtido foi amplificado pela reagio em cadeia da polimerase (PCR) para a
regido que flanqueia a seqiiéncia contendo o sitio de fosforilagio da serina do PPARy2.
Usando um primer sense em que se acrescentavam 3 bases de pares, gerou-se uma mutagio
acima do local da substitui¢dio da prolina na posigo 115 da seqiiéncia do PPARy2, onde se
inseriu um sitio para restri¢do enzimatica pela HincIl (RISTOW, 1998). A reagdo de PCR
foi feita utilizando um termociclador da marca Progene. Os reagentes utilizados nesta PCR
estdo descritos na tabela 3 e suas condigGes estdo listadas na tabela 5. Os primers usados
estdo descritos na Tabela 4. Os produtos obtidos na reagdo de amplificagio por PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%. Aliquotas de 8 pl do produto das reagdes
de PCR foram misturadas com 2 pl de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,25%;
sacarose 40%) e aplicadas no gel de agarose a 2%. Apos a migragio o gel foi tratado com
brometo de etideo (8mg/dL) e a visualiza¢do foi feita sob iluminac¢do ultra - violeta.

Utilizou-se um marcador de peso molecular (Ladder 100 bp) para a calibragdo da reacio.
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Os resultados da amplificagdo foram visualizados excitando o brometo de etideo
incorporado ao DNA com luz ultra-violeta, sendo fotografados e arquivados através de um
sistema Kodak de visualiza¢do e fotografia. O produto de PCR foi entdo submetido a uma
enzima de restrigio Hinc II utilizando-se 0,5 pl da enzima, 5,0 pl de tampdo e 12,0 pl do
produto de PCR. Os produtos resultantes foram visualizados em gel de agarose 3,5%
tratado com brometo de etideo, sendo que os fragmentos digeridos pela enzima foram de
129 bp para individuos ndo portadores; 104 bp e 25 bp para portadores do polimorfismo em

homozigose.
IRS-1

O gene IRS-I também foi amplificado por PCR. Os reagentes utilizados estdo
listados na tabela 3 e suas condi¢Bes descritas na tabela 5. Os primers usados estdo
descritos na Tabela 4. O produto desta PCR foi submetido a uma enzima de restri¢gio mVal,
a qual reconhece a seqiiéncia correspondente para a substituigio GGG (glicina) por AGG
(arginina) no codon 972. Nesta reagdo enzimatica utilizou-se 1,0 pl da enzima mVal, 1,9 pl
de tampdo e 16,1 ul de PCR . Os produtos resultantes foram visualizados em gel de
agarose 3,5% tratado com brometo de etideo, sendo que os fragmentos digeridos pela

enzima foram de 23, 81 e 158bp para individuos ndo portadores e 23, 81, 158, 107 e S1bp

para portadores do polimorfismo em heterozigose (HITMAN et al, 1995).
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Tabela 3. Reagentes usados na reacio de PCR para PPARy2 e IRS-1.

Reagentes Concentracdo PPARy?2 Concentracdo /RS-1

10 X PCR Buffer KCI (25 mM) KCI (25 mM)

Tris HC1 (10 mM) PH 8,4  Tris HCI (10 mM) PH 8.4

MgCl, 1,5 Mm 1,5 mM
dAtp, dCtp, dGtp, dTtp 0,1 mM 0,1 mM
Primer sense 10uM 10uM
Primer anti sense 10uM 10uM
Taqg DNA  Polymerase 3U 5U

DNA genbmico 2-3 ng 2-3 ng

Tabela 4. Primers - PPARy2 e IRS-1.

Primer Seqiiéncia

PPARy2 s 5 ° TGC AAT CAA AGT GGA GCC TGC ATG TC 3’
as 5 CAG AAG CTT TAT CTCCAC AGAC 3’
IRS-1 s5° CTT CTG TCA GGT GTC CATCC 3’

As 5 ‘TGG CGA GGT GTC CACGTAGC 3

s — fita sense as — fita antisense



Tabela S. Condi¢des utilizadas para amplificacio da reacio de PCR para PPARy2 e

IRS-1.
Temperatura Tempo Nuamero de Ciclos
94 C 5 minutos (/RS-1) 1
3 minutos (PPARy?2)
94 C 1 minuto (IRS-1) 1
3 minutos (PPARY2)
60,5 C (IRS-1) 45 segundos (IRS-1) 35
61" C (PPARY2) 45 segundos (PPARy2)
72°C 1 minuto 1
72°C 7 minutos (IRS-1) 1
10 minutos (PPARy2)

3.3. Metodologia Estatistica

Todas as informagdes obtidas e os resultados foram digitados em banco de dados,
utilizando-se o programa Excel. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa Statistical Analysis System (SAS) for Windows, versdo 8.2. SAS Institute Inc,

1999-2001, Cary, NC, USA.
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Para a comparagdo dos resultados entre os sexos masculino e feminino utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A comparagdo entre os grupos eutroficos, obesos
moderados e obesos morbidos foi feita pela analise Anova-Fatorial. Para verificar a
diferenga de distribui¢@o de freqiéncia das variaveis categoricas entre grupos foram feitas
tabelas de contingéncia e utilizados os testes de associagdo do Qui-quadrado (X?) ou teste

de Fisher quando indicado.



RESULTADOS
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4. Resultados
4.1. Caracteristicas da populacio de estudo.
Serdo apresentados separadamente as caracteristicas do:

Grupo Total — engloba todos os individuos analisados independente de haverem realizado
estudo metabolico completo ou parcial. Permite comparagio dos parimetros

antropomeétricos, hemodindmicos e bioquimicos entre os sexos.

Subgrupos de estudo — estudo metabolico parcial e completo. Permite comparagio dos
pardmetros antropomeétricos, hemodindmicos e bioquimicos entre os grupos eutrdfico e

obeso.
4.1.1. Descri¢iio das variaveis do grupo total.

A classifica¢@o do estado nutricional da populagio estudada foi feita através das
recomendacbes da OMS e posteriormente subdividida por sexo. As caracteristicas
antropométricas, hemodindmicas e metabolicas de acordo com os sexos estdo demonstradas
na Tabela 6 onde também apresentamos o resultado da comparagéo estatistica entre homens

e mulheres .

Nota-se que a amostra possui na sua maioria individuos do sexo feminino (n=91),
0 que corresponde a caracteristica dos pacientes que freqiilentam os Ambulatérios de

Medicina Interna e de Cirurgia da Obesidade no Hospital das Clinicas da UNICAMP.

A idade da populagdo variou de 18 a 67 anos, sendo a média de 29,2 + 1,7 anos
para o sexo masculino e de 32,9 + 1,2 anos para o feminino (p=0,03 — teste Mann

Whitney).
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Apesar de apresentarem diferenca estatistica de peso e altura, nio houve diferenca
no IMC de homens e mulheres. A distribuigdo da gordura avaliada pela circunferéncia da
cintura e a relagdo cintura-quadril apresentou valores mais elevados para o sexo masculino
(p=0,04 e p=0,0001 respectivamente). O sexo feminino apresentou um maior valor do
HDL-colesterol (p=0,03), enquanto que o sexo masculino um maior valor de 4cido tirico

(p<0,0001).
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TABELA 6 . CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS, HEMODINAMICAS E
METABOLICAS DE ACORDO COM OS SEXOS.

Variaveis Sexo Masculino Sexo Feminino P#
(n = 40) (n=91)

Idade (anos) 202+ 1,7 32912 0,03
Peso (kg) 923+ 58 772+ 3.4 0,0006
Altura (cm) 1747+ 1,0 161,2+ 0,7 < 0,001
IMC (kg/m®) 30,3+ 1,+97 29,7+ 1,27 ns
Cintura (cm) 99,6 + 4,42 91,3+ 2,55 0,04
Relagdo cintura quadril 0,88 + 0,01 0,82+ 0,01 0,0001
Pressdo arterial sistolica (mmHg) 120+ 1,52 120+ 1,61 ns
Pressdo arterial diastélica 79+ 1,0 79+ 1,14 ns
(mmHg)
Freqiiéncia cardiaca (bpm) 71,9+ 1,41 742 + 0,74 ns
Colesterol total (mg/dL) 172 +7 182 + 3 ns
Colesterol HDL{mg/dL) 41+ 2 47+ 1 0,03
Colesterol LDL{mg/dL) 113+ 6 114+ 3 ns
Triglicérides (mg/dL) 102+ 8 98+ 5 ns
Acido urico (mg/dL) 7+ 02 5+ 0,1 <0,0001
Glicemia (mg/dL) 86,6+ 2,27 85,1+ 1,49 ns
Insulina (pmol/l) 18,22+ 1,77 17,6 £ 1,0 ns
HOMA IR 41+ 05 3,8+ 0,3 ns
HOMA B 1,1+ 21 10+ 0,8 ns

p # - valores de p para masculino vs feminino; p< 0,035 entre eutroficos e obesos definidos
por IMC e classificados por sexo. Analise Mann - Whitney.
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O percentual de gordura analisado pela BIA apresentou valores de percentagem de
gordura maior para o sexo feminino do que para o sexo masculino (30,4+1,12 e 19,2+1,89
respectivamente; p<0,0001) e menores valores de massa magra em Kg (50,4£1,34 ¢ 69,8+2,33)
para o sexo feminino e masculino, respectivamente (p< 0,0001). A figura 2 demonstra a

distribui¢fio do percentual de gordura e de massa magra avaliados pela BIA em ambos os sexos.

Figura 2: Percentual de gordura entre os sexos.

¥ Feminino
= Masculino

% Gordura Massa Magra

O estado nutricional de toda nossa populacio de estudo estd representado na

Figura 3.
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Figura 3. Distribui¢io da populacio estudada de acordo com o estado

nutricional.

27

37

7 Eutréficos @ Obesos Moderados = Obesos Mérbidos

Apresentamos na Tabela 7 as caracteristicas antropomeétricas, hemodindmicas e metabdlicas

da populagio estudada classificada de acordo com seu estado nutricional.
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Tabela 7. Caracteristicas antropométricas, hemodinamicas e metabolicas entre
eutréficos, obesos moderades (Ob. Mod.) e obesos morbidos (Ob. Mor).

Variaveis Eutroficos Ob. Mod. Ob. Mor P
(n=67) (n=37) (n=27)

Idade (anos)’ 265+ 10 39 20 35 £+ 1,8 <0,001
Peso (kg) 60,5+ 1,14 78,6 + 225 1392+ 57 <0,001
Altura (cm)’ 167+ 10 161 £ 14 165+ 1,71 0,0018
IMC (kg/m?) 215+ 02 30 £ 066 50,6+ 1,72 <0,001
Cintura (cm) 76 + 0,94 96 + 1,76 134+ 3,49 <0,001
Relagdo cintura quadril 0,79 + 0,008 0,86 + 0,014 0,91+ 0,016 0,0001
PA sistolica (mm Hg) 1138+ 1,0 1202 + 1,69 1343+ 3,0 <0,001
PA diastolica (mm Hg) 75+ 089 78,8+ 097 88% 232 <000l
Frequiéncia cardiaca (bpm)°® 72+ 0,9 73,7 + 12 77,1+ 1,19 0,003

Colesterol total (mg/dL)" 173+43 191 +55 178f 64 001

Colesterol HDL (mg/dL) 49+ 156 44 £ 1,76 36+ 1,58 <0001
Colesterol LDL (mg/dL)" 108+4,16 123 + 415 116+ 588 0,02

Triglicérides (mg/dL)® 86 + 5,48 102+ 7,2 125+ 72 <003

Acido trico (mg/dL)’ 5+ 018 54 +023 69+031 <0000l
Glicemia (mg/dL)* 80+ 182 91,9+ 1,8  91+20 <0003
Tnsulina (pmol/1) 124+ 049 177+ 10  31%26 <0001
HOMA IR 249+ 0,12 4+ 031 69+ 0,61 <0,001
HOMAB*® 13+ 1,33 92+ 1,28 5+ 0,68 0,006

p # Analise Anova-Fatorial. a) p< 0,0001 Eutréficos vs Ob. Mod. ¢ vs Ob. Mor.; b) p=0,0018
Eutréficos vs Ob. Mod; ¢) p=0,003 Eutréficos vs Ob. Mor.; d) p< 0,0001 Eutroficos vs 0Ob. Mod. ¢
p=0,0003 Eutroficos vs Ob. Mor.; e) p< 0,0006 Eutroficos vs Ob. Mor.; f) p=0,01 Eutréficos vs Ob.
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Mod.; g) p< 0,03 Eutréficos vs Ob. Mod. e Ob. Mod. vs Ob. Mor ; h) p= 0,02 Eutroficos vs Ob.
Mod.; 1) p< 0,0001 Eutroficos vs Ob. Mor. e Ob. Mod. vs Ob. Mor.

Nota-se que novamente houve uma diferenca estatistica entre oS grupos
(Eutrdficos, Obesos Moderados e Obesos Morbidos) em relagdo a idade. Mesmo agrupando
o grupo dos obesos em uma Unica categoria, essa diferenca de idade ainda se mantinha ja
que nossos controles eutroficos provinham principalmente de alunos e colegas de servigo
enquanto que a populagdo obesa predominante era de pacientes do HC/UNICAMP onde

sdo raros os obesos jovens.

Em relagdo a distribui¢io da gordura, tanto a circunferéncia da cintura como a
relagdo cintura — quadril estavam aumentadas nos obesos (p<0,001: circunferéncia cintura e
p= 0,0001 : relagdo cintura - quadril). Em relagdo ao percentual de gordura e o valor da
massa magra em Kg, os eutroficos apresentaram um % de gordura ao redor de 18,1 + 0,87,
bem inferior aos obesos moderados (30,5 = 1,2 %) e aos obesos mérbidos (43,7 £ 0,97 %).
Os valores de massa magra também foram inferiores para os eutréficos (49,5 = 1,3 Kg) em
relagdo aos obesos moderados (54,1 = 2 Kg) e as obesos moérbidos (76,3 £ 3 Kg) sendo
proporcional ao peso e para sustentagdo do peso corpéreo. A figura 4 ilustra os resultados

da composigdo corporal segundo o estado nutricional pela BIA.



Figura 4: Composi¢io corporal segundo o estado nutricional pela BIA.
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Em relagio ao gasto energético basal, mostramos na figura 5 uma comparagdo
entre os individuos eutréficos, obesos moderados e obesos morbidos. O gasto energetico
avaliado pela calorimetria indireta (CI) foi diferente entre os eutroficos, obesos moderados

e obesos morbidos (p<0,0001 — Anova-Fatorial).
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Figura 5: Gasto energético basal — calorimetria indireta - estado nutricional.
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A figura 6 demonstra esse gasto energético basal em relagdo 4 massa magra por
quilo de peso. Quando comparamos o gasto energético total dos grupos divididos enquanto
a massa magra, observamos que no ha uma diferenga no gasto energético. Através da
analise Anova-Fatorial obtivemos valores de p=0,47 quando comparamos eutroficos e
obesos moderados; p=0,93 para eutroficos versos obesos morbidos e p=0,61 para obesos

moderados versos obesos morbidos.

Comparando o gasto energético basal pela CI em relagdo ao peso corpdreo em
quilos, verifica-se que ha uma diferenca estatistica entre esse gasto entre eutroficos, obesos

moderados e obesos mérbidos (p< 0,0001).



Figura 6: Gasto energético basal em relagio a massa magra e por peso

corpéreo em quilos — Calorimetria Indireta.

40-

30+

20

10

Eutroficos Ob Moderados Ob Mbrbidos

| GEB /MM = GEB / Kg

Em relagdo aos pardmetros hemodindmicos, tanto a pressao arterial diastolica
quanto a sistolica e a freqiéncia cardiaca eram mais elevadas nos obesos do que nos

eutroficos (p< 0,001,p< 0,001 e p=0,003, respectivamente).

Entre as variaveis metabolicas, o perfil lipidico mostrou que os obesos possuiam
niveis mais elevados de colesterol total e LDL - colesterol (p=0,01 e p=0,02,
respectivamente). Em relagdo ao HDL-colesterol houve diferenga estatistica entre
eutroficos, obesos moderados e obesos morbidos, sendo que os obesos morbidos eram 0
que apresentavam um pior valor de HDL-colesterol. Os valores de triglicérides também

eram mais elevados nos obesos (p<0,03). O 4cido Grico era mais elevado mais elevado nos

86



obesos, com um valor de p<0,0001 entre magros e obesos morbidos e 0 mesmo para obesos

moderados versos obesos morbidos.
A figura 7 demonstra a amplificagio por PCR para o gene PPARy2.

Figura 7. Gel de agarose a 2% para amplificagdo do gene PPARy2.

Na coluna 1 temos um marcador de peso molecular de 100 pares de bases (bp)
usado para a calibragdo da reagdo. Nas demais colunas, ha a amplificagdo do gene PPARy2
(129 bp) para a regidio que flanqueia a seqiiéncia contendo o sitio de fosforilagdo da serina

do PPARy2.

A figura 8 demonstra o resultado da amplificagio de PCR apos digestdo

enzimatica para verificagdo da presenga ou ndo da mutagdo para o gene PPARy2.
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Figura 8. Amplificacio des produtos de PCR apés digestdo enzimitica -

PPARy2.

104 pb

25 pb

Observa-se a presenca de 2 bandas, indicativas da digestio nas colunas 2 e 3.

A figura 9 mostra uma reagdo de PCR exemplificando os resultados obtidos na
amplificagio do gene do IRS-I. Estes produtos de PCR foram submetidos a restrigio

enzimaticas, como exemplificamos através da Figura 10.

Figura 9. Amplificaciio do gene IRS-I — Gel de agarose 2%.

<«—  263pb
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Figura 10. Amplificacio do gene IRS-1 ap6s digestio enzimatica.

158 pb
107 pb
81 pb
51 pb

Do total de 131 casos submetidos a analise genéticas, apenas 5 (3,8%) individuos
possuiam a mutagdo no gene PPARy2, todos eles em homozigoze. Dentre estes 4
individuos, 2 eram eutroficos, 1 obeso moderado e 2 obesos morbidos. Em relagdo a
resisténcia insulinica, usando-se a HOMA IR, classificamos 1 destes 4 individuos como

HOMA IR P>90 e, portanto, resistente a insulina. Trata-se de um obeso morbido.

Quanto ao polimorfismo do gene IRS-1, a prevaléncia encontrada foi de 12 (9,1%)
casos, todos em heterozigose. Entre estes 12 individuos, 7 eram eutroficos, 3 obesos
moderados e 2 obesos morbidos. Novamente usando o valor HOMA IR em percentis,
encontramos apenas 1 individuo entre estes 12 que apresentava um valor de HOMA IR

acima do percentil 90 e era classificado como obeso mérbido.
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Nio encontramos qualquer relag@o entre o perfil genotipico para PPARy2 ou para
IRS-1 com o perfil bioquimico, hemodindmico ou os pardmetros antropométricos

estudados.

90



DISCUSSAO
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A obesidade ¢ uma doenga cronica grave associada a uma série de comorbidades.
Especificamente, os pacientes com excesso de peso estdo sujeitos a varios fatores de risco
cardiovascular, incluindo a resisténcia a insulina, diabetes mellifus tipo 2, hipertensdo
artenial e dislipidemia. Estudos prospectivos demonstram que a mortafidade; crescente
associada a obesidade €, em grande parte, devida a doencas cardiovasculares. O estudo de
Framingham (LISSNER et al, 1991) e outros demonstraram, em adultos, a forte associagio
de obesidade e doenga cardiovascular, Em uma analise dos dados do “US Cancer
Prevention Study II”, a mortalidade cardiovascular ao longe de 14 anos em mais de
360.000 adultos ndo-tabagistas e sem historico de doenga cardiaca aumentou de acordo
com o IMC tanto em homens quanto em mulheres (CALLE et al, 1999). Entre as mulheres
que nunca foram tabagistas incluidas no “Nurse’s Health Study”, outro grande estudo um
acompanhamento de 16 anos, as pacientes obesas apresentaram um risco quatro vezes
maior de Obito decorrente de uma doenga cardiovascular do que as mulheres mais magras

(MANSON et al, 1995).

Os efeitos nocivos para a satide dependem nao somente do acimulo excessivo de
tecido adiposo, mas também da composigdo corporal (WHO, 1997, GIROLAMI, 1996) e
da distribuigdo regional do tecido adiposo no corpo (GIROLAMI, 1996). Estima-se que a
cada 10% de aumento no peso corporal haja aproximadamente 20% de aumento na
incidéncia de doengas coronarianas (PEREIRA et al, 1999). A distribuicdo central da
gordura €, por si 6, um fator de risco para doengas cardiovasculares. Quando associada a
obesidade, a distribuigdo central da gordura agrava ainda mais este risco (KAHN, 1994;

KISSEBACH et al, 1982; LAPIDUS et al, 1984). No presente estudo, a distribuicio da



gordura avaliada pela circunferéncia da cintura e a relagdo cintura-quadril sugere que os
homens da populacdo examinada possuem acentuado risco de doengas cardiovasculares. O
percentual de gordura analisado pela BIA, entretanto, apresentou valores percentuais de
gordura mais elevados para o sexo feminino (p< 0,0001) que possui menores valores de
massa magra em Kg (p<0,0001). Também sabemos que as mulheres com maior
adiposidade abdominal demonstram um aumento de risco cardiovascular semelhante ao dos
homens (REXRODE, 1998). Varios autores tém demonstrado que a distribuicdo central de
gordura associa-se a uma piora no metabolismo de glicose e a doenga cardiovascular
(KISSEBACH et al, 1982; YAMASHITA et al, 1996), mesmo em mulheres magras

(REXRODE et al, 1998).

Em relag8o aos parametros hemodindmicos observados em nosso estudo, tanto a
pressdo arterial diastélica quanto a sistdlica eram mais elevadas entre os obesos (tabela 7),
o que era acompanhado pela freqiiéncia cardiaca. Essas observagdes corroboram as da
literatura mdicando que o0s fendmenos hemodindmicos relacionados ao excesso de peso
podem levar diretamente a repercussdes cardiovasculares como hipertrofia cardiaca,
arritmias e aumento do débito cardiaco (MESSERLI, 1982). Deve-se lembrar que ha
tambeém pesquisas demonstrando forte associagfo entre gordura abdominal e hipertensio
(BLAIR, 1984; WHITE, 1986), fechando o circulo vicioso que envolve o ganho de pesoe a

doenca cardiovascular.

Em relagdo aos pardmetros bioquimicos, observamos valores de HDL-colesterol
mais baixos entre ©s homens, mais uma vez acentuando o rtisco cardiovascular da

populagdo masculina estudada. A relacio entre ¢ HDL e a doenca coronariana

SO
i¥E)



aterosclerotica vem sendo investigada desde que, em 1951, Barr et al mostraram que elas
possuem relagdo inversa. Em 1975, Miller e Miller salientaram o possivel papel protetor da
HDL, mas foram principalmente os resultados de pesquisas prospectivas, com longo
acompanhamento de grandes amostras populacionais, que definiram seu valor prognéstico.
Em 1984, foi publicada a experiéncia adquirida com quatro grandes estudos norte-
americanos (“Framingham Study”, “Lipid Research Clinics Prevalence Mortality Follow —
up Study”, “Coronary Primary Prevention Trial” e “MRFIT”), estabelecendo
definitivamente HDL-colesterol como fator de risco independente para doenca
aterosclerotica coronariana, tanto para homens como para mulheres. Merece também ser
ressaltado que, segundo diferentes pesquisas, o risco aterogénico é potencializado quando
hé simultaneidade de baixos valores de HDL-colesterol e elevados de LDL-colesterol. Esse
fato foi bem evidenciado pela pesquisa realizada na cidade de Miinster, na Alemanha, que
concluiu 19.698 pessoas de ambos os sexos, entre 16 € 65 anos (GIANNINIL, 1998). O
perfil lipidico observado em nossa populacdo de sexo masculino é muito preocupante ja
que eles possuem baixos niveis de HDL e concomitantes niveis elevados de LDL-colesterol
(tabela 6). Quando analisamos a populagio obesa, estes fatores so ainda mais evidentes. O
perfil lipidico desfavoravel, juntamente com niveis séricos elevados de triglicérides,
colesterol total ¢ LDL e baixos niveis de HDL, tem sido repetidamente associado a risco
para doenga cardiaca (WHO, 1990). O aumento nos niveis séricos de triglicérides também
tém sido correlacionados como fator de risco independente para doenga cardiovascular,
mesmo com valores normais de colesterol total e LDL (CULLEN, 2000). Além disso, o
risco cardiovascular aumenta em seis vezes caso esteja associado a baixos valores de HDL

(CULLEN, 2000},
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Tambem observamos gue o0s obesos mérbides envolvidos neste estudo
apresentavam elevac@o de niveis de acido urico (tabela 7). Niveis séricos elevados de acido
urico também tém sido associados ao desenvolvimento de doenca aterosclerdtica
coronariana e do proprio infarto do miocardio (BRAND et al, 1985). O estudo prospectivo
“The Olivetti Heart Study” demonstrou forte associagdo entre hiperuricemia e risco de
desenvolvimento de hipertensdo artenal, especialmente no sexo masculino (JOSSA et al,
1994). Associagdc entre hiperuricemia e os varios elementos da sindrome plurimetabélica
também tém sido relatadas com freqiéncia. No “Gothenbourg Study of Women™ foram
relatadas correlagbes altamente significantes entre niveis plasmaticos de acido drico € os
valores da colesterolemia, trighceridemia, glicemia, IMC e relago cintura — quadril.
Assim, parecem existir solidas evidéncias da associagdo de niveis séricos elevados de acido
trico com morbidade/mortalidade cardiovascular. Os mecanismos pelos quais o acido arico
podenia estar influenciando tanto a morbidade como as mortalidades cardiovasculares,

entretanto, ndo sdo ainda adequadamente conhecidos (BENGTSSON et al, 1988).

Nossos dados também indicam que os individuos obesos, a semelhanca do descrito
amplamente na literatura, possuem hiperinsulinemia (tabela 7). A hiperinsulinemia em
obesos estd relacionada &  hipersecre¢do  hormonal (POLONSKI, 1998,
FERRANNINL 1997, MUSCELLIL1997). Resisténcia a insulina com hiperinsulinemia
representa fator de risco coronariano, particularmente quando associadas a hipertensio,
intolerdncia a glicose, obesidade, hipertrigliceridemia e baixos niveis séricos de HDL-
colesterol (KREMPLER et al, 1998). Mais ainda, sugere-se que a hiperinsulinemia

predispde a doenga isquémica independentemente dos outros fatores de risco




cardiovascular, embora os mecanismos implicados ainda estejam obscuros (KREMPLER et
al, 1998). Em particular, o papel especifico da resisténcia a insulina ou hiperinsulinemia
precisa ser esclarecido. Uma possivel explicagdo envolve uma elevada oferta de acidos
graxos livres ao figado, devido a maior massa adiposa, associada a menor supressio da
lipolise pela insulina. Logo, a menor utilizagdo de glicose pode ser conseqiéneia da
competicdo entre glicose ¢ lipideos, ja que a infusdo de lipideos em pessoas normais
diminui a captagdo de glicose (FERRANNINI, 1983). E, neste caso, tanto a oxidagio como
a sintese de glicogénio estio afetadas. Entretanto, este € um ponto controverso ja que
Colberg (1995) encontrou associagdo de obesidade visceral e resisténcia a insulina com
reduzida utilizagdo de acidos graxos pelo musculo no periodo pos absortivo. Contudo, é
importante observar que os mecanismos principais da resisténcia & insulina abrangem os
receptores de insulina ¢ a ativagdo subseqiiente dos substratos intracelulares (sinalizacdo

insulinica) e também as variadas vias metabélicas intracelulares.

Em relagdo & andlise genética, verificou-se que da amostra total apenas 5 (3,8%)
individuos possuiam a mutagdo no gene PPARy2. Ristow e col (1998) estudaram 358
individuos alemdes, incluindo 121 individuos obesos (com IMC > 29 Kg/m®) e 237
individuos de peso normal. Encontraram quatro individuos obesos carreadores da mutacio,
representando portanto uma prevaléncia de 1,12% da sua populagio. No entanto, esta
muta¢do que ndo foi evidenciada por Ristow em nenhum dos 237 individuos normais.
Todos os individuos com o alelo mutante eram significativamente obesos, com um IMC
variando de 37,9 a 47,3 Kg/m’, comparando com uma média de 33,6 Kg/m* dos outros

individuos obesos. Ristow sugeriu que a conversdo da prolina pela glicina na posigo 115
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no gene PPARy2 aceleraria a diferenciagio de adipécitos, o que poderia causar a obesidade.
Nosso estudo, embora mostrando uma prevaléncia maior do que na populagdo alemi,
também identificou a mutagdo em 2 individuos eutroficos além de confirmar sua existéncia
em obesos, ja que I de nossos pacientes era obeso moderado e 2 obesos morbidos. Nio
houve correlagdo entre a presenga da mutagdo e nenhum dos parimetros antropometricos,
bioquimicos ou hemodindmicos estudados. Tais dados sugerem que a mutacio nada mais

seja do que uma variante anémala do gene, de pequena repercussio clinica.

Mais recentemente, Clement e col (2000), estudaram a possivel associagdo dessa
mutagdo Proll5GIn com varios fenétipos clinicos e metabolicos em trés grandes
populages independentes de individuos ndo obesos e nfio diabéticos; diabéticos tipo 2 e
obesos caucasianos franceses severamente obesos. O estudo nio encontrou nenhuma
mutagdo num total de 1069 individuos, incluindo 626 obesos. Terrett e col (2000), também
verificaram a prevaléncia da mutacdo em 1786 individuos caucasianos diabéticos de tipo 2
incluinde um grupo de 61 obesos e em 618 individuos controle normais. Este estudo
também ndo detectou nenhuma muta¢io Prol15Gin no gene PPARy2. Um terceiro estudo
em 752 individuos com IMC de > 31 Kg/m® e 869 individuos nio obesos controles
tampouco encontrou a variante Prol15GIn (EK et al, 1999). Witchel e col (2001), procurou
verificar se a variante Prol15GIn do gene PPARy2 afetaria a diferenciacio de adipocitos e
a sensibilidade a insulina estudando 63 criangas que apresentavam puberdade precoce e

hiperandrogenismo. Nenhuma das criancas apresentou a mutagio pesquisada.

Quanto ao polimorfismo do gene /RS-, a prevaléncia encontrada em nosso estudo

foi de 9,1%, sendo 7 individuos eutrdéficos, 3 obesos moderados e 2 obesos mérbidos.
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Novamente ndo encontramos correlagio entre a presenga do polimorfismo e qualquer das
caracteristicas relacionadas & obesidade que pesquisamos. Sigal e col (1996) encontraram a
mutagdo G972R do gene /RS-7 em 5,7% de 192 individuos diabéticos e em 6,9% de 104
controles, nameros muito parecidos com os que nds encontramos. Embora Almind e col
(1993) sugerissem que a mutagdo esté relacionada ao diabetes mellitus, nenhum estudo
conseguiu demonstrar maior prevaléncia na populagio de diabéticos do que entre

individuos normats (HAGER, 1993; HITMAN, 1993; IMAI, 1994; LAAKSO, 1994).
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CONCLUSAOQO
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Varios estudos relatam que alguns fatores genéticos e ambientais estdo implicados na
obesidade (FROGUEL, 2000), sendo que os fatores genéticos teriam agfio permissiva para
os fatores ambientais e em alguns casos poderiam, isoladamente, ser determinantes da
obesidade constitucional (ARNER, 2000). E claro que as varidveis nutricionais,
metabolicas € psicossociais interagem entre st e com os fatores genéticos, facilitando o

desenvolvimento do fendtipo da obesidade (HALPERN et al, 1998).

A obesidade e a composi¢do corporal desempenham papel importante nas
alteragdes das variaveis metabolicas e verificaram alteragdes de acordo com o estado

nutricional de ambos 0s sexos.

Embora tenha demonstrado uma prevaléncia significativa das variaveis dos genes
do PPARy2 e do IRS-1 em nossa populagdo, ndo conseguimos correlacionar tais genes com
nenhum parimetro de resisténcia a insulina nem tampouco com outros fatores relacionados.
Nossos dados ndo favorecem a hipdtese de uma influéncia dos genes do PPAR;2 e do IRS-1
na fisiopatogenia da obesidade e da resisténcia insulinica. Entretanto, a populagio por nos
genotipada ¢ relativamente pequena, de modo que ndo podemos descarta-la. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para elucidar quais mecanismos estariam sendo relevantes do

desenvoivimento da obesidade.
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Obesity 1s a complex, multifactorial disease that develops from the interaction between
genotype and environment. It may be defined as a syndrome characterized by an increase in
body fat storage and its prevalence has increased dramatically in industrialized and
developing nations. There are several reasons for medical concern regarding overweight
and obesity. It increases the risk for several diseases, especially cardiovascular diseases,
type 2 Diabetes Mellitus and hypertension.

The Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR)-y is a transcription factor
that belongs to the same family of nuclear receptors as steroid and thyroid hormone
receptors. PPAR-y 1s a nuclear ligand-dependent transcription factor that promotes
adipocyte differentiation and influences insulin sensitivity. A number of genetic variants in
the PPARy gene have been identified. These include a very rare gain-of-function mutation
(Pro115Gln) that was associated by Ristow et al with obesity.

The Insulin Receptor Substrate -1 (IRS-1) functions as a key proximal signaling
molecule for both insulin receptor and insulin-like growth factor-1 receptor signaling
pathways. IRS-1 is the principal substrate for insulin and insulin-like growth factor-1 (IGF-
1) receptors; it is present throughout tissues that are insulin sensitive, including sites
responsible for glucose production, glucose clearance, and pancreatic B-cells. A Gly—Arg
substitution at codon 972 of IRS-1 has been described as associated with obesity,
particularly visceral obesity, with which insulin resistance is predominantly associated. The
purpose of this study was to evaluate the presence of IRS-1 G972R and PPARy2
Pro113Gln mutations in the Brazilian population.

Sixty-seven lean and 64 obese/severely obese subjects (91women (32.9 = 1.2 y) and
40 men (29.2 = 1.7y) between 18 and 67 years of age) participated in the study.

BMI, waist circumference, fat mass (electrical bioimpedance), indirect calorimetry,
blood pressure, fasting plasma glucose and insulin, serum uric acid, plasma lipids and
HOMA-IR were evaluated. Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes
and amplified by polymerase chain reaction (PCR) and restriction enzyme digestion.

Men presented larger waist circumference and larger waist-hip ratio than women

{(p=0.04 and p= 0.0001, respectively). Women presented larger fat percentage and lesser



lean mass percentage in comparison with men (p< 0.0001). In relation to biochemical
parameters, the female sex presented larger HDL-cholesterol values (p=0.03) and the male

sex, a larger value for uric acid (p<0.0001}.

Obese subjects had larger levels of diastolic and systolic arterial pressure (p<0,001),
in addition to more elevated cardiac frequency than lean subjects (p=0.003). They also
presented more elevated levels of total cholesterol and trniglyceride (p= 0.01, p<0.03,
respectively), as well as uric acid, than thin subjects (p<0.0001}.

Genetic analysis showed that only 5 (3.8 %) individuals presented mutation in the
PPARy2 gene, all of them homozygote, whereas polymorphism of the /RS-7 gene was
found in 12 (9.1 %) cases of heterozygosis.

There was no correlation between the genetic profile and any of the
anthropometric, hemodynamic and biochemical parameters or measured indicators of

insulin resistance.
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