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RESUMO 

O presente estudo teve como objetivos avaliar a influência do genótipo Pro12Pro no gene 

PPARγ2 e dos ácidos graxos polinsaturados (AGPI) na resistência à insulina (RI), insulinemia 

e glicemia, bem como analisar a expressão do gene em sangue de mulheres obesas de grau 3. 

Foram estudadas 25 mulheres adultas, obesas de grau 3 (IMC > 40 kg/m2) com o genótipo 

Pro12Pro no gene (técnica da reação em cadeia da DNA polimerase). As mulheres foram 

divididas em grupos de acordo com a massa corporal (G1: IMC 40 - 45 kg/m2, n=17 e G2: 

IMC > 45 kg/m2, n=8) e a ingestão habitual de lipídios totais (IHLT) (GA: IHLT < 30% VET, 

n=5 e GB: IHLT > 30% VET, n=20). A ingestão alimentar habitual foi determinada pela 

análise da composição química de registro alimentar de 3 dias. Para análise do efeito agudo da 

refeição foi oferecido um desjejum (15-20% VET) rico em AGPI da série n-6. Foram 

realizadas análises bioquímicas (glicose plasmática, insulina sérica, triglicerídios, colesterol 

total e frações) e antropométricas (peso, estatura e circunferência da cintura) em jejum, e 

dosagem de glicose e insulina pós-prandiais. Utilizou-se o cálculo de HOMA-IR 

(Homeostasis Model Assessment) e QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) 

para avaliação da RI e sensibilidade à insulina (SI). Quanto à análise de expressão do 

PPARγ2, o RNA total foi extraído de amostras de sangue e de tecido adiposo (TA) omental 

congelado e fresco, utilizando-se kit comercial (QIAamp®) ou reagente TRIzol®, seguido de 

síntese de cDNA (RT-PCR), onde diferentes concentrações de RNA total foram testadas. A 

análise de expressão foi realizada por PCR em tempo real, utilizando-se primers específicos 

para cDNA (exon-exon) e sondas TaqMan® para o gene alvo e o controle endógeno (rRNA 

18S humano) com diferentes volumes de cDNA. O grupo com maior massa corporal (G2) 

apresentou glicemia de jejum alterada, baixa SI (QUICKI = 0,32+0,03) e RI mais elevada 

(HOMA-IR = 3,6+1,8 e 3,2+2,2, em G2 e G1, respectivamente). Os valores de glicemia pós-

prandial encontravam-se normais, porém, observou-se maior pico de insulina 1 hora após a 

refeição teste (82,2+53 µU/mL) em G2, comparado a G1 (61,2+46,6 µU/mL). O grupo com 

ingestão adequada de lipídios (GA) apresentou valores normais de HOMA-IR (2,3+0,7) e 

QUICKI (0,34+0,02). Entretanto, em GB, observaram-se valores maiores (p < 0,05) de IMC e 

HOMA-IR, e de glicose e insulina em todos os tempos de coleta. Verificou-se ingestão mais 

elevada (p < 0,05) de ácidos graxos saturados (AGS) e monoinsaturados (AGMI) em GB, 

havendo correlação positiva entre IHLT (%) e estes ácidos graxos. Ainda em GB, a IHLT (%) 

se correlacionou negativamente com a insulina de jejum e a ingestão de AGMI (%) 

apresentou correlação negativa com glicemia e insulinemia de jejum, e positiva com QUICKI. 

Portanto, as mulheres com maior massa corporal demonstraram maior RI, sugerindo 
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diferenças metabólicas importantes entre os grupos de obesas de grau 3. A dieta hiperlipídica 

rica em AGS contribuiu para o aumento da massa corporal e RI, contudo, a ingestão de AGMI 

pode ter reduzido o impacto da dieta hiperlipídica no metabolismo da glicose. Sugere-se que 

mulheres obesas sem o polimorfismo no PPARγ2 evitem a dieta hiperlipídica, principalmente 

rica em AGS, priorizando gorduras insaturadas, especialmente AGMI. O PPARγ2 demonstrou 

amplificação tardia em poucas amostras nos experimentos realizados com sangue, porém, o 

controle endógeno se manteve constante. Nas amostras de TA congelado, apenas o rRNA 18S 

apresentou amplificação em todas as amostras. No TA fresco o gene alvo amplificou, 

independente da quantidade de RNA total utilizada (440 ng e 2 µg) para cDNA. Resultados 

semelhantes foram observados para o gene constitutivo. Conclui-se que não foi possível 

analisar a expressão do PPARγ2 em sangue. Porém, a técnica e os reagentes empregados 

possibilitaram resultados satisfatórios em amostras de TA omental fresco. 

 
 
Palavras chave: Obesidade de grau 3, resistência à insulina, PPARγ2, lipídios, análise de 
expressão, ácidos graxos polinsaturados n-6. 
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ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the influence of Pro12Pro genotype in the PPARγ2 gene and 

polyunsaturated fatty acids (PUFA) in insulin resistance (IR), insulin and glucose, and 

analyze the expression of the gene in blood of morbid obeses woman. We studied 25 woman 

adults, morbid obese (BMI > 40 kg/m2) with the Pro12Pro genotype in the gene (Polimerase 

Reaction Chain). Women were divided in two groups according to body mass (G1: BMI 40 - 

45 kg/m2, n=17 and G2: BMI > 45 kg/m2, n=8) and the habitual intake of total lipids (HITL) 

(GA: HITL < 30% total energetic intake (TEI), n=5 and GB: HITL > 30% TEI, n=20). The 

usual food intake was determined by analysis of the chemical composition of dietary records 

of 3 days. For analysis of the acute effect of meal was offered a breakfast (15-20% TEI) rich 

in n-6 PUFA. Biochemical (plasma glucose, serum insulin, triglycerides, total cholesterol and 

fractions) and anthropometric (weight, height and waist circumference) analyses were 

performed in fasting, and assessed of plasma glucose and serum insulin after meal. It was 

used HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment) and QUICKI (Quantitative Check Insulin 

Sensitivity Index) for evaluation of the IR and insulin sensitivity (IS). In relation to the 

analyses of PPARγ2 expression, the total RNA was extracted from blood samples and frozen 

and fresh omental adipose tissue (AT), using a commercial kit (QIAamp®) or TRIzol® 

reagent, followed by synthesis of cDNA (RT-PCR), where different concentrations of total 

RNA were tested. The analysis of expression was performed by real-time PCR, using specific 

primers for cDNA (exon-exon) and TaqMan® probes for the target gene and endogenous 

control (human 18S rRNA) with different amounts of cDNA. The group with higher body 

mass (G2), showed altered fasting plasma glucose, low IS (QUICKI = 0,32+0,03) and higher 

IR (HOMA-IR = 3,6+1,8 and 3,2+2,2, in G2 and G1, respectively). The values of glucose 

after meal were normal, but there was greater peak of insulin 1 hour after the test meal (82,2 

+53 µU/mL) in G2, compared with G1 (61,2+46,6 µU/mL). The group with adequate intake 

of lipids (GA) showed normal values of HOMA-IR (2,3+0,7) and QUICKI (0,34+0,02). 

However, in GB, there were observed higher values (p < 0,05) of BMI and HOMA-IR, and 

glucose and insulin at all times of collection. There was higher (p < 0,05) intake of saturated 

(SFA) and monounsaturated fatty acids (MUFA) in GB, with a positive correlation between 

HITL (%) and this fatty acids. Also in GB, the HITL (%) was negatively correlated with 

fasting insulin and AGMI intake (%) showed negative correlation with fasting glucose and 

insulin, and a positive correlation with QUICKI. Therefore, women with higher body mass 

showed greater IR, suggesting significant metabolic differences between groups composed of 

morbid obeses woman. The high fat and SFA diet contributed to the increase in body mass 
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and IR, however, the MUFA intake may have reduced the impact of high fat diet in the 

glucose metabolism. It is suggested that obese women without the polymorphism in the 

PPARγ2 avoid high fat diet, especially rich in SFA, prioritizing unsaturated fats, particularly 

MUFA. The PPARγ2 shown late amplification in little samples of the experiments performed 

with blood, however, the endogenous control remained constant. In frozen AT samples, only 

the 18S rRNA showed amplification in all samples. In fresh AT, the target gene amplified, 

regardless of the quantity of total RNA used (440 ng and 2 µg) for cDNA. Similar results 

were observed for the gene board. It was conclude that it was not possible to analyze the 

PPARγ2 expression in blood. However, the technical and reagents employees allowed 

satisfactory results on samples of fresh omental AT. 

 
 
 
Key works: Morbid obesity, insulin resistance, PPARγ2, lipids, analyses of expression, n-6 
PUFA. 
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1. Introdução 

1.1 – Obesidade 

 A obesidade se caracteriza pelo acúmulo de lipídios no tecido adiposo (TA), podendo 

ser decorrente de um desequilíbrio no balanço energético onde a ingestão de energia é 

superior ao gasto energético (MONTEIRO e HALPERN, 2000). Portanto, o nível deste 

reservatório tecidual é dependente da ingestão alimentar e do gasto energético, os quais 

sofrem influência de fatores genéticos e ambientais (WESTERTERP-PLANTEGA et al., 

1994). 

 Atualmente, a obesidade é considerada como um dos mais graves problemas de saúde 

pública e vem crescendo de forma acentuada inclusive nos países em desenvolvimento, 

podendo ser considerada como uma epidemia global (Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 

2007). 

No Brasil, observa-se que o sobrepeso aumentou de 18,6% para 41%, nos homens, e 

de 28,6% para 39,2% nas mulheres, comparando-se a Pesquisa de Orçamento Familiar (POF) 

realizada em 74-75 e 2002-2003, respectivamente. A obesidade passou de 2,8% para 8,8% 

nos homens, e de 7,8% para 12,7% nas mulheres, segundo a POF 74-75 e 2002-2003, 

respectivamente (IBGE, 2004). 

 Esta enfermidade tem sobrecarregado os serviços de saúde com uma demanda 

crescente para o atendimento de co-morbidades como diabetes não insulino dependente, 

doenças cardiovasculares e até mesmo alguns tipos de câncer (Diretrizes Brasileiras de 

Obesidade, 2007). 

Atualmente, sabe-se da existência da interação gene-ambiente na gênese da obesidade 

e os fatores genéticos apresentam papel importante na determinação da gordura corporal total 

(GCT) em resposta a alterações crônicas no balanço energético (PÉRUSSE e BOUCHARD, 

2000). 
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Durante muitos anos o diagnóstico da obesidade era baseado somente no aumento do 

peso corporal, no entanto, sabendo-se que esta enfermidade é decorrente do excesso de 

gordura corporal em relação à massa magra, o diagnóstico preciso deve ter como fundamento 

a avaliação da composição corporal (Documento do Consenso Latino-americano sobre 

Obesidade, 1999; Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007). 

Dentre os parâmetros antropométricos, os mais recomendados para indivíduos obesos 

são avaliação de peso corporal, estatura e circunferências, destacando-se as circunferências da 

cintura (CC) e do quadril (CQ). Com base nos valores de peso corporal e estatura, calcula-se o 

índice de massa corporal (IMC) (Documento do Consenso Latino-americano sobre 

Obesidade, 1999). 

Embora o IMC não permita avaliar a distribuição da gordura corporal, é considerado 

um método útil para o diagnóstico da obesidade na população, além de permitir associações 

com o risco de co-morbidades de acordo com a sua classificação (Documento do Consenso 

Latino-americano sobre Obesidade, 1999; DUARTE & CASTELLANI, 2002). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), indivíduos com obesidade grau 3 (IMC > 40 kg/m2) 

apresentam risco muito alto para o desenvolvimento de co-morbidades (WHO, 1995). 

A associação do IMC com outros métodos, como a aferição da CC, é capaz de 

minimizar as limitações deste método em relação à distribuição de gordura corporal 

(Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007). 

A CC é um método estimativo da gordura intra-abdominal que visa avaliar o risco de 

alterações metabólicas associadas à obesidade como doenças cardiovasculares e diabetes 

mellitus (Documento do Consenso Latino-Americano sobre Obesidade, 1999; DESPRÉS et 

al., 2001; Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007). Segundo a Federação Internacional de 

Diabetes (IDF, 2005), para países sul-americanos se devem considerar os valores de 

referência estabelecidos para sul-asiáticos até que sejam disponibilizadas referências 



 3

específicas para estes países, sendo 90 cm para homens e 80 cm para mulheres, 

respectivamente. 

 

1.2 – Genética e obesidade 

 Na gênese da obesidade estão envolvidos aspectos relacionados ao estilo de vida, 

como a dieta e o exercício físico, alterações neuro-endócrinas e o componente hereditário. 

Sendo este último um fator determinante para o desenvolvimento de outras doenças crônicas 

além da obesidade, como o diabetes mellitus, a osteoporose, a hipertensão arterial sistêmica, o 

câncer, dentre outras (MARQUES-LOPES et al., 2004). 

 A influência genética na obesidade é bastante complexa, visto que é determinada pela 

interação de vários genes (poligênica) (FROGUEL e BOUTIN, 2001; FAROOQI e 

O’RAHILLY, 2007). Conforme destacado por Cecil et al. (2006), as formas mais comuns de 

sobrepeso e obesidade observadas na população em geral são de origem poligênica e, além 

disso, envolvem interações complexas entre diferentes genes e entre genes e fatores 

ambientais, como conseqüência, há a ocorrência de fenótipos de obesidade multifatoriais. 

Estudos de biologia molecular que utilizaram diferentes metodologias identificaram 

mais de 430 genes, além de diversos marcadores genéticos envolvidos na obesidade. 

Ademais, estes genes podem agir de várias formas, ou seja, podem afetar o controle do 

apetite, o gasto energético e a regulação termogênica, a utilização metabólica de combustíveis 

e a sinalização, como é o caso do receptor ativado por proliferadores de peroxissomas (PPAR) 

(MARQUES-LOPES et al., 2004). 

Segundo Marques-Lopes et al. (2004), alguns genes têm sido alvo de muitos estudos 

nos últimos anos, como o gene que codifica a leptina e seu receptor, as proteínas 

desacopladoras (UCP 2 e 3), moléculas envolvidas na diferenciação de adipócitos e transporte 

de lipídios (PPAR e aP2), e ainda substâncias relacionadas ao metabolismo, como adenosina 
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desaminase, fosfatase ácida, fator de necrose tumoral (TNF-α), neuropeptídios hipotalâmicos 

e seus receptores (receptores 3, 4 e 5 da melanocortina, pró-ópio-melanocortina e 

neuropeptído y) e receptores adrenérgicos (β2 e β3). 

 

1.3 – Receptores ativados pela proliferação de peroxissomas (PPARs) 

Vários genes que regulam o metabolismo no adipócito podem predispor o indivíduo ao 

desenvolvimento da obesidade. Entre os genes candidatos, o receptor ativado pela 

proliferação de peroxissomas da isoforma γ e série 2 (PPARγ2) tem si destacado, estando este 

relacionado a adipogênese (VIDAL-PUIG et al., 1996; KUBOTA et al., 1999; KERSTEN et 

al., 2000; MEIRHAEGHE et al., 2000; JONES et al., 2005; CECIL et al., 2006) e à 

sensibilidade à insulina (SI) (DEEB et al., 1998; KUBOTA et al., 1999; MEIRHAEGHE et 

al., 2000; PIHLAJAMAKI et al., 2000; ZEGHARI et al., 2000; STUMVOLL et al., 2001; 

VERMA et al., 2004). 

 Os PPARs foram os primeiros receptores clonados de uma superfamília de receptores 

hormonais nucleares (GROMMES et al., 2004). 

 Os PPARs são fatores de transcrição que constituem uma sub-família de três 

isoformas: PPARα, PPARγ e PPARβ/δ. Estes fatores de transcrição exercem funções 

essenciais na regulação do metabolismo lipídico, variando de acordo com o tipo celular 

envolvido (VIDAL-PUIG et al., 1996; KANUNFRE, 2002; GROMMES et al., 2004). 

 O PPARγ está presente em dois subtipos, isto é, γ1 e γ2, ambos derivados do mesmo 

gene. A série γ2 possui um adicional de 30 aminoácidos na extremidade N-terminal 

(MUELLER et al., 2002), desta forma, seu domínio de ativação ligante independente é cinco 

vezes mais efetivo que o domínio de ativação ligante independente do PPARγ1 (GROMMES 

et al., 2004). 
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Mais recentemente, identificou-se a série γ3, a qual é responsável pela tradução de 

uma proteína diferente da gerada pelo PPARγ1, sendo expressa no cólon e no TA 

(KANUNFRE, 2002). 

 O receptor PPARγ1 é expresso nos adipócitos em altos níveis e em outros tecidos 

(VIDAL-PUIG et al., 1996, 1997; AUBOEUF et al., 1997; MUELLER et al., 2002), 

enquanto que a expressão do PPARγ2 ocorre principalmente no TA, correspondendo a 

aproximadamente 15% dos ácidos ribonucléicos (RNAs) mensageiros (mRNAs) totais da 

isoforma γ (VIDAL-PUIG et al., 1996; AUBOEUF et al., 1997; RIEUSSET et al., 1999; 

CHAMBRIER et al., 2002). A série 2 está relacionada ao diabetes mellitus tipo 2 e à 

obesidade, ambos fenótipos complexos determinados pela combinação de múltiplos fatores 

genéticos e ambientais (VIDAL-PUIG et al., 1996, 1997; CLEMENT et al., 2000). 

Como destacado por Spurlock et al. (2000), é possível que não existam diferenças 

funcionais entre os subtipos γ1 e γ2, contudo, a série 2 tem sido exaustivamente estudada por 

ser altamente expressa no TA comparado a outros tecidos, além de estar associada com a 

diferenciação dos adipócitos. 

 Segundo Mueller et al. (2002) ambas são capazes de desencadear a adipogênese, 

levam à expressão de um perfil genético similar e demonstram resposta semelhante à insulina. 

Todavia, na presença de baixas concentrações de ligante, o PPARγ2 apresenta maior 

capacidade para induzir a lipogênese. 

Em sua revisão, Sharma e Staels (2006) destacaram que a isoforma γ do gene PPAR 

está presente em uma grande variedade de tecidos e que os subtipos γ1 e γ2 são expressos em 

altos níveis em adipócitos e em macrófagos. 

Estudo recente demonstrou a expressão específica de PPARγ2 em lesões 

ateroscleróticas humanas, assim como em macrófagos primários e em células espumosas 

(TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et al., 2004). 
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1.3.1 – Receptor ativado pela proliferação de peroxissomas da isoforma γ série 2 

(PPARγ2) 

 A maior parte dos genes ativados pelo PPARγ2 codifica proteínas diretamente 

envolvidas nas vias lipogênicas, incluindo a lipase lipoprotéica (LPL), proteína que media a 

entrada de ácidos graxos (AG) na célula; a proteína adipocitária de união do ácido graxo; a 

acil-CoA sintetase, que cataliza a ativação dos ácidos graxos antes de sua esterificação a 

glicerol; a fosfoenolpiruvato carboquinase, associada com a produção de glicerol para a 

síntese de triglicerídios (TG); e o GLUT-4 (transportador de glicose 4), que media a entrada 

de glicose nos adipócitos estimulada pela insulina (DEVERGNE e WAHL, 1999). 

 O PPARγ2 influencia a reserva de AG no TA participando na diferenciação dos 

adipócitos, por meio da indução da maturação dos pré-adipócitos em células adiposas 

maduras (GREGOIRE et al., 1998; RIEUSSET et al., 1999; KERSTEN et al., 2000). 

Ademais, participa da hipertrofia dos adipócitos, atua estimulando a hidrólise dos TG 

circulantes que culmina na entrada dos AG nas células adiposas, além de estimular a ligação e 

ativação dos AG do citossol, eventos estes necessários para a síntese de TG (KUBOTA et al., 

1999; KERSTEN et al., 2000). 

 A ativação do PPARγ induz a expressão de enzimas envolvidas na captação e no 

transporte de AG, levando a um aumento no armazenamento de gorduras nos adipócitos e, 

conseqüentemente, menor concentração de AG livres plasmáticos. Desta forma, ocorre menor 

deposição de gordura e efeito tóxico desta no fígado e no tecido muscular, proporcionado um 

aumento na SI nestes tecidos. Tais mecanismos são responsáveis pelas ações antidiabéticas e 

hipolipemiantes dos seus agonistas sintéticos principais, as tiazolidinedionas (TZDs) 

(ANAYA e ARIZA, 2004). 

Como não necessitam da ativação de cascatas de segundos mensageiros, como ocorre 

com os receptores de membrana, os receptores intracelulares são considerados fatores de 
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transcrição, pois atuam diretamente na região promotora dos genes-alvo (KANUNFRE, 

2002). 

 Para que possa agir como fator de transcrição os PPARs precisam formar um 

heterodímero com outro receptor nuclear, o receptor do ácido 9-cis retinóico (RXR), 

completada a dimerização, o complexo gerado torna-se capaz de se ligar ao elemento 

responsivo ao PPAR (PPRE) que está localizado na região promotora dos genes alvos. Ocorre 

o recrutamento de proteínas co-ativadoras, gerando aumento da atividade transcricional, por 

meio da atividade de histona acetiltransferase (HAT) dos co-ativadores, ou por sua interação 

direta com a maquinaria basal de transcrição (ROSEN et al., 2000; KANUNFRE, 2002) 

(Figura 1). 

 

 

 
 
Adaptado de Kanunfre (2002). 

 
Figura 1. Mecanismo da ativação da transcrição por PPAR. 

 

Os ligantes endógenos ou naturais do gene incluem ácidos graxos polinsaturados 

(AGPI) de cadeia longa, derivados de eicosanóides e lipídios oxidados. Além de ligantes 

sintéticos como drogas hipolipidemiantes e antidiabéticas, destacando-se as TZDs 

DBD = domínio de ligação do receptor ao DNA; LBD = domínio de ligação do receptor ao ligante;  
PPRE = elemento responsivo a proliferadores de peroxissoma. 
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(troglitazona, ciglitizona, rosiglitazona e pioglitazona), que possuem alta afinidade pelo 

PPARγ (KERSTEN et al., 2000; ROSEN et al., 2000; KANUNFRE, 2002; GROMMES et 

al., 2004; PÉGORIER et al., 2004). 

As prostaglandinas da série J são consideradas ligantes do PPARγ e o metabólito da 

prostaglandina J2 (PGJ2), a 15-desoxi-∆12,14 PGJ2 (15-deoxi PGJ2) é considerado o ligante 

natural mais potente desta isoforma (FORMAN et al., 1995; KLIEWER, et al., 1995). Os 

ácidos graxos essenciais, mais especificamente o linoléico, são precursores das PGJ2, potentes 

ligantes do PPARγ (PALOU, 1998). 

Os AG, alguns hormônios e vitaminas são considerados ligantes ou agonistas 

lipofílicos, isto é, moléculas sinalizadoras extracelulares capazes de atravessar a membrana 

celular por difusão simples ou facilitada e se ligar a receptores intracelulares, como é o caso 

dos PPARs (KANUNFRE, 2002). 

Estudos têm demonstrado que a insulina também é capaz de participar no controle da 

expressão do PPARγ (VIDAL-PUIG et al., 1996, 1997; RIEUSSET et al., 1999). 

Vidal-Puig et al. (1996) constataram que animais com deficiência de insulina 

apresentavam redução importante na expressão de PPARγ (séries 1 e 2), no entanto, a 

administração de insulina foi capaz de restaurar os níveis de mRNA, alcançando valores 

próximos aos de ratos normais. 

Os efeitos do jejum e da realimentação na expressão de PPARγ1 e γ2 também foram 

investigados nas amostras de TA dos ratos. A privação de alimentos (jejum de 12 a 48 horas) 

foi associada à queda significativa na expressão do PPARγ2, inclusive nos animais obesos 

(VIDAL-PUIG et al., 1996). 

Segundo Vidal-Puig et al. (1996), a insulina é capaz de regular diferentes caminhos 

para a utilização de AG pela ativação ou inativação de diferentes membros da família dos 

PPARs em tecidos distintos. No estado de alimentação, este hormônio estimula a expressão de 
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PPARγ no TA e inibe a expressão hepática de PPARα. No jejum, assim como na deficiência 

de insulina, há uma diminuição na expressão de PPARγ nos adipócitos, enquanto que no 

fígado a isoforma α induz a expressão de enzimas envolvidas na oxidação de AG. 

Análises realizadas em hepatócitos de ratos mostraram que tanto a insulina como o 

ácido oléico foram capazes de aumentar a expressão do gene PPARγ2, contudo, a quantidade 

de mRNA de PPARγ1 permaneceu inalterada (EDVARDSSON et al., 2006). 

Conforme demonstrado por Memon et al. (2000), a expressão hepática do PPARγ se 

encontra aumentada em três modelos experimentais de obesidade. O tratamento de ratos ob/ob 

com ligantes sintéticos induziu a expressão hepática de genes responsivos ao PPARγ (fatty 

acid-binding protein (aP2), fatty acid translocase (FAT/CD36) e uncoupling protein 2 

(UCP2)). Esta descoberta reforça a hipótese de que os efeitos dos agonistas deste receptor no 

metabolismo lipídico podem ser mediados parcialmente por seus efeitos no fígado. 

Apesar da capacidade de ativação do PPARγ pelos agonistas citados anteriormente, a 

composição da membrana plasmática, que sofre alterações por fatores genéticos e 

nutricionais, também é capaz de influenciar a atividade deste gene e, conseqüentemente, a SI 

dos adipócitos (ZEGHARI et al., 2000). 

Estudos prévios envolvendo roedores confirmam que a expressão do gene PPARγ é 

regulada in vivo por dietas ricas em gordura (VIDAL-PUIG et al., 1996; REDONNET et al., 

2001; RODRÍGUEZ et al., 2004). 

Após a administração de uma dieta de cafeteria (60% de lipídios) a curto prazo (15 

dias) em ratos, Rodríguez et al. (2004) investigaram os efeitos desta na expressão de fatores 

de transcrição adipogênicos, incluindo o PPARγ2, nos tecidos adiposos visceral e subcutâneo. 

Foram observados aumentos no peso corporal, no TA e nas concentrações de lipídios séricos, 

sendo que o incremento na adiposidade foi mais relacionado ao TA visceral devido a 

expressão elevada de fatores de transcrição adipogênicos, com destaque para o PPARγ2. 
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Resultados semelhantes foram encontrados por Redonnet et al. (2001). Após a 

administração de uma dieta de cafeteria (60% de lipídios) por 28 dias, os animais 

apresentaram aumento significativo nos níveis de mRNA de PPARγ2 no TA branco. Os 

resultados deste estudo demonstraram que uma dieta rica em gorduras pode induzir 

modificações precoces no padrão de expressão deste e de outros receptores nucleares. 

Os efeitos dos ácidos graxos saturados (AGS) e polinsaturados na expressão dos genes 

PPARγ1 e PPARγ2 em adipócitos foram investigados por Spurlock et al. (2000). Os animais 

que receberam dieta suplementada com óleo de açafrão (cerca de 80% de ácido linoléico – 

18:2n-6) apresentaram níveis de mRNA de PPARγ2 quadruplicados em relação ao grupo 

controle, todavia, a expressão do PPARγ1 não sofreu alterações. 

 Entre os vários ligantes do PPARγ2, os AGPI têm sido destacados, confirmando que o 

fator ambiental pode efetivamente influenciar na ação do gene (TONTONOZ et al., 1994; 

KERSTEN et al., 2000; LUAN et al., 2001; CHAMBRIER et al., 2002;  HOUSEKNECHT et 

al., 2002). Portanto, a regulação da expressão gênica pode influenciar a composição corporal 

e a SI, dependendo do tipo de lipídio ingerido. 

A fim de confirmar a possível associação da obesidade com a expressão anormal de 

PPARγ no TA, Vidal-Puig et al. (1997) quantificaram o mRNA deste gene no TA subcutâneo 

de indivíduos eutróficos e de obesos mórbidos. Verificou-se que a expressão de PPARγ2 

estava aumentada nos indivíduos obesos e que a relação PPARγ2/γ1 era diretamente 

relacionada ao IMC. Os autores submeteram sete indivíduos obesos a uma dieta com alta 

restrição energética (800 calorias) e avaliaram novamente a expressão de PPARγ2 após 

apresentarem perda de 10% do peso corporal inicial. Ao final da intervenção dietética, os 

níveis médios de expressão foram reduzidos em 25%, entretanto, retornaram aos valores pré-

tratamento após quatro semanas de manutenção do peso. 
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Em contraste a Vidal-Puig et al. (1997), outros autores não verificaram associação 

entre expressão do PPAR (γ1 + γ2) no TA subcutâneo abdominal e IMC (RIEUSSET et al., 

1999; ZEGHARI et al., 2000). 

Para determinar os efeitos da resistência à insulina (RI) associada obesidade, Gayet et 

al. (2007) analisaram a expressão do PPARγ e de alguns de seus genes alvos em cães magros 

e após obesidade instalada. Observou-se que os níveis de mRNA do PPARγ no TA visceral e 

no músculo esquelético foram aproximadamente duas vezes menor nos cães obesos e 

resistentes à insulina, comparados ao estado de magreza e SI. Semelhantemente, foi 

encontrada uma redução no mRNA do PPARγ no TA subcutâneo dos cães obesos, porém, 

sem significância estatística. Em conclusão, os autores demonstraram uma correlação 

negativa entre IMC e expressão do PPARγ. 

Resultados semelhantes foram observados por Montague et al. (1998). Os autores 

verificaram correlação inversa altamente significativa entre IMC e expressão do PPARγ em 

adipócitos em humanos, com destaque para os adipócitos isolados da região abdominal 

subcutânea. 

Similarmente, Verreth et al. (2004) demonstraram que ratos obesos resistentes à 

insulina apresentavam menor expressão do gene PPAR (α e γ), em relação a ratos magros. A 

restrição dietética levou ao aumento da expressão de ambas isoformas no tecido adiposo, 

estando relacionado à expressão aumentada de genes responsáveis pelo transporte da glicose e 

SI, redução da hipertrigliceridemia, redução do estresse oxidativo e inflamação, melhora da 

função cardiovascular e aterosclerose reduzida. 

Sewter et al. (2002) investigaram a relação entre IMC e expressão da isoforma γ do 

gene PPAR em adipócitos humanos maduros. Os níveis de mRNA do PPARγ1 estavam 

reduzidos em indivíduos com obesidade mórbida quando comparados aos de IMC normal. 

Quanto à expressão de mRNA do PPARγ2, constatou-se um aumento significativo nos 
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indivíduos com obesidade mórbida, de forma semelhante ao estudo de Vidal-Puig et al. 

(1997). Os autores concluíram que a relação inversa observada entre IMC e expressão do 

PPARγ1 pode ser decorrente de um mecanismo limitante para a expansão dos adipócitos. Por 

outro lado, o aumento observado no PPARγ2 reflete um efeito patogênico potencial desta 

isoforma para a promoção da deposição de gordura corporal, reforçando o papel específico 

que exerce na adipogênese. 

Ao analisar os níveis de mRNA do PPARγ no TA subcutâneo abdominal de mulheres 

com IMC normal (grupo controle) e obesas (em fase de ganho ou de perda de peso), Redonnet 

et al. (2002) obtiveram uma correlação positiva entre mRNA do PPARγ (total) e IMC em 

todas as voluntárias (grupo controle e obesas), entretanto, não houve correlação entre as 

obesas, quando analisadas separadamente. A expressão de PPARγ foi 125% mais alta nas 

mulheres obesas em fase de ganho de peso e apenas 30% mais elevada nas que apresentavam 

perda de peso, em relação ao grupo controle. 

Como citado por alguns autores (CHAMBRIER et al., 2002; REDONNET et al., 

2002; SEWTER et al., 2002), estudos que avaliaram a relação entre adiposidade e expressão 

do PPARγ no TA têm demonstrado resultados conflitantes. 

 Muitos variantes genéticos do PPARγ2 têm sido identificados, entre estes, o 

polimorfismo Pro12Ala, que é altamente prevalente em populações caucasianas (BUZZETTI 

et al., 2004) e vem sendo largamente estudado nos últimos anos. Este polimorfismo é 

caracterizado pela substituição do aminoácido prolina pela alanina na posição 12 (Pro12Ala e 

Ala12Ala). Pesquisadores têm buscado elucidar os efeitos deste polimorfismo no PPARγ2, 

entretanto, os resultados permanecem sem consenso. 

 Em seus estudos, Valve et al. (1999), Luan et al. (2001) e Meirhaeghe et al. (2000) 

verificaram a associação entre o gene PPARγ2 e a obesidade grave, representada pelo 

aumento do IMC. Porém, destacaram que pesquisas realizadas com o variante Pro12Ala têm 
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mostrado resultados controversos. Vaccaro et al. (2000) concluíram que este polimorfismo 

não é o principal determinante da obesidade grave em caucasianos, apesar de contribuir para o 

surgimento da obesidade precoce. De forma semelhante, Oh et al. (2000) não encontraram 

associação entre a forma heterozigota do polimorfismo e a ocorrência de obesidade e de 

diabetes mellitus em coreanos. 

Evans et al. (2000) também observaram que o variante Pro12Ala não é o principal 

responsável pela ocorrência de obesidade mórbida, tendo em vista que a freqüência deste 

polimorfismo não diferiu significativamente entre pacientes obesos mórbidos (n=200) e 

controles (n=192). 

 Porém, alguns autores, em estudos com humanos, associam o polimorfismo com o 

aumento do peso corporal e da CC (BEAMER et al., 1998; COLE et al., 2000; 

MEIRHAEGHE et al., 2000; ROBITAILLE et al., 2003). Ao contrário, Deeb et al. (1998), 

relataram que o alelo Pro12Ala está associado com menor IMC e maior SI, refletindo 

provavelmente menor atividade transcricional do PPARγ e, conseqüentemente, menor 

acúmulo de TA, que parece ser o fator responsável pelos efeitos positivos na SI. 

 Semelhantemente ao estudo de Deeb et al. (1998), Masugi et al. (2000) propuseram 

que a forma heterozigota pode estar associada com a redução da atividade transcricional, 

levando a um prejuízo na adipogênese, além de alterações na SI. 

Em uma amostra composta por italianos (n=1.215), Buzzetti et al. (2004) 

demonstraram que o variante X12Ala (Pro12Ala ou Ala12Ala) está significativamente 

associado com melhor SI, contudo, não foi observada uma interação significante entre IMC e 

o polimorfismo. 

A possível associação entre o polimorfismo do gene PPARγ com fenótipos da 

obesidade foi investigada em um estudo envolvendo brasileiros de descendência européia 

(n=335), com valores de IMC entre 16,2 e 42,4 kg/m2. Não houve diferença estatística quanto 
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ao genótipo dos indivíduos de IMC adequado, com sobrepeso ou obesidade e a freqüência do 

alelo Ala foi de 0,09. Dentre os homens, verificou-se uma associação positiva entre o 

polimorfismo Pro12Ala e IMC, contudo, a associação não foi detectada nas mulheres 

(MATTEVI et al., 2007). 

Em um estudo caso-controle envolvendo japoneses não-diabéticos (n=541) e 

diabéticos (n=415), Hara et al. (2000) constataram que os indivíduos com sobrepeso ou 

obesidade que possuíam o alelo Ala eram mais sensíveis à insulina. Além disso, a freqüência 

do variante foi significativamente menor no grupo de diabéticos. 

Na população brasileira, Tavares et al. (2005) também verificaram que os indivíduos 

que possuíam o alelo Ala apresentavam maior SI, quando comparados aos indivíduos sem o 

polimorfismo, contudo, não houve diferença na freqüência do alelo Ala entre diabéticos do 

tipo 2 e o grupo controle. 

As associações entre o polimorfismo Pro12Ala e a prevalência de diabetes mellitus 

tipo 2, o padrão de RI e a possível interação entre os ácidos graxos monoinsaturados (AGMI) 

dietéticos e este polimorfismo foram investigadas por Soriguer et al. (2006) em 538 

indivíduos do sul da Espanha. Foi encontrada prevalência de 13,4% para o variante 

heterozigoto (Pro12Ala) e de 0,8% para a forma homozigota (Ala12Ala). Os indivíduos com 

o alelo Ala apresentaram menor risco para o diabetes mellitus tipo 2 e houve uma interação 

entre a ingestão de AGMI e o polimorfismo Pro12Ala, sendo que os obesos com o variante do 

gene que consumiam menos AGMI demonstraram maior RI segundo HOMA-IR 

(Homeostasis Model Assessment). Tal fato sugere uma interação entre o polimorfismo e a 

obesidade dependendo da dieta. 

Em outro estudo desenvolvido na Espanha (dados não publicados), observou-se 

relação inversa entre o IMC e a ingestão de lipídios em mulheres com o genótipo 

Pro12Ala/Ala12Ala. A presença do alelo Ala sugeriu aumento na oxidação lipídica, 
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comparado com o alelo Pro, dependendo da ingestão lipídica, principalmente de AGPI. Os 

autores sugeriram que as mulheres com polimorfismo no gene apresentavam maior 

capacidade de oxidação de lipídios, auxiliando no controle da obesidade, e que a lipólise 

depende do tipo de ácido graxo ingerido. Também os autores observaram que as mulheres 

com polimorfismo com menor ingestão de AGMI e maior de AGPI apresentaram maior 

oxidação de lipídios em jejum, sugerindo que os AGPI apresentaram prioridade oxidativa 

nessas mulheres. 

 Cecil et al. (2006) encontraram associação entre o alelo Pro12Ala e incidência 

reduzida de obesidade, além de forte associação entre a variação no gene e o percentual de 

gordura corporal em crianças antes da puberdade. Contudo, este polimorfismo demonstrou 

efeitos opostos em relação ao crescimento, pois estava associado à utilização energética 

deficiente, refletindo em crescimento reduzido. 

O efeito do polimorfismo Pro12Ala na expressão de genes alvo do PPARγ foi 

estudado em amostras de TA de indivíduos com obesidade mórbida (n=30). Os resultados não 

demonstraram alterações importantes nos níveis de mRNA dos genes alvo do PPARγ 

conforme o genótipo dos indivíduos, sugerindo que este tipo de polimorfismo tenha pouca 

influência na função dos adipócitos de pacientes com obesidade mórbida. Contudo, os autores 

ressaltaram que o genótipo Ala12Ala, o qual não foi identificado na amostra em questão, 

possa causar diferenças mais significativas na atividade transcricional deste gene 

(KOLEHMAINEN et al., 2003). 

Apesar da falta de consensos nesta área, muitos estudos apontam que o alelo Ala 

confere efeitos protetores para o desenvolvimento da obesidade, do diabetes mellitus tipo 2 e 

da RI (CECIL et al., 2006). 

Os resultados controversos das pesquisas podem ser atribuídos a diferentes aspectos 

quanto à heterogeneidade das populações estudadas, destacando-se fenótipos clínicos como 
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magreza e obesidade; tipo de estudo; população em questão e aspectos clínicos desta 

(BUZZETTI et al., 2004); fatores nutricionais (ROBITAILLE et al., 2003); composição 

lipídica da dieta, destacando-se a relação entre gordura polinsaturada e saturada (LUAN et al., 

2001); interações gene-gene ou gene-ambiente (CECIL et al., 2006; SORIGUER et al., 2006), 

dentre outros. Tais fatores reforçam a idéia de que novos estudos são necessários, além de 

uma análise criteriosa dos resultados obtidos. 

 

1.4 – Ácidos graxos dietéticos e obesidade 

Os AG são nutrientes importantes da dieta, pois além do fornecimento de energia 

podem ligar-se covalentemente a proteínas, agir como precursores de moléculas sinalizadoras 

(prostanóides e esteróides) e até mesmo influenciar a expressão de genes levando a alterações 

no metabolismo, na diferenciação e no crescimento celulares (KANUNFRE, 2002). 

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2004) mostram que os 

brasileiros aumentaram a ingestão de lipídios de 27,77% para 30,52%, comparando-se a POF 

74-75 com a POF 2002-2003. Tal fato, associado à redução da atividade física pode explicar, 

em parte, o aumento da obesidade observado nos últimos anos. 

 Segundo Westerterp-Plantega (1998) indivíduos obesos apresentam tendência a 

consumir maior quantidade de alimentos de alta densidade energética, principalmente com 

alto conteúdo de lipídios, quando comparados com indivíduos não obesos, e este conteúdo de 

lipídios tem efeito na gordura corporal. Adicionalmente, dietas ricas em lipídios podem 

promover maior desejo de comer, comparadas às dietas ricas em sacarose (RABEN e 

ASTRUP, 2000; PRENTICE e JEBB, 2003). 

O grau de saturação dos ácidos graxos também exerce influência na sensação de 

saciedade. Lawton et al. (2000) demonstraram que os AGPI podem exercer um controle do 

apetite mais intenso que os AGMI e os AGS. 
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 Estudos que não envolveram parâmetros moleculares observaram que os AGS estão 

fortemente relacionados com o desenvolvimento da obesidade e da RI, o que não ocorre com 

os AGPI. Isso ocorre, pois os AGS são pobremente oxidados para gerar energia, sendo 

estocados, são dificilmente mobilizados por estímulo lipolítico e aumentam a expressão dos 

genes associados com a proliferação dos adipócitos. Por outro lado, os AGPI possuem efeitos 

contrários, melhorando a ação da insulina e reduzindo a adiposidade (STORLIEN et al., 

2000). Neste aspecto, se considerarmos a interação gene-ambiente, a ingestão de AGPI pode 

resultar em efeitos diferenciados, dependendo do genótipo do indivíduo. 

Em sua revisão, Riccardi et al. (2004) destacaram que a ausência de relação entre 

consumo de gordura polinsaturada e marcadores de SI pode depender da dificuldade na 

avaliação da ingestão de gordura insaturada por recordatórios dietéticos. Estudos com 

humanos que utilizaram marcadores objetivos da ingestão lipídica, incluindo avaliações do 

perfil de ácidos graxos séricos e musculares, demonstraram consistentemente que a ingestão 

de gordura insaturada, determinada pela proporção mais alta de ácidos graxos insaturados no 

plasma ou músculo, está associada com uma melhor SI. 

Conforme demonstrado por Saravanan et al. (2005) em estudo experimental, os AGS e 

os ácidos graxos trans dietéticos alteram a expressão de diferentes genes associados à SI no 

TA. 

 

1.5 – Obesidade e resistência à insulina (RI) 

A RI é caracterizada pela diminuição da eficácia da insulina em estimular a captação 

de glicose no músculo esquelético e no tecido adiposo (CARPENTIER et al., 2006). 

A obesidade do tipo visceral está fortemente associada à ocorrência de RI, a qual 

predispõe o indivíduo a diversas morbidades, incluindo hipertensão arterial, diabetes mellitus 

do tipo 2, dislipidemias, cardiopatia isquêmica, além de propiciar uma maior atividade 
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aterogênica generalizada (Documento do Consenso Latino-americano sobre Obesidade, 1999; 

Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007). 

 O excesso de peso corporal está associado ao diabetes mellitus tipo 2, pois o acúmulo 

de gordura abdominal favorece o aumento de ácidos graxos livres plasmáticos desencadeando 

efeitos negativos na SI muscular, hepática e no TA. Inicialmente, há um prejuízo na tolerância 

à glicose estimulando as células β pancreáticas a produzir mais insulina a fim de compensar 

esta intolerância desencadeando um estado de hiperinsulinemia. Em determinado momento 

começa a ocorrer um dano às células β, que culmina em deficiência ou ausência de insulina 

instalando a hiperglicemia e o diabetes (SHEEN, 2000; LENHARD e GOTTSCHALK, 2002; 

CARPENTIER et al., 2006). Logo, o diabetes mellitus do tipo 2 se desenvolve quando a 

insulina produzida é insuficiente para superar a resistência aumentada a sua ação (WHO, 

2003). 

 Durante o quadro de hiperinsulinemia pode ocorrer um aumento na ingestão alimentar, 

devido à redução da glicose sangüínea. Receptores de insulina presentes em regiões do 

cérebro, especialmente no núcleo arqueado do hipotálamo, são importantes controladores da 

homeostase energética (WOODS e SEELEY, 2000). 

A obesidade constitui o principal fator de risco para o desenvolvimento do diabetes 

mellitus tipo 2 (LENHARD e GOTTSCHALK, 2002), que resulta de uma interação entre 

fatores genéticos e ambientais (WHO, 2003), sendo que a grande maioria dos casos é de 

caráter poligênico (REIS E VELHO, 2002). 

 Projeções indicam que o número de diabéticos irá saltar para 300 milhões em 2025 

(SEIDELL, 2000; WHO, 2003). Vale ressaltar que os casos de diabetes mellitus tipo 2 

constituem 90% de todos os diabéticos, ou seja, apenas 10% destes sofrem de diabetes 

mellitus tipo 1 e entre os do tipo 2, 80% apresentam excesso de peso corporal 

(WESTERTERP-PLANTEGA et al., 1994). 
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 Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2003), os países com maior 

incremento na prevalência desta morbidade são as que apresentaram maiores alterações 

dietéticas, com dietas de alta densidade energética, ricas em AGS e pobres em fibras, além da 

redução do nível de exercícios físicos e do aumento de sobrepeso e obesidade. 

 Embora os fatores genéticos exerçam forte influência no desenvolvimento da RI, tanto 

a dieta como o estilo de vida exerce um importante papel na etiologia desta morbidade 

(SCHEEN, 2000; SEIDELL, 2000; LENHARD e GOTTSCHALK, 2002; SARAVANAN et 

al., 2005). 

 Quanto à influência dietética, merecem destaque a qualidade e quantidade dos lipídios 

da dieta (BISSCHOP et al., 2001; LENHARD e GOTTSCHALK, 2002). Como ressaltado 

pela OMS, a alta ingestão de AGS tem sido associada com aumento do risco para intolerância 

à glicose e altas concentrações de glicemia e insulinemia de jejum, em contrapartida, os AGPI 

têm demonstrado associação com risco reduzido para o diabetes mellitus tipo 2, além de 

menores concentrações de glicose em jejum (WHO, 2003). 

Em um estudo experimental, a suplementação com ácido eicosapentaenóico (EPA) 

durante cinco semanas exibiu propriedades anti-diabéticas decorrentes de alterações no TA 

incluindo, redução nos níveis de mRNA da citocina pró-inflamatória TNF-α e aumento da 

produção da adipocina sensibilizadora de insulina, adiponectina (PÉREZ-MATUTE et al., 

2007). 

Segundo Lombardo e Chicco (2006), os efeitos benéficos dos AGPI para a saúde e 

para o controle de doenças crônicas, incluem, entre outros: a) a alteração da composição dos 

AG das membranas fosfolipídicas, que provoca a modificação de processos mediados pelas 

membranas das células como a transdução de sinais da insulina, a atividade de lipases e a 

síntese de eicosanóides; b) a regulação de eventos nucleares que controlam a transcrição de 
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genes específicos, incluindo aqueles envolvidos no metabolismo lipídico e da glicose, como é 

o caso do PPARγ2. 

 

1.5.1 - Métodos para avaliação da resistência à insulina (RI) 

Em virtude da associação entre RI e várias desordens metabólicas, técnicas para 

avaliar a SI in vivo vem sendo desenvolvidas ao longo dos anos (GELONEZE e 

TAMBASCIA, 2006). 

Existem vários métodos de avaliação da RI, sendo considerado padrão ouro para 

quantificação da SI o clamp euglicêmico hiperinsulinêmico, proposto por De Fronzo et al. 

(1979), entretanto, sua aplicabilidade em grandes estudos e na prática clínica torna-se inviável 

devido a sua complexidade e alto custo (KATZ et al., 2000; GELONEZE e TAMBASCIA, 

2006). 

Por ser um método simples, a insulinemia de jejum tem sido utilizada em estudos 

epidemiológicos para avaliar a SI, contudo, reflete apenas a sensibilidade hepática, pois não 

considera os tecidos independentes de insulina, como o músculo. Concentrações elevadas de 

insulina indicam resistência à mesma, porém, em diabéticos, valores menores de insulina não 

indicam baixa RI e sim falência na função da célula β-pancreática (KATZ et al., 2000; 

GELONEZE e TAMBASCIA, 2006). 

Segundo Sánchez-Margalet et al. (2002), valores de insulina de jejum inferiores a 9 

µU/mL são considerados normais e maiores que este valor refletem hiperinsulinemia. Neste 

estudo, o grupo de obesos com hiperinsulinemia apresentou valores mais altos de glicose e de 

insulina no sangue, uma e duas horas após a ingestão de glicose, comparado ao grupo de 

obesos normoinsulinêmicos. 
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Em 1985, um novo método de avaliação da RI foi proposto por Matthews et al. 

denominado HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment), baseado na seguinte equação: 

HOMA-IR = insulinemia de jejum (µU/mL) x glicemia de jejum (mmol) /22,5. 

Além de ser uma técnica simples e de fácil aplicação para predizer a RI, o cálculo de 

HOMA-IR demonstrou boa correlação com o método do clamp euglicêmico 

hiperinsulinêmico (MATTHEWS et al., 1985). 

Segundo Shigeta et al. (2001), em indivíduos com sobrepeso ou IMC normal, valores 

de HOMA-IR iguais ou maiores que 2 indicam quadro de RI. Em um estudo realizado com 

brasileiros com síndrome metabólica, valores de HOMA-IR maiores ou iguais a 2,71 foram 

considerados como indicativos de RI (GELONEZE et al., 2005). 

Mais recentemente, Katz et al. (2000) demonstraram que o QUICKI (Quantitative 

Insulin Sensitivity Check Index) constitui um método de avaliação da SI de fácil aplicação, 

onde QUICKI = 1/[log(Io) + log(Go)], sendo Io = insulina em jejum e Go = glicose em jejum. 

Neste método, as concentrações de insulina e de glicose sangüíneas sofrem transformação 

logarítmica para normalizar a grande variabilidade dos resultados (GELONEZE e 

TAMBASCIA, 2006). 

O QUICKI também apresentou alta correlação com o clamp euglicêmico 

hiperinsulinêmico, demonstrando ser um método simples, reprodutível e de fácil aplicação em 

pesquisas clínicas (GELONEZE e TAMBASCIA, 2006). 

Como destacado por Geloneze e Tambascia (2006), embora o clamp euglicêmico 

hiperinsulinêmico forneça a mais pura e reprodutível informação sobre a ação tecidual da 

insulina tanto no fígado como nos tecidos periféricos, métodos simples como o HOMA-IR e o 

QUICKI ganham cada vez mais adeptos na literatura científica mundial, pela facilidade de 

aplicação inclusive na prática clínica. Outros autores afirmam que os melhores índices para a 

avaliação da RI são HOMA e QUICKI (CORRÊA et al., 2007). 
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1.5.2 – PPARγ2 e resistência à insulina (RI) 

 Estudos moleculares que avaliam a RI têm destacado a importância do PPARγ, pois 

este receptor é o alvo celular de drogas como as TZDs, as quais são usadas no tratamento do 

diabetes mellitus por proporcionarem aumento da SI no tecido muscular (SCHWARTZ e 

KAHN, 1999; KANUNFRE, 2002). 

 Alguns estudos mostram que a presença do alelo Ala proporciona efeitos benéficos em 

relação a SI (DEEB et al., 1998; ALTSHULER et al., 2000; MASUGI et al., 2000; 

BUZZETTI et al., 2004; CECIL et al., 2006). Se a ocorrência do polimorfismo está associada 

com menor atividade do gene, os efeitos antidiabéticos das TZDs parecem contraditórios. 

Contudo, diferentemente dos efeitos fisiológicos dos ligantes endógenos do PPARγ, o 

aumento da SI proporcionado por estas drogas pode não estar relacionado apenas às alterações 

ocorridas no metabolismo do TA (DEEB et al., 1998). 

Conforme destacado por Kanunfre (2002), como o tecido muscular apresenta baixa 

expressão do PPARγ, o aumento da sensibilidade muscular à insulina proporcionado por estas 

drogas parece incoerente. Contudo, algumas hipóteses têm sido propostas para explicar este 

fato. A primeira hipótese é que a ação das TZDs ocorre indiretamente, sendo mediada pelo 

TA, o qual apresenta alta expressão do PPARγ. Este efeito ocorreria por meio da expressão de 

moléculas no TA como TNF-α e leptina que seriam capazes de afetar a SI muscular ou pelo 

aumento do clearence de AG pelo TA, induzido pela ativação do PPARγ, que resultaria em 

menor concentração plasmática de AG no músculo, aumentando assim a SI. 

Uma segunda explicação para este fato seria a de que as TZDs possam agir 

diretamente nos tecidos sensíveis à insulina, apesar da baixa expressão do PPARγ, regulando 

a expressão de genes envolvidos com o metabolismo da glicose como o GLUT-4. Contudo, 

são necessários estudos que avaliem se a regulação destes genes é de fato mediada pelo 

PPARγ (KANUNFRE, 2002). 
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Embora a expressão do PPARγ seja bastante reduzida no tecido muscular, Verma et 

al. (2004) verificaram que a inibição da expressão deste gene em células do músculo 

esquelético resultou em RI, além disso, houve envolvimento direto do PPARγ na 

sensibilização da insulina nestas células, pela ação da TZD. 

 Apesar dos benefícios, estas drogas possuem a desvantagem de contribuir para o 

ganho de peso corporal devido ao estimulo para a adipogênese (ROSEN et al., 2000; SOOD 

et al., 2000; LENHARD e GOTTSCHALK, 2002). 

Tendo em vista que a RI é considerada como um ponto chave no desenvolvimento do 

diabetes mellitus tipo 2 (BUZZETTI et al., 2004) e que a ativação do PPARγ leva ao aumento 

da sensibilidade a este hormônio, ligantes naturais como os lipídios dietéticos podem agir de 

forma semelhante às TZDs contribuindo para a redução das complicações associadas com a 

obesidade. 

 Ademais, o polimorfismo no PPARγ2 frente aos fatores ambientais, entre eles a dieta, 

pode refletir em alteração na resposta do organismo em relação ao ganho de peso corporal e a 

SI. 

 

1.6 – Técnica da reação em cadeia da DNA polimerase 

Segundo Molina e Tobo (2004), um dos principais marcos no desenvolvimento dos 

métodos de diagnóstico molecular foi a técnica da reação em cadeia da DNA polimerase 

(PCR), um método de clonagem in vitro proposto por Kary Mullis em 1987. Desde então, 

inúmeros avanços têm ocorrido no campo da biologia molecular. 

 Técnicas de amplificação como PCR, PCR-transcriptase reversa (RT-PCR) e a PCR 

em tempo real permitem analisar os ácidos nucléicos (DNA e RNA) com infinitas aplicações 

em diversas áreas de pesquisa (MOLINA e TOBO, 2004). 
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A técnica de PCR é largamente utilizada e permite a amplificação de uma seqüência 

de interesse contida em uma amostra de ácido desoxirribonucléico (DNA). Nesta reação, 

utiliza-se uma enzima termoestável (DNA polimerase) que, na presença de um par de 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) e dos nucleotídeos que compõem a molécula de DNA, 

amplifica a região de interesse a partir de uma pequena quantidade de DNA (MOLINA e 

TOBO, 2004; NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). 

A amplificação é conduzida em equipamentos chamados termocicladores, que 

permitem repetidos ciclos de temperatura: 94°C para desnaturação do DNA, 45°C a 70°C para 

hibridização dos oligonucleotídeos às seqüências-alvo e 72°C para a síntese do DNA. Ao final 

dos ciclos, o DNA amplificado pode ser visualizado em géis de agarose ou poliacrilamida e 

utilizado para diversos fins (MOLINA e TOBO, 2004). 

O RT-PCR utiliza a enzima transcriptase reversa que é capaz de converter uma 

amostra de RNA em DNA complementar (cDNA), permitindo a amplificação por PCR e 

análises subseqüentes de expressão gênica (MOLINA e TOBO, 2004), permitindo uma 

análise fenotípica. 

A PCR em tempo real é uma inovação tecnológica resultante da PCR que permite que 

a amplificação e a detecção ocorram simultaneamente. A reação ocorre em um sistema 

fechado e específico, composto por termociclador com sistema óptico para o monitoramento 

da fluorescência emitida pelos reagentes de uso exclusivo para este tipo de sistema (MOLINA 

e TOBO, 2004; NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). Esse monitoramento em tempo real é 

possibilitado pela construção da curva de amplificação, ciclo a ciclo. 

A PCR em tempo real permite a quantificação dos ácidos nucléicos com maior 

reprodutibilidade, uma vez que os parâmetros que permitirão as análises quantitativas são 

determinados durante a fase exponencial da reação (NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). 
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 Os sistemas de PCR em tempo real utilizam fluoróforos, que são moléculas que 

absorvem e emitem luz em um comprimento de onda específico, permitindo o 

acompanhamento das reações ao longo dos ciclos. A fluorescência emitida em resposta a 

síntese do produto de amplificação é detectada em tempo real. O aumento desse produto nos 

ciclos iniciais é pouco significativo (representado no gráfico como linhas pontilhadas). Com o 

progresso da reação, pode se observar um aumento do sinal emitido (fase exponencial, 

representada por linhas cheias). Quando esse aumento da fluorescência passa a ser 

estatisticamente significativo, atinge-se o nível threshold (linha limite), o ciclo da reação de 

PCR correspondente é chamado ciclo threshold (CT) (NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). 

Os fluoróforos podem estar ligados a sondas ou intercalados na dupla fita do DNA 

amplificado (SYBR® Green). As sondas são seqüências de DNA que se ligam à região central 

da seqüência-alvo, aumentando a seletividade do método. Os sistemas de detecção que 

utilizam sondas são Molecular beacons, sondas FRET, Scorpions e sondas TaqMan® 

(NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). 

A sonda TaqMan® possui em sua extremidade 5´ um fluoróforo (repórter) e um 

supressor na extremidade 3´. O supressor é uma molécula que absorve a energia emitida pelo 

repórter, dissipando-a sob a forma de luz ou calor (NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). 

Durante a PCR em tempo real esta sonda hibridiza-se com a seqüência alvo para 

amplificação e a fluorescência do repórter é absorvida pelo supressor, entretanto, durante a 

amplificação, a sonda TaqMan® é degradada devido a atividade de exonuclease 5’ → 3’ da 

Taq DNA polimerase, separando o repórter do supressor durante a extensão. Esta separação 

resulta num aumento da intensidade da fluorescência, que é detectada pelo sistema óptico, 

permitindo a construção das curvas de amplificação que são visualizadas através de um 

computador acoplado ao termociclador (SOLINAS et al., 2002; NOVAIS e PIRES-ALVES, 

2004). 
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Os dois métodos mais utilizados para analisar dados da PCR em tempo real são a 

quantificação absoluta (QA) e a quantificação relativa (QR). A QA determina o número de 

cópias existente, geralmente relacionado o sinal da PCR para uma curva padrão (LIVAK & 

SCHMITTGEN, 2001; APPLIED BIOSYSTEMS, 2004). 

O método de QR avalia a alteração na expressão de seqüências de ácidos nucléicos 

(alvo) em uma amostra teste relativa à mesma seqüência da amostra utilizada como 

calibrador. O calibrador é definido pelo usuário, podendo ser um controle não tratado ou uma 

amostra no tempo zero em estudos de tempo percorrido (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001; 

APPLIED BIOSYSTEMS, 2004). 

A QR é comumente utilizada para comparar níveis de expressão de alelos selvagens 

com alelos mutados ou níveis de expressão de genes em diferentes tecidos. Este método 

permite a comparação precisa entre o nível inicial de template em cada amostra, sem requerer 

a cópia exata do número de template. Além disso, os níveis relativos de template nas amostras 

podem ser determinados sem o uso de curvas padrões (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004). 
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2 – Justificativa 

Sabe-se da importância dos fatores genéticos, particularmente do PPARγ2 no 

metabolismo lipídico e na SI, deste modo, alterações na adiposidade corporal e na ingestão 

dietética, particularmente de lipídios, poderá influenciar na capacidade do gene de regular a 

insulinemia e glicemia. 

Poucos estudos têm avaliado a expressão e regulação deste receptor em modelos 

experimentais de obesidade, especialmente em tecidos humanos. 

Estudos recentes demonstraram que a expressão gênica do PPARγ pode ser regulada 

nutricionalmente, seja pela secreção de insulina (VIDAL-PUIG et al., 1996, 1997; 

RIEUSSET et al., 1999), pelo jejum ou ingestão alimentar (VIDAL-PUIG et al., 1996) e até 

mesmo pela restrição calórica (VIDAL-PUIG et al., 1997). 

Várias pesquisas têm analisado os efeitos de seus ligantes sintéticos, porém, apesar da 

regulação nutricional já constatada, pouco se sabe a cerca das alterações na expressão 

provocadas por ligantes naturais em curto e em longo prazo. Dentre estes agonistas, os AGPI 

são considerados candidatos potenciais para a regulação transcricional do PPARγ2 

(CHAMBRIER et al., 2002). 

O estudo das interações gene-ambiente torna-se relevante devido às evidências de que 

o ambiente pode modificar a ação de determinados genes, assim como mutações e 

polimorfismos de alguns genes podem resultar em diferentes respostas às intervenções 

ambientais. Diante disto, sugere-se que a expressão do gene que codifica o PPARγ2 possa 

modificar-se, dependendo do lipídio dietético ingerido. 

Também sugerimos que variações na qualidade do lipídio dietético poderão influenciar 

na resposta glicêmica, dependendo da massa corporal e da ingestão habitual de lipídios. 

A RI é uma das principais complicações da obesidade, a qual pode resultar em 

modificações fisiológicas importantes e predispor a doenças crônicas não-transmissíveis como 
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o diabetes mellitus tipo 2 e as doenças cardiovasculares. Sabendo-se que a ativação do 

PPARγ2 leva ao aumento da SI, a presente pesquisa visou propor alternativas de dietas com 

perfil lipídico modificado que favoreçam a sensibilidade a este hormônio. 

Houve um progresso científico em torno dos mecanismos de ação da insulina, no 

entanto, torna-se necessário elucidar as alterações moleculares que propiciam a sensibilidade 

a este hormônio, bem como as interações entre os genes e o ambiente. Estudos nesta área 

poderão ser úteis na prevenção de doenças crônicas não transmissíveis associadas à obesidade 

e no desenvolvimento de uma abordagem terapêutica individualizada e, portanto, mais eficaz. 

Vale à pena salientar que estudos com indivíduos com obesidade avançada, como se 

propõe no presente estudo, são escassos e difíceis de serem conduzidos devido à própria 

limitação do excesso de adiposidade. 

Os efeitos dos fatores ambientais nos parâmetros destacados neste estudo são 

amplamente discutidos na literatura científica, porém estudos de intervenção que envolvam 

parâmetros moleculares são escassos. Considerando que o gene PPARγ2 é expresso em altos 

níveis no tecido adiposo, torna-se extremamente difícil o estudo das interações gene-ambiente 

como se propõe no presente trabalho. Certamente, a possibilidade de se analisar materiais 

mais acessíveis, como o sangue, permitiriam o desenvolvimento de pesquisas envolvendo 

expressão gênica em humanos submetidos à intervenção. 
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3 - Objetivos: 

 

3.1 - Geral 

Avaliar os efeitos do genótipo Pro12Pro no gene PPARγ2 e dos ácidos graxos 

polinsaturados (AGPI) na resistência à insulina (RI), insulinemia e glicemia, bem como 

analisar a expressão do gene em sangue de mulheres obesas de grau 3. 

 

3.2 – Específicos 

- Realizar a genotipagem de mulheres obesas grau 3 em relação ao gene PPARγ2; 

- Comparar os parâmetros antropométricos e bioquímicos de acordo com a massa corporal;  

- Associar a massa corporal com a RI, e com a glicemia e insulinemia após dieta rica em 

AGPI; 

- Avaliar os parâmetros antropométricos e bioquímicos segundo a ingestão habitual de 

lipídios; 

- Relacionar a ingestão habitual de lipídios qualitativa e quantitativa com a RI, e com a 

glicemia e insulinemia após dieta rica em AGPI; 

- Correlacionar a ingestão habitual de lipídios qualitativa e quantitativa com o IMC, RI, 

glicemia e insulinemia; 

- Investigar o efeito do tratamento com DNase no RNA total isolado a partir de amostras de 

sangue na expressão do gene; 

- Verificar o efeito da concentração de RNA total na expressão do gene em amostras de 

sangue; 

- Comparar a análise de expressão do gene em amostras de sangue e de tecido adiposo 

fresco e congelado, a partir de diferentes concentrações de RNA total. 
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4 – Casuística, resultados e discussão 

 Serão apresentados sob a forma de artigos científicos intitulados: “Índice de massa 

corporal e lipídios dietéticos: efeitos na insulinemia e glicemia de mulheres obesas de 

grau 3 com o genótipo Pro12Pro no gene PPARγ2” e “Avaliação da expressão do gene 

PPARγ2 em sangue de mulheres obesas de grau 3 em jejum e pós-prandial”, 

apresentados a seguir. 
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ÍNDICE DE MASSA CORPORAL E LIPÍDIOS DIETÉTICOS: EFEITOS NA 

INSULINEMIA E GLICEMIA DE MULHERES OBESAS DE GRAU 3 COM O 

GENÓTIPO PRO12PRO NO GENE PPARγ2 

Quadro 1 – Condições experimentais para a detecção do genótipo Pro12Pro. 
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RESUMO 
___________________________________________________________________________ 
Objetivos: Avaliar os efeitos da massa corporal, determinada pelo índice de massa corporal 

(IMC), e dos lipídios dietéticos na resistência à insulina (RI), insulinemia e glicemia, em 

mulheres obesas de grau 3, com o genótipo Pro12Pro no gene PPARγ2. Métodos: A amostra 

foi composta por 25 mulheres adultas, obesas de grau 3 (IMC > 40 kg/m2) com o genótipo 

Pro12Pro no gene (PCR-RFLP - reação em cadeia da DNA polimerase, seguida da análise do 

polimorfismo pelo comprimento dos fragmentos de restrição). As mulheres foram divididas 

em grupos de acordo com a massa corporal (G1: IMC 40 - 45 kg/m2, n=17 e G2: IMC > 45 

kg/m2, n=8) e a ingestão habitual de lipídios totais (IHLT) (GA: IHLT < 30% VET, n=5 e 

GB: IHLT > 30% VET, n=20). A ingestão alimentar habitual foi determinada pela análise da 

composição química de registro alimentar de 3 dias, por meio do programa Food Processor 

versão 12. Realizou-se um estudo transversal de intervenção, no qual foi oferecido um 

desjejum (15-20% VET) rico em AGPI (cerca de 15% VET oferecido) da série n-6. Foram 

realizadas análises bioquímicas (glicose plasmática, insulina sérica, triglicerídios, colesterol 

total e frações) e antropométricas (peso, estatura e circunferência da cintura) em jejum, e 

dosagem de glicose e insulina pós-prandiais. Utilizou-se o cálculo de HOMA-IR 

(Homeostasis Model Assessment) e QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) 

para avaliação da RI e sensibilidade à insulina (SI). Resultados: Na PCR-RFLP foram 

gerados fragmentos com 267 pb, caracterizando o genótipo Pro12Pro. As mulheres com maior 

massa corporal (G2) apresentaram glicemia de jejum alterada (101,6+22,1 mg/dL), baixa SI 

(QUICKI = 0,32+0,03) e RI mais elevada (HOMA-IR = 3,6+1,8 e 3,2+2,2, em G2 e G1, 

respectivamente). Os valores de glicemia pós-prandial encontravam-se normais, porém, 

observou-se maior pico de insulina 1 hora após a refeição teste (82,2+53 µU/mL) em G2, 

comparado com G1 (61,2+46,6 µU/mL). O grupo com IHLT adequada (GA) apresentou 

valores normais de HOMA-IR (2,3+0,7) e QUICKI (0,34+0,02). Entretanto, no grupo com 

IHLT excessiva (GB), se observou valores maiores (p < 0,05) de IMC e HOMA-IR, e de 

glicose e insulina em todos os tempos de coleta. Verificou-se ingestão mais elevada e 

significativa (p < 0,05) de ácidos graxos saturados (AGS) e monoinsaturados (AGMI) em GB, 

havendo correlação positiva entre a IHLT (%) e estes tipos de lipídios. Ainda em GB, a IHLT 

(%) se correlacionou negativamente com a insulina de jejum e a ingestão de AGMI (%) 

apresentou correlação negativa com glicemia e insulinemia de jejum, além de correlação 

positiva com QUICKI. Conclusões: As mulheres com maior massa corporal demonstraram 

maior RI, o que sugere diferenças metabólicas importantes entre os grupos compostos por 
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obesas de grau 3. A ingestão excessiva de lipídios e de AGS contribuiu para o aumento da 

massa corporal e RI. Contudo, a ingestão de AGMI pode ter reduzido o impacto da dieta 

hiperlipídica no metabolismo da glicose. Sugere-se que mulheres obesas sem o polimorfismo 

no gene PPARγ2 evitem a ingestão excessiva de lipídios, principalmente de AGS, priorizando 

a ingestão de gorduras insaturadas, especialmente AGMI, com o objetivo de evitar o ganho de 

peso e melhorar a SI. 

_________________________________________________________________________ 

Palavras-chave: Obesidade de grau 3; resistência à insulina; PPARγ2 e lipídios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 34

INTRODUÇÃO 

A obesidade é considerada como um dos mais graves problemas de saúde pública que 

vem crescendo acentuadamente em todo do mundo. Esta enfermidade vem sobrecarregando 

os serviços de saúde com uma demanda crescente para o tratamento de outras doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT), como diabetes mellitus tipo 2 e doenças 

cardiovasculares (Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007). 

É uma doença complexa, de origem multifatorial, com forte influência de fatores 

hereditários e ambientais (PÉRUSSE e BOUCHARD, 2000; FROGUEL e BOUTIN, 2001; 

MARQUES-LOPES et al., 2004; CECIL et al., 2006; FAROOQI e O’RAHILLY, 2007). 

Embora tenha caráter poligênico (FROGUEL e BOUTIN, 2001; CECIL et al., 2006; 

FAROOQI e O’RAHILLY, 2007), diversos estudos têm enfatizado a contribuição significante 

do fator de transcrição adipogênico receptor ativado pela proliferação de peroxissomas, 

isoforma γ, série 2 (PPARγ2). 

 Os PPARs fazem parte de uma superfamília de receptores hormonais nucleares 

(GROMMES et al., 2004), constituindo uma sub-família de três isoformas: PPARα, PPARγ e 

PPARβ/δ, as quais exercem funções essenciais na regulação do metabolismo lipídico 

(VIDAL-PUIG et al., 1996; KANUNFRE, 2002; GROMMES et al., 2004). 

O PPARγ está presente em três subtipos (γ1, γ2 e γ3), os quais são expressos em 

diferentes tecidos (KANUNFRE, 2002; MUELLER et al., 2002). 

A expressão do PPARγ2 ocorre principalmente no tecido adiposo (TA) (VIDAL-PUIG 

et al., 1996; AUBOEUF et al., 1997; RIEUSSET et al., 1999; CHAMBRIER et al., 2002), 

estando este relacionado a adipogênese (VIDAL-PUIG et al., 1996; KUBOTA et al., 1999; 

KERSTEN et al., 2000; MEIRHAEGHE et al., 2000; JONES et al., 2005; CECIL et al., 

2006) e à sensibilidade à insulina (SI) (DEEB et al., 1998; KUBOTA et al., 1999; 
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MEIRHAEGHE et al., 2000; PIHLAJAMAKI et al., 2000; ZEGHARI et al., 2000; 

STUMVOLL et al., 2001; VERMA et al., 2004). 

Para que possam agir nos genes alvos, estes fatores de transcrição precisam ser 

ativados por ligantes naturais, que incluem ácidos graxos polinsaturados (AGPI) de cadeia 

longa, derivados de eicosanóides e lipídios oxidados ou mesmo ligantes sintéticos, incluindo 

drogas hipolipidemiantes e antidiabéticas, como as tiazolidinedionas (TZDs), que possuem 

alta afinidade pelo PPARγ (KERSTEN et al., 2000; ROSEN et al., 2000; KANUNFRE, 2002; 

GROMMES et al., 2004; PÉGORIER et al., 2004). 

 Variantes genéticos do PPARγ2 têm sido identificados, entre estes, o polimorfismo 

Pro12Ala, caracterizado pela substituição do aminoácido prolina pela alanina na posição 12 

(Pro12Ala e Ala12Ala) (BUZZETTI et al., 2004). 

Diversos estudos vêm sendo conduzidos a fim de elucidar os efeitos do genótipo 

selvagem (Pro12Pro), bem como do alelo variante Ala no gene PPARγ2, entretanto, os 

resultados permanecem sem consenso. 

Na presença do genótipo homozigoto Pro12, a ativação do gene por agonistas associa-

se com a expressão de enzimas envolvidas na captação e no transporte de ácidos graxos, 

levando ao aumento na adipogênese e redução das concentrações de ácidos graxos livres 

plasmáticos. Como resultado, há menor acúmulo de gorduras no fígado e nos tecidos 

musculares, favorecendo a SI nestes tecidos (ANAYA e ARIZA, 2004). Todavia, em 

portadores do alelo Ala, há menor afinidade do complexo ligante-PPARγ com o PPRE dos 

genes alvos (ROBITAILLE, et al., 2003), o que pode levar a um estímulo menos eficaz e, 

conseqüentemente, menor acúmulo de TA (DEEB et al., 1998). 

A resistência à insulina (RI) caracteriza-se pela diminuição da eficácia do hormônio 

em estimular a captação de glicose no músculo esquelético e no TA (CARPENTIER et al., 

2006). Esta morbidade predispõe o indivíduo a diversas DCNT, incluindo hipertensão arterial 
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sistêmica, diabetes mellitus do tipo 2, dislipidemias, cardiopatia isquêmica, além de propiciar 

maior atividade aterogênica generalizada. Dentre os fatores etiológicos para RI, destaca-se o 

excesso de gordura corporal, em especial a do tipo visceral (Documento do Consenso Latino-

americano sobre Obesidade, 1999; Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007). 

A RI também pode ser desencadeada por fatores nutricionais, independentemente de 

seus efeitos no peso corporal, principalmente pela elevada ingestão de lipídios 

(LICHTENSTEIN & SCHWAB, 2000; BISSCHOP et al., 2001). 

Os ácidos graxos saturados (AGS) contribuem para o excesso de peso, devido à baixa 

capacidade oxidativa e aumento da expressão de genes envolvidos na proliferação dos 

adipócitos, ademais, estão diretamente relacionados ao desenvolvimento de RI. Por outro 

lado, os ácidos graxos insaturados favorecem a SI (LICHTENSTEIN & SCHWAB, 2000; 

STORLIEN et al., 2000; WHO, 2003; RICCARDI et al., 2004; PÉREZ-MATUTE et al., 

2007). 

O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos da massa corporal, 

determinada pelo índice de massa corporal (IMC), e dos lipídios dietéticos na RI, insulinemia 

e glicemia, em mulheres obesas de grau 3, com o genótipo Pro12Pro no gene PPARγ2. 

Sabendo-se que a ativação do PPARγ2 leva ao aumento da SI, a presente pesquisa visa, dentre 

outros, propor alternativas de dietas com perfil lipídico modificado que favoreçam a 

sensibilidade a este hormônio. 
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CASUÍSTICA 

População 

Foi realizado um estudo transversal de intervenção não randomizado e não controlado 

com 25 mulheres adultas (22 a 48 anos) obesas de grau 3. 

A amostra foi recrutada por meio de cartazes expostos em dois hospitais públicos e em 

um campus universitário, localizados no município do Rio de Janeiro. 

O protocolo do estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), sendo 

aprovado em 26/09/2005 (protocolo de pesquisa nº 116/05) (Anexo I). O projeto encontra-se 

cadastrado no CONEP (CAAE – 0832.0.000.197-05). 

Todas as voluntárias assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) antes de iniciarem a pesquisa, segundo a Resolução 196/96 (Anexo II). 

Como critérios de inclusão considerou-se as mulheres adultas com história familiar de 

obesidade, no período pré-menopausa, com índice de massa corporal (IMC) igual ou superior 

a 40 kg/m2 (WHO, 1998). 

Foram considerados como critérios de exclusão o tabagismo, diagnóstico prévio de 

doença renal crônica, doenças infecciosas, diabetes mellitus e/ou outras doenças crônicas não 

transmissíveis (exceto obesidade), gestação, lactação, uso de fármacos para perda de peso 

e/ou hipolipemiantes, pacientes em dieta especial ou que apresentaram perda de peso superior 

a 3 kg no último mês. Ademais, foram excluídas do estudo as voluntárias que não foram 

capazes de seguir o protocolo proposto. 

 

DESENHO DO ESTUDO 

  O esquema geral de condução do estudo encontra-se na Figura 1. 
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TCLE = Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

CC = Circunferência da cintura 

VET = Valor Energético Total 

 

Figura 1. Esquema geral de realização do estudo. 

 

Primeira consulta 

A primeira consulta foi realizada no Laboratório de Avaliação Nutricional 

(LANUTRI) do Instituto de Nutrição Josué de castro (INJC) da UFRJ. 

Após esclarecimentos a cerca da pesquisa, bem como assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foi aplicado o questionário para o levantamento 

de informações gerais das voluntárias (Anexo III). 

A avaliação antropométrica incluiu as variáveis peso corporal e estatura, as quais 

permitiram verificar se a voluntária atendia ao critério de inclusão (IMC igual ou superior a 

40 kg/m2), além de embasarem o cálculo do valor energético total (VET) da refeição teste. 

Também foi avaliada a circunferência da cintura (CC). 

A fim de aumentar a acurácia e precisão quantitativa e qualitativa da avaliação dos 

hábitos alimentares, foi solicitado que as voluntárias preenchessem registro alimentar de 3 

dias, sendo dois dias típicos e um atípico (final de semana ou feriado). Foram fornecidos 

1ª Consulta

Esclarecimentos sobre a 
pesquisa

Assinatura do TCLE

Questionário de dados gerais

Avaliação antropométrica
(peso, estatura e CC)                  

Registro alimentar

Cálculo VET dieta teste
2ª Consulta

Verificação do registro alimentar

Ensaio clínico:

Coleta de sangue após jejum noturno de 12 horas 
(análises bioquímicas: glicose, insulina, triglicerídios, 
colesterol total e fraçõs; genotipagem PPARγ2)

Administração oral da dieta teste rica em AGPI

Coleta de sangue 1 hora após ingestão da dieta 
(análises bioquímicas: glicose e insulina)

Coleta de sangue 2 horas após ingestão da dieta 
(análises bioquímicas: glicose e insulina)
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formulários, além de orientações para o preenchimento dos mesmos, os quais foram 

devolvidos na segunda consulta (Anexo IV). 

A análise da composição química dos registros dietéticos foi feita por meio do 

programa computacional Food Processor versão 12 (Esha Research, Salem, EUA, 1984), 

após adaptação dos alimentos à realidade brasileira. 

 

Segunda consulta 

Na segunda consulta, as voluntárias se apresentaram ao Laboratório de Análises 

Clínicas da Faculdade de Farmácia (LACFAR) da UFRJ às 7h, após jejum noturno de 12 

horas. 

Para avaliação do efeito agudo da dieta foi realizado ensaio clínico, conforme 

representado na Figura 1. 

As amostras de sangue para avaliações bioquímicas (colesterol total e frações, 

triglicerídios, glicose e insulina) e para a análise molecular (polimorfismo do gene PPARγ2) 

foram coletadas no LACFAR da UFRJ, por pessoal devidamente treinado e com materiais 

descartáveis. 

Na primeira coleta em jejum, foram coletadas quatro alíquotas de sangue para cada 

voluntária, sendo 5 mL em um tubo com anticoagulante ácido dietiltetraaminoacético (EDTA) 

(Vacutainer, Becton Dickinson) destinado à análise molecular, 5 mL em um tubo com 

anticoagulante Fluoreto (Vacuum II Fluoreto de Sódio) para análise da glicose plasmática e 

dois tubos sem anticoagulante (Vacuum II Siliconizado), nos volumes de 10 mL cada. 

Os tubos sem anticoagulante contendo sangue foram submetidos à centrifugação a 

3.500 rpm por 10 minutos (Centrífuga Excelsa Baby II - FANEM®) para a obtenção de soro. 

As alíquotas de soro destinadas à dosagem de triglicerídios, colesterol total e HDL-colesterol 
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foram mantidas sob refrigeração até o momento da análise. As demais amostras de soro foram 

estocadas a -20ºC até a análise da concentração sérica de insulina. 

Após a primeira coleta, foi administrada por via oral a refeição rica em AGPI da série 

n-6. Nos tempos 60 e 120 minutos após a ingestão da dieta foram coletadas novas amostras de 

sangue para a avaliação da glicose plasmática (5 mL em um tubo com anticoagulante Fluoreto 

de Sódio) e insulina sérica (10 mL em um tubo sem anticoagulante). Nos intervalos entre as 

coletas foi realizada a verificação dos registros alimentares. 

Imediatamente após a primeira coleta de sangue (jejum), os tubos com EDTA 

contendo uma alíquota de sangue (5 mL) foram acondicionados em caixa de isopor contendo 

gelo e levados até o Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do Schistosoma 

mansoni – UFRJ/CCS para a realização da análise molecular. 

No que se refere ao efeito agudo da refeição rica em AGPI, as voluntárias (n=25) 

foram divididas em dois grupos de acordo com o IMC, sendo o Grupo 1 formado por 

mulheres com IMC entre 40 e 45 kg/m2 (n=17) e o Grupo 2 por mulheres com IMC igual ou 

maior que 45 kg/m2 (n=8). 

Ainda em relação ao efeito agudo da refeição teste, as voluntárias foram redistribuídas 

conforme a ingestão habitual de lipídios, baseando-se nos registros alimentares: 

Grupo A – ingestão de lipídios totais até 30% do VET (n=5) 

Grupo B – ingestão de lipídios totais maior que 30% do VET (n=20) 

 

AVALIAÇÃO ANTROPOMÉTRICA 

As avaliações antropométricas foram realizadas no LANUTRI. Foram verificados 

peso e estatura segundo Gibson (1990), utilizando-se balança antropométrica digital do tipo 

plataforma (Filizola®), com precisão de 100 g e capacidade máxima de 150 kg, além de 

estadiômetro da própria balança antropométrica com escala de 0,1cm. As voluntárias foram 
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pesadas com o mínimo de vestimentas possível e descalças. Com base nestas variáveis era 

feito o cálculo do IMC (Peso / Estatura2) (WHO, 1995). 

Para a mensuração da CC utilizou-se fita métrica inestensiva e inelástica. A CC foi 

aferida no ponto médio entre a última costela e a crista ilíaca (Documento do Consenso 

Latino-americano sobre Obesidade, 1999). 

 

AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA 

Todas as coletas de sangue foram realizadas no LACFAR da UFRJ. Conforme acordo 

técnico, este laboratório analisou as concentrações de colesterol total e frações, glicose e 

triglicerídios. A insulina sérica foi analisada no laboratório da Associação dos pais e amigos 

dos excepcionais (APAE). 

 

Avaliação do perfil lipídico 

O colesterol total e frações e os triglicerídios foram analisados para determinar o perfil 

lipídico da população estudada. 

Os valores de referência utilizados para triglicerídios (< 150 mg/dL), colesterol total 

(< 200 mg/dL), HDL-colesterol (> 60 mg/dL) e LDL-colesterol (< 130 mg/dL) foram àqueles 

propostos pelas III Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevenção da 

Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia 

(2001). 

 

Triglicerídios séricos 

Os triglicerídios séricos foram determinados por sistema enzimático-colorimétrico 

com auxílio do kit TRIGLICÉRIDES Liquiform (Labtest Diagnóstica S.A., Brasil, Cat. 87), 

segundo McGowan (1983). 
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Os triglicerídios do soro são hidrolisados pela lipase lipoprotéica, produzindo glicerol 

livre que é fosforilado pela glicerolquinase. O produto da fosforilação sofre a ação da glicerol-

fosfato-oxidase que, na presença de oxigênio, produz peróxido de hidrogênio (H2O2). O H2O2, 

sob a ação da peroxidase em presença de 4-clorofenol e 4-aminoantipirina, produz um 

composto róseo-avermelhado (quinoneimina), com máximo de absorção em 505 nm. 

 

Colesterol total sérico 

As concentrações séricas de colesterol total foram analisadas por método enzimático, 

por meio do kit comercial COLESTEROL Liquiform (Labtest Diagnóstica S.A., Brasil, Cat. 

76), segundo Richmond (1973). 

Na técnica empregada, os ésteres de colesterol da amostra são hidrolisados pela 

enzima colesterol esterase produzindo colesterol livre que, na presença da colesterol oxidase e 

de oxigênio, produz H2O2. O H2O2, na presença de fenol e 4-aminoantipirina sofre ação da 

peroxidase, produzindo um composto róseo-avermelhado (antipirilquinonimina), com 

máximo de absorção em 500 nm. 

 

HDL-colesterol 

As concentrações séricas de lipoproteína de alta densidade (HDL-colesterol) foram 

determinadas por método enzimático-colorimétrico, segundo Kostner et al. (1979), utilizando-

se o kit comercial COLESTEROL HDL (Labtest Diagnóstica S.A., Brasil, Cat. 13). 

Nesse método, a mistura de ácido fosfotúngstico e cloreto de magnésio precipita as 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL-colesterol) e as lipoproteínas de muito baixa 

densidade (VLDL-colesterol), sem alterar a solubilidade do HDL-colesterol. Após a 

precipitação, a solução é submetida ao processo de centrifugação, sendo recolhido o líquido 

sobrenadante que contém a fração HDL cujo conteúdo é determinado enzimaticamente. 
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LDL-colesterol e VLDL-colesterol  

As concentrações de LDL e de VLDL foram calculadas com base na equação de 

Friedwald (1972), que é exata para amostras cujas concentrações de triglicérides não 

ultrapassem 400 mg/dL. 

Equação de Friedwald: 

VLDL (mg/dL) = triglicérides / 5 

LDL (mg/dL) = colesterol total – (HDL + VLDL) 

 

Avaliação da glicemia e insulinemia 

As concentrações de glicose plasmática e de insulina sérica foram analisadas em 

jejum, 60 e 120 minutos após a ingestão da refeição teste. 

 

Glicose plasmática 

A determinação da glicose foi realizada pelo método enzimático-colorimétrico (GOD-

POD) (LOTT & TURNER, 1975), utilizando-se o kit comercial GLICOSE PAP Liquiform 

(Labtest Diagnóstica S.A., Brasil, Cat. 84). 

Nessa análise, a glicose da amostra, na presença de oxigênio e água, sofre ação da 

enzima glicose oxidase, produzindo ácido glucônico e peróxido de hidrogênio (H2O2). O 

H2O2 reage com 4-aminoantipirina e fenol, que sofre ação da enzima peroxidase, produzindo 

uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade da cor é proporcional à concentração de 

glicose presente na amostra (LOTT & TURNER, 1975). 

Os valores de referência utilizados para a glicemia seguiram as recomendações da 

Associação Americana de Diabetes (ADA, 2007): 

• Glicose plasmática de jejum < 100 mg/dL = normal 

• Glicose plasmática de jejum entre 100 e 125 mg/dL = glicose de jejum alterada 



 44

• Glicose plasmática de jejum > 126 mg/dL = suspeita de diabetes mellitus  

• Glicose 2 horas pós prandial entre 140 e 199 mg/dL = intolerância à glicose 

 

Insulina sérica 

Para a determinação da insulina sérica foi realizada a técnica de radioimunoensaio 

(RIA), utilizando-se a insulina COAT-A-COUNT® (Diagnostic Products Corporation®, 

USA). 

Nesse método, a insulina marcada com iodo 125I compete, por um período fixo de 

tempo, com a insulina da amostra pelos sítios específicos do anticorpo anti-insulina. Em razão 

do anticorpo estar imobilizado na parede do tubo de polipropileno, uma simples decantação 

do sobrenadante é suficiente para finalizar a competição e isolar a fração de insulina 

radiomarcada ligada ao anticorpo (REEVES, 1983). A determinação da radioatividade foi 

feita em contador GAMMA. Os resultados da insulina sérica foram expressos como µIU/mL 

que equivale à µU/mL. 

 

Avaliação da resistência à insulina (RI) 

Inicialmente, as voluntárias foram classificadas como normoinsulinêmicas (insulina de 

jejum < 9 µU/mL) ou hiperinsulinêmicas (insulina de jejum > 9 µU/mL) (SÁNCHEZ-

MARGALET et al., 2002). 

A RI foi estimada utilizando-se o cálculo de HOMA-IR (Homeostasis Model 

Assessment) segundo Matthews et al. (1985): 

HOMA-IR = nível sérico de insulina em jejum (µU/mL) x glicose em jejum (mmol/L) / 22,5 

Considerou-se como quadro de RI valores de HOMA-IR ≥ 2,71 (GELONEZE et al, 

2005). 
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Além do HOMA-IR foi utilizado o cálculo de QUICKI (Quantitative Insulin 

Sensitivity Check Index) para avaliar a sensibilidade à insulina (SI), conforme proposto por 

Katz et al. (2000): 

QUICKI = 1/[log(Io) + log(Go)] 

Onde: Io = insulina em jejum e Go = glicose em jejum. 

Para a classificação dos valores de QUICKI, foi utilizado o valor de referência 

sugerido por Bonneau et al. (2006), sendo considerado como baixa SI valores inferiores a 

0,33. 

 

GENOTIPAGEM PARA O GENE PPARγ2 

A análise molecular foi realizada no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular 

do Schistosoma mansoni. 

 

Extração do DNA 

 As amostras de DNA genômico foram isolados a partir de amostras de sangue integral 

utilizando-se o kit comercial MasterPureTM Genomic DNA Purification Kit (EPICENTRE® 

Biotechnologies, Cat. MG71100), conforme protocolo proposto pelo fabricante. 

As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até a etapa subseqüente. 

 

Amplificação e digestão das amostras de DNA 

As condições experimentais utilizadas na amplificação do gene PPARγ2 e na detecção 

do alelos Pro12Pro, Pro12Ala e Ala12Ala, por meio da ação da enzima de restrição Bst UI 

constam no Quadro 1. 
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Quadro 1 – Condições experimentais para a detecção do genótipo Pro12Pro. 
PCR Digestão enzimática 

Nº de acesso no GenBank: AB005520 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 

Enzima de restrição: 
Bst UI (New England Biolabs, Inc.) 

Genotipagem: 
Códon 12: CCG (Pro) ou GCG (Ala) 

Local da digestão: 
CG / CG 

Primers: 
Exon 1 
Sense 5´ GCC AAT TCA AGC CCA GTC 3´ (18 nucleotídeos) 
Antisense 5´ GCC ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA GTG 
AAG GAA TCG CTT TCC G  3´  (43 nucleotídeos) 

Condições experimentais: 
Temperatura de digestão: 60º C 
Tempo: 180 minutos 
[Enzima]: 6 U 

Condições experimentais: 
Temperatura de anelamento: 59º C 
Temperatura e tempo de desnaturação: 95oC/5 min. 
Temperatura e tempo de extensão: 72oC/30 seg. 
Nº de ciclos: 35 

Fragmentos gerados: 
Pro12Pro: 267 pb 
Pro12Ala: 267, 224, 43 pb 
Ala12Ala: 224, 43 pb. 

Fragmento gerado: 
267 pb 

 

 Adaptado de Rosado (2006). 

 

As amostras de DNA isoladas foram amplificadas por meio da técnica de PCR (reação 

em cadeia da DNA polimerase), sendo utilizado um par de iniciadores: sense (5’- GCC AAT 

TCA AGC CCA GTC - 3’) e antisense (5’- GCC ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA 

GTG AAG GAA TCG CTT TCC G - 3’) (GEN BANK DNA, 2003). 

A mistura de reação para a PCR continha 10 µM de cada iniciador, 45 µL de PCR 

Supermix (InvitrogenTM, Cat. 10572-114. Componentes: 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55 mM 

KCl, 1.65 mM MgCl2, 220 µM dGTP, 220 µM dATP, 220 µM dTTP, 220 µM dCTP, 22 U 

Taq DNA polimerase recombinante/mL e estabilizadores) e 1 µL de DNA genômico, em um 

volume final de 50 µL. 

As condições para amplificação incluíram uma desnaturação inicial a 95ºC por 5 

minutos, 35 ciclos de amplificação (95ºC de desnaturação por 30 segundos, 59ºC de 

anelamento por 30 segundos e 72ºC de extensão por 30 segundos), seguidos por 10 minutos 

de extensão a 72ºC. As reações foram realizadas em um termociclador Gene Amp® PCR 

System 9700 (Applied Biosystems®, EUA). 

Uma alíquota de 10 µL do produto da PCR foi misturada a 2 µL de tampão de corrida 

Blue JuiceTM Gel Loading Buffer 10X (InvitrogenTM) e submetido à eletroforese em gel de 



 47

agarose a 1,5%, corado com brometo de etídio na quantidade de 1 µL para um gel contendo 

100 mL de TBE 1X (0,892M Tris-HCl; 0,019M EDTA; 0,889M ácido bórico). 

A eletroforese foi realizada para confirmação da amplificação, em cuba horizontal 

(Horizon® 58, Life TechnologiesTM) a 100V por cerca de 40 minutos, usando-se como tampão 

de corrida TBE 1X. A amplificação gerou um fragmento de 267 pares de bases (pb). 

Os géis foram visualizados por meio da incidência de radiação ultravioleta em câmara 

escura equipada com transluminador (DigiDoc-ItTM Darkroom, P/N 76-0311-01, UVP, USA) e 

câmera digital (Canon PC 1089) acoplada a um microcomputador dotado de software para 

captura de imagens. 

Posteriormente, 10 µL do material amplificado foi digerido com 6 unidades da enzima 

de restrição Bst UI (New England Biolabs, Inc.), em tampão apropriado (NE Buffer 2, New 

England Biolabs, Inc.), a 60ºC por 3 horas. 

Os fragmentos gerados foram visualizados em géis de agarose a 2%, corados com 

brometo de etídio na quantidade de 1 µL para um gel contendo 100 mL de TBE 1X. A 

eletroforese foi realizada em cuba horizontal (Horizon® 58, Life TechnologiesTM) a 100V por 

cerca de 40 minutos, utilizando-se como tampão de corrida TBE 1X. 

Novamente os géis foram visualizados por meio da incidência de radiação ultravioleta 

em câmara escura equipada com transluminador e câmera digital acoplada a um 

microcomputador dotado de software para captura de imagens. 

 

REFEIÇÃO TESTE 

O VET de cada voluntária foi estimado de acordo com a FAO/OMS (OMS, 1985). O 

valor calórico da refeição teste foi equivalente a um desjejum (15 a 20% do VET), sendo 

normoglicídica, normoprotéica e normolipídica, contendo aproximadamente 15% de AGPI 

(em média 88,6% e 11,4% de AGPI da série n-6 e n-3, respectivamente), em torno de 10% de 
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AGMI e menos que 10% de AGS (Anexo V). A escolha dos percentuais para a refeição teste 

foi baseada nas recomendações para indivíduos normais (menos que 10% do VET de AGS, 

menos que 10% de AGPI e de 10 a 15 % do VET de AGMI) (GIANNINI et al., 2001). 

A refeição teste foi composta por bolo de cenoura sem cobertura, torradas, ricota 

acrescida de óleo de soja e leite desnatado. Foram formuladas dietas com VET entre 2000 a 

4000 kcal para auxiliar o cálculo da refeição teste para cada voluntária (Anexo VI). 

Em média, a refeição teste fornecia 511,2 + 50,4 kcal, com a seguinte composição 

química: 50,0 + 0,6% de carboidratos, 19,0 + 1,7% de proteínas, 35,1 + 0,5% de lipídios, 14,6 

+ 0,5% de AGPI, 9,3 + 0,2% de AGMI, 9,2 + 0,4% de AGS e 5.485,9 + 871,4 UI de vitamina 

A. 

A análise da composição química das dietas foi feita por meio do programa 

computacional Food Processor versão 12 (Esha Research, Salem, EUA, 1984), após 

adaptação dos alimentos à realidade brasileira. 

 

ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Para as análises estatísticas foi utilizado o programa computacional SPSS versão 11.0. 

Foram considerados resultados estatisticamente significativos valores de p < 0,05. 

Para a verificação da distribuição das variáveis contínuas de interesse (clínicas1, 

antropométricas2, bioquímicas3 e dietéticas4), foi realizado o teste de aderência de 

Kolmogorov – Smirnov. 

1: idade; 

2: peso corporal, IMC e CC; 

3: insulina sérica, glicose plasmática, triglicerídios, colesterol total e frações (HDL-colesterol, 

LDL-colesterol e VLDL-colesterol) e valores de HOMA-IR e QUICKI; 

4: lipídios, AGPI, AGMI e AGS dietéticos. 
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De acordo com a verificação da normalidade, todas as variáveis apresentavam 

distribuição normal. 

Para a comparação entre as médias dos grupos, foram calculadas as estatísticas básicas 

de posição (média) e dispersão (desvio padrão). 

Como as variáveis contínuas apresentavam distribuição normal, utilizou-se o teste 

paramétrico t-Student. 

Quando as variáveis apresentavam variância menor que 4, utilizou-se o teste t-Student 

para variâncias equivalentes, caso contrário, foi aplicado o teste t-Student para variâncias 

diferentes. 

O coeficiente de correlação de Pearson foi realizado para avaliar a relação entre as 

variáveis quantitativas. 

 

RESULTADOS 

O presente estudo foi realizado com 25 mulheres adultas, obesas de grau 3. A 

genotipagem das voluntárias foi realizada pela técnica da reação em cadeia da DNA 

polimerase, seguida da análise do polimorfismo pelo comprimento dos fragmentos de 

restrição (PCR-RFLP) que gerou um fragmento com 267 pares de base (pb). Após a 

amplificação, as amostras foram submetidas à digestão com enzima de restrição, obtendo-se 

um fragmento com 267 pb confirmando que todas as mulheres eram homozigotas Pro12 

(Figura 2). 
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose visualizando o alelo Pro12Pro do gene PPARγ2, 

produto da digestão dos segmentos de DNA amplificados. Coluna 1: marcador (25 a 766 bp); 

coluna 2: branco; colunas 3 a 9: fragmentos relativos ao genótipo homozigoto Pro12. 

 

As voluntárias foram divididas em dois grupos de acordo com o índice de massa 

corporal (IMC). O grupo 1 (G1) (IMC entre 40 e 45 kg/m2) foi constituído por 17 (68%) 

mulheres e o grupo 2 (G2) (IMC > 45 kg/m2) por 8 (32%) mulheres. 

As características antropométricas e bioquímicas de ambos os grupos são 

demonstradas na Tabela 1. 

Tabela 1: Variáveis antropométricas e bioquímicas (média ± desvio padrão) dos grupos 1 e 2. 

Grupo 1 (n=17) Grupo 2 (n=8)  Variável 
Média DP1 Média DP p-valor2 

Idade (anos) 35,9 7,2 37,1 7,3 0,69 
Peso (kg) 113,4 9,9 129,6 10,3 < 0,01* 
IMC3 (kg/m2) 42,4 1,5 49,5 4,8 < 0,01* 
CC4 (cm) 120,4 6,2 130,9 9,3 < 0,01* 
Glicose jejum (mg/dL) 91,9 18,5 101,6 22,1 0,26 
Glicose 1h após dieta (mg/dL) 106,6 31,8 104,5 30,0 0,88 
Glisose 2h após dieta (mg/dL) 100,1 31,1 95,6 28,5 0,74 
Insulina jejum (µU/mL) 13,3 7,5 14,0 5,2 0,82 
Insulina 1h após dieta (µU/mL) 61,2 46,6 82,2 53,0 0,32 
Insulina 2h após dieta (µU/mL) 45,5 22,0 46,2 28,9 0,95 
HOMA-IR5 3,2 2,2 3,6 1,8 0,61 
QUICKI6 0,34 0,05 0,32 0,03 0,30 
Colesterol total (mg/dL) 201,1 40,7 190,9 39,1 0,56 
Colesterol LDL (mg/dL) 128,8 33,3 129,3 35,0 0,98 
Colesterol HDL (mg/dL) 49,2 13,4 42,9 8,5 0,23 
Triglicerídios (mg/dL) 115,8 71,3 93,6 33,7 0,30 

Grupo 1 - IMC 40 - 45 kg/m2; Grupo 2 - IMC > 45 kg/m2. 
1 desvio padrão; 2 diferenças entre os grupos foram testadas com teste t-Student não pareado; 3 índice de 
massa corporal; 4 circunferência da cintura; 5 Homeostasis Model Assessment; 6 Quantitative Insulin 
Sensitivity Check Index. * p < 0,05. 

Marcador
25-766 pb

200 pb
300 pb

11 22 33 44 55 66 77 88 99
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Conforme demonstrado na Tabela 1, o peso corporal, o IMC e a CC diferiram 

significativamente entre os grupos (p < 0,05), não havendo diferença significativa quanto às 

demais variáveis (p > 0,05). Todas as voluntárias apresentaram excesso de gordura 

abdominal, isto é, valores de CC superiores a 80 cm (IDF, 2005). 

Quanto à glicose plasmática em jejum, G1 apresentou valor médio normal (< 100 

mg/dL), enquanto G2, demonstrou valor médio alterado (101,6 + 22,1 mg/dL), segundo a 

ADA (2007) (entre 100 e 125 mg/dL). 

Ressalta-se que as mulheres apresentaram secreção de insulina em jejum acima do 

valor de normalidade (13,3 µU/mL e 14,0 µU/mL, em G1 e G2, respectivamente) 

(SÁNCHEZ-MARGALET et al., 2002), assim como valores de HOMA-IR maiores que 2,71, 

indicando resistência à insulina (RI) (GELONEZE et al, 2005). 

Considerando-se os valores de referência propostos por Bonneau et al. (2006) para o 

cálculo de QUICKI de 0,33, G1 apresentou SI normal (QUICKI = 0,34+0,05), enquanto G2 

apresentava baixa SI (QUICKI = 0,32+0,03). 

A Figura 3 mostra as variações na glicemia e insulinemia em G1 e G2, em jejum, 1 

hora e 2 horas após a ingestão da refeição rica em ácidos graxos polinsaturados (AGPI). 

 

 



 52

0.0
10.0
20.0
30.0
40.0
50.0
60.0
70.0
80.0
90.0

100.0
110.0

Jejum Pós-prandial 1h Pós-prandial 2h

G
lic

os
e 

(m
g/

dL
)

0.0
10.0
20.0
30.0
40.0
50.0
60.0
70.0
80.0
90.0
100.0
110.0

 In
su

lin
a 

(µ
U/

m
L)

Glicose G1 Insulina G1 Glicose G2 Insulina G2
 

Figura 3: Concentrações de glicose plasmática (mg/dL) e de insulina sérica (µU/mL) em 

jejum, 1 hora e 2 horas pós-prandiais dos grupos 1 (G1) e 2 (G2). 

 

Em relação ao perfil lipídico das mulheres, de acordo com os valores propostos pelas 

III Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevenção da Aterosclerose do 

Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2001), ambos os 

grupos apresentaram valores médios normais para triglicerídios e LDL-colesterol e baixas 

concentrações de HDL-colesterol. 

Apesar da grande variabilidade observada nas concentrações de triglicerídios, todas as 

voluntárias de G2 apresentaram valores adequados e em G1, 23,5% (n=4) apresentaram 

resultados acima do esperado. 

Em G1, o valor médio de colesterol total (201,1+40,7 mg/dL) estava ligeiramente 

alterado, correspondendo a 47,1% das voluntárias (n=8) deste grupo. Em G2, apesar do desvio 

padrão elevado (39,1 mg/dL), apenas três mulheres (37,5%) apresentaram concentrações de 

colesterol total acima do recomendado. 

A amostra (n=25) também foi dividida em grupos segundo a ingestão habitual de 

lipídios, obtida por meio da análise dos registros alimentares, sendo: grupo A (GA) - ingestão 

de lipídios totais menor ou igual a 30% do valor energético total (VET) e grupo B (GB) - 
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ingestão de lipídios totais maior que 30% do VET, formados por 5 (20%) e 20 (80%) 

mulheres, respectivamente. 

Na Tabela 2 são apresentadas as características antropométricas e bioquímicas dos 

grupos A e B. Foi encontrada diferença significativa no IMC e no cálculo de HOMA-IR (p < 

0,05), sendo superiores nas mulheres que consumiam maior quantidade de lipídios totais na 

dieta habitual (GB). 

Ambos os grupos apresentaram acúmulo excessivo de gordura abdominal, segundo a 

CC (IDF, 2005). 

 

Tabela 2: Variáveis antropométricas e bioquímicas (média ± desvio padrão) dos grupos A e 

B. 

Grupo A (n=5) Grupo B (n=20)  Variável 
Média DP1 Média DP p-valor2 

Idade (anos) 34,0 7,7 36,9 7,0 0,43 
Peso (kg) 109,4 8,8 120,9 12,3 0,06 
IMC3 (kg/m2) 41,7 0,8 45,4 4,6 < 0,01* 
CC4 (cm) 120,3 3,4 124,6 9,4 0,11 
Glicose jejum (mg/dL) 85,6 13,9 97,4 20,7 0,24 
Glicose 1h após dieta (mg/dL) 90,6 16,8 109,8 32,4 0,22 
Glisose 2h após dieta (mg/dL) 91,4 17,5 100,5 32,2 0,55 
Insulina jejum (µU/mL) 10,7 2,0 14,2 7,3 0,07 
Insulina 1h após dieta (µU/mL) 46,2 19,6 73,3 52,4 0,08 
Insulina 2h após dieta (µU/mL) 37,3 20,3 47,8 24,6 0,39 
HOMA-IR5 2,3 0,7 3,6 2,2 0,04* 
QUICKI6 0,34 0,02 0,33 0,05 0,62 
Colesterol total (mg/dL) 184,4 15,3 201,2 43,3 0,17 
Colesterol LDL (mg/dL) 113,8 14,5 132,8 35,5 0,08 
Colesterol HDL (mg/dL) 46,4 13,7 47,4 12,2 0,87 
Triglicerídios (mg/dL) 121,8 90,6 105,4 55,2 0,61 

Grupo A – ingestão habitual de lipídios totais < 30% VET; Grupo B - ingestão habitual de lipídios totais 
> 30% VET. 1 Desvio padrão; 2 diferenças entre os grupos foram testadas com teste t-Student não 
pareado; 3 índice de massa corporal; 4 circunferência da cintura; 5 Homeostasis Model Assessment; 6 
Quantitative Insulin Sensitivity Check Index. * p < 0,05. 

 

As variações nas concentrações de glicose e insulina antes e após a administração da 

refeição teste em GA e GB podem ser observadas na Figura 4. 

Os dois grupos demonstraram valores médios de glicemia de jejum normais (ADA, 

2007), bem como insulina de jejum acima do recomendado (SÁNCHEZ-MARGALET et al., 



 54

2002), todavia, GB apresentou valores superiores para glicose plasmática e insulina sérica em 

todos os tempos de coleta. Como citado anteriormente, o cálculo de HOMA-IR também foi 

superior neste grupo (3,6 e 2,3, em GB e GA, respectivamente).  

Considerando-se os indicadores de resistência e de sensibilidade à insulina, apenas GB 

demonstrou resistência ao hormônio, segundo HOMA-IR (HOMA-IR > 2,71) (GELONEZE 

et al, 2005), contudo, de acordo com o cálculo de QUICKI, ambos os grupos apresentavam SI 

adequada. 
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Figura 4: Concentrações de glicose plasmática (mg/dL) e de insulina sérica (µU/mL) em 

jejum, 1 hora e 2 horas pós-prandiais dos grupos A (GA) e B (GB). 

 

Quanto ao perfil lipídico, em média, ambos os grupos apresentaram valores normais 

para triglicerídios e baixas concentrações de HDL-colesterol (III Diretrizes Brasileiras Sobre 

Dislipidemias e Diretriz de Prevenção da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da 

Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001). 

Observou-se ampla variabilidade nas concentrações de triglicerídios em ambos os 

grupos, entretanto, somente 20% de GA (n=1) e 15% de GB (n=3) apresentaram valores 

acima da normalidade. 

O grupo com alta ingestão de lipídios (GB) apresentou valores médios levemente 

alterados de colesterol total e LDL-colesterol. Das 20 voluntárias deste grupo, 50% (n=10) e 
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55% (n=11) possuíam valores acima do recomendado para colesterol total e LDL-colesterol, 

respectivamente. 

Em relação à qualidade dos lipídios ingeridos, GB apresentou maior ingestão de 

ácidos graxos saturados (AGS) e monoinsaturados (AGMI), com diferenças significativas (p 

< 0,05) quando comparado com GA. Apesar dos ácidos graxos polinsaturados (AGPI) não 

diferirem entre os grupos, houve tendência à maior ingestão em GB (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Composição lipídica da dieta habitual das mulheres dos grupos A e B. 

Grupo A (n=5) Grupo B (n=20)  Variável 
Média DP1 Média DP p-valor2 

Lipídios totais (%) 28,3 2,1 37,8 4,8 < 0,01* 
AGMI3 (%) 9,5 1,6 14,2 2,6 < 0,01* 
AGS4 (%) 9,6 1,9 13,4 2,9 0,01* 
AGPI5 (%) 5,6 1,8 7,0 2,0 0,17 
1 Desvio padrão; 2 diferenças entre os grupos foram testadas com teste t-Student não pareado; 
3 ácidos graxos monoinsaturados; 4 ácidos graxos saturados; 5 ácidos graxos polinsaturados. 
* p < 0,05. 

 

Em GB, a ingestão habitual de lipídios (%) correlacionou-se positivamente com a 

ingestão habitual de AGS e de AGMI (r = 0,63 e 0,83, respectivamente e p < 0,05) e com 

QUICKI (r = 0,50, p < 0,05) e, negativamente com os valores de insulina de jejum (r = - 0,49, 

p < 0,05) e de HOMA-IR (r = - 0,54, p < 0,05). No mesmo grupo, a ingestão habitual de 

AGMI correlacionou-se negativamente com as concentrações de glicose (r = - 0,45, p < 0,05) 

e de insulina de jejum (r = - 0,51, p < 0,05) e com o valor de HOMA-IR (r = - 0,55, p < 0,05) 

(Tabela 4) e, positivamente com QUICKI (r = 0,59, p < 0,05). 
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Tabela 4: Estimativa dos coeficientes de correlação dos percentuais de ingestão habitual de 

lipídios, ácidos graxos saturados (AGS), ácidos graxos polinsaturados (AGPI) e ácidos graxos 

monoinsaturados (AGMI), índice de massa corporal (IMC), glicose de jejum (Glic0), insulina 

de jejum (Ins0), HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment) e QUICKI (Quantitative Insulin 

Sensitivity Check Index), dos grupos A e B. 
 
 

 Grupo A (n=5) Grupo B (n=20) 
 r1 p-valor r1 p-valor 
LIPÍDIOS (%)2     
     AGS (%)3 0,34 0,58 0,63 < 0,01** 
     AGMI (%)4 0,66 0,23 0,83 < 0,01** 
     AGPI (%)5 0,29 0,64 0,32 0,17 
     IMC6 - 0,08 0,90 - 0,21 0,39 
     Glic T07 (mg/dL) 0,23 0,71 - 0,43 0,06 
     Ins T08 (µU/mL) - 0,02 0,97 - 0,49 0,03* 
     HOMA-IR9 0,14 0,83 - 0,54 0,01* 
     QUICKI10 0,10 0,87 0,50 0,03* 
     
AGS (%)3     
     IMC6 - 0,70 0,18 - 0,04 0,88 
     Glic T07 (mg/dL) 0,02 0,97 0,03 0,89 
     Ins T08 (µU/mL) 0,51 0,38 - 0,24 0,31 
     HOMA-IR9 0,35 0,57 - 0,19 0,42 
     QUICKI10 - 0,26 0,67 0,16 0,50 
     
AGPI (%)5     
     IMC6 0,78 0,12 - 0,23 0,33 
     Glic T07 (mg/dL) - 0,04 0,95 - 0,34 0,14 
     Ins T08 (µU/mL) - 0,67 0,22 - 0,23 0,32 
     HOMA-IR9 - 0,45 0,45 - 0,30 0,19 
     QUICKI10 0,50 0,39 0,23 0,33 
     
AGMI (%)4     
     IMC6 0,28 0,65 - 0,05 0,85 
     Glic T07 (mg/dL) 0,33 0,58 - 0,45 0,04* 
     Ins T08 (µU/mL) - 0,18 0,77 - 0,51 0,02* 
     HOMA-IR9 0,08 0,90 - 0,55 0,01* 
     QUICKI10 0,05 0,94 0,59 0,01* 
1 Coeficiente de correlação de Pearson; 2 ingestão habitual de lipídios (%); 3 ingestão habitual de 
ácidos graxos saturados (%); 4 ingestão habitual de ácidos graxos monoinsaturados (%);5 

ingestão habitual de ácidos graxos polinsaturados (%);6 índice de massa corporal; 7 glicose 
jejum; 8 insulina jejum; 9 Homeostasis Model Assessment; 10 Quantitative Insulin Sensitivity 
Check Index. * p < 0,05; ** p < 0,01. 
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DISCUSSÃO 

A obesidade já é considerada uma epidemia global, estando associada à gênese de 

outras doenças crônicas não-transmissíveis, como diabetes mellitus e doenças 

cardiovasculares (Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2007). Constitui um problema 

complexo, de origem multifatorial e dentre os fatores etiológicos envolvidos, merecem 

destaque às interações gene-ambiente (PÉRUSSE e BOUCHARD, 2000; MARQUES-LOPES 

et al., 2004). 

Na maioria dos casos, a obesidade é de origem poligênica, envolvendo interações 

complexas entre gene-gene e gene-ambiente, o que caracteriza o fenótipo de obesidade 

multifatorial (FROGUEL e BOUTIN, 2001; CECIL et al., 2006; FAROOQI e O’RAHILLY, 

2007). 

Nos últimos anos, o tecido adiposo (TA) deixou de ser visto apenas como uma massa 

inerte de energia estocada, sendo reconhecido como um dos principais responsáveis por 

diversos processos metabólicos, com ênfase no equilíbrio energético e na homeostase da 

glicose (ROSEN e MACDOUGALD, 2006; ROSEN e SPIEGELMAN, 2006). 

Dentre os genes e fatores de transcrição que regulam a adipogênese, o receptor nuclear 

PPARγ tem se destacado (VIDAL-PUIG et al., 1996; KUBOTA et al., 1999; KERSTEN et 

al., 2000; MEIRHAEGHE et al., 2000; JONES et al., 2005; CECIL et al., 2006; ROSEN e 

MACDOUGALD, 2006). Além disso, ligantes do PPARγ têm demonstrado excelente 

atividade anti-diabética embora grande parte deste fator de transcrição seja encontrado no TA 

e não no músculo (ROSEN e MACDOUGALD, 2006). 

A ocorrência do polimorfismo Pro12Ala no gene PPARγ2, caracterizada pela 

substituição do aminoácido prolina pela alanina do códon 12, vem sendo intensamente 

documentada nos últimos anos devido a influência deste gene no metabolismo da glicose e do 

tecido adiposo (TA). 
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No grupo estudado, verificou-se que apenas 3,85% (n=1) apresentou o polimorfismo 

Pro12Ala no gene PPARγ2. A freqüência dos alelos Pro e Ala foi de 0,98 e 0,02 e dos 

genótipos Pro12Pro e Pro12Ala foi de 0,96 e 0,04, respectivamente. Devido à baixa 

freqüência do polimorfismo investigado, esta voluntária foi excluída do estudo e incluiu-se 

apenas o genótipo Pro12Pro nas análises. 

A ocorrência deste polimorfismo é bastante variável, conforme demonstrado nos 

estudos. A freqüência do alelo ala em outras populações varia de 0,01 entre chineses a 0,12 

entre caucasianos (YEN et al., 1997). Na população brasileira, existem poucos dados sobre a 

ocorrência dos genótipos Pro12Ala e Ala12Ala do gene PPARγ2. Alguns autores encontraram 

freqüência de cerca de 0,10 do alelo variante em indivíduos com diabetes não insulino 

dependente (TAVARES et al., 2005; MATTEVI et al., 2007), enquanto que Vieira-Filho et 

al. (2004) reportaram freqüência de 0,31 em índios da região Amazônica. 

Estudos que avaliaram a freqüência deste polimorfismo em indivíduos com obesidade 

grau 3 são muito escassos. Em uma amostra composta por 703 franceses com obesidade 

mórbida, Vasseur et al. (2005) demonstraram que a prevalência do genótipo Pro12Ala foi 

idêntica entre obesos mórbidos diabéticos e normoglicêmicos (0,89). Sesti et al. (2005) 

avaliaram caucasianos com obesidade grau 3 e verificaram que 14,1% possuíam o variante 

heterozigoto. 

Além da carência de estudos que avaliem a ocorrência do alelo ala na população 

brasileira, as pesquisas existentes não fizeram distinção quanto ao estado nutricional dos 

indivíduos (VIEIRA-FILHO et al., 2004; TAVARES et al., 2005), incluindo em sua amostra 

desde indivíduos com baixo peso até obesos de grau 3 (MATTEVI et al., 2007). Tal fato 

demonstra a escassez de informações a respeito da freqüência do polimorfismo do gene 

PPARγ2 em indivíduos com obesidade avançada. 
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No presente estudo, embora não tenha sido possível formar um grupo com 

polimorfismo, foi possível analisar a influência do genótipo selvagem (Pro12Pro), associado à 

adiposidade e à ingestão de AGPI na insulinemia e glicemia de mulheres obesas de grau 3. 

Conforme reportado por Robitaille et al. (2003), indivíduos homozigotos Pro12 parecem ser 

mais sensíveis a diferentes estímulos ambientais, destacando-se a ingestão de lipídios. 

A influência da adiposidade nas concentrações sangüíneas de glicose e de insulina e, 

consequentemente na resposta à ação da insulina, já está bem demonstrada na literatura 

científica (SCHEEN, 2000; LENHARD & GOTTSCHALK, 2002; GAGLIARDI, 2004; 

ROSEN & SPIEGELMAN, 2006). 

Sabendo-se que a obesidade constitui o principal fator de risco para o 

desenvolvimento de resistência à insulina (RI) (LENHARD e GOTTSCHALK, 2002), no 

presente estudo, as voluntárias foram divididas em grupos de acordo com a massa corporal, 

tendo como base os valores de IMC. Como esperado, verificou-se diferença significativa para 

as variáveis peso corporal, IMC e CC entre G1 (IMC entre 40 e 45 kg/m2) e G2 (IMC > 45 

kg/m2). 

G1 e G2 apresentaram valores médios de insulina de jejum acima de 9 µU/mL, 

indicando um estado de hiperinsulinemia, segundo Sánchez-Margalet et al. (2002). 

Quanto às concentrações plasmáticas de glicose de jejum, G1 apresentou valor médio 

normal, em contrapartida o grupo 2, composto por mulheres com maior grau de IMC, 

demonstrou valor médio levemente alterado, considerando que a ADA (2007) recomenda 

valores inferiores a 100 mg/dL. No grupo de maior IMC (G2), metade das voluntárias 

apresentava glicemia de jejum alterada. 

Há poucas informações a cerca do tipo de AGPI mais potente para a ativação do 

PPARγ, pois a grande maioria dos autores não faz distinção quanto ao tipo de AGPI utilizado. 
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Em raras pesquisas, diferentes tipos de AGPI foram testados simultaneamente (SPURLOCK 

et al., 2000; CHAMBRIER et al., 2002). 

No estudo de Spurlock et al. (2000), os animais que receberam dieta suplementada 

com óleo de açafrão (cerca de 80% de ácido linoléico – 18:2 n-6) apresentaram níveis de 

mRNA de PPARγ2 quadruplicados em relação ao grupo controle. 

Com o objetivo de analisar os efeitos da ingestão de AGPI da série n-6, ligante natural 

do PPARγ2, nas concentrações de glicose e de insulina pós-prandiais foi oferecido um 

desjejum com cerca de 15% do VET deste tipo de lipídio. Em ambos os grupos, houve 

aumento da glicemia e da insulinemia uma hora após a ingestão da refeição teste, seguido de 

queda duas horas após a ingestão da refeição (Figura 3), o que pode sugerir que houve 

resposta na secreção de insulina frente à dieta oferecida, apesar da redução na sensibilidade à 

insulina (SI) normalmente detectada em mulheres com obesidade mórbida. 

Apesar da não significância (p > 0,05), as mulheres com maior IMC (G2) 

apresentaram maior pico de secreção de insulina 1 hora após a ingestão da refeição teste, 

comparadas com G1 (Figura 3), além do cálculo de HOMA-IR superior e do valor de 

QUICKI abaixo do esperado, refletindo RI. Com base nestes resultados, é importante 

enfatizar que apesar da ausência de significância estatística, as diferenças observadas entre os 

grupos possuem grande significado fisiológico, tendo em vista os efeitos negativos da RI na 

gênese de complicações metabólicas relacionadas com a obesidade. 

Considerando-se a avaliação da RI pelo cálculo de HOMA-IR, ambos os grupos 

apresentavam resistência ao hormônio, segundo Geloneze et al. (2005). Em contrapartida, ao 

avaliar a SI pelo cálculo de QUICKI, G1 demonstrou adequada sensibilidade ao hormônio, 

porém, o grupo composto por mulheres com maior adiposidade (G2) apresentou baixa SI. 
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Além da adiposidade e da predisposição genética, fatores dietéticos têm sido 

associados com a patogênese da RI, especialmente a elevada ingestão de lipídios 

(LICHTENSTEIN & SCHWAB, 2000; BISSCHOP et al., 2001). 

A SI também é afetada pela qualidade do lipídio dietético, independentemente de seus 

efeitos no peso corporal. Estudos evidenciam que o lipídio saturado (AGS) está associado 

com intolerância à glicose, entretanto, lipídios insaturadas melhoram a resposta à insulina 

(LICHTENSTEIN & SCHWAB, 2000; STORLIEN et al., 2000; WHO, 2003; RICCARDI et 

al., 2004). 

Os benefícios dos AGPI na SI são decorrentes de modificações na composição das 

membranas celulares (RICCARDI et al., 2004; LOMBARDO & CHICCO, 2006;), alterações 

na produção de adipocinas como TNF-α e adiponectina (FLACHS et al., 2006; PÉREZ-

MATUTE et al., 2007), além do controle da transcrição de genes específicos, incluindo 

aqueles envolvidos no metabolismo lipídico e da glicose, como é o caso do PPARγ2 

(CLARKE, 2000; SPURLOCK et al, 2000; CLARKE, 2001; LOMBARDO & CHICCO, 

2006). 

 Considerando-se a divisão de grupos segundo a ingestão habitual de lipídios totais, os 

resultados demonstram claramente o efeito do excesso de lipídios dietéticos tanto no peso 

corporal, quanto na RI, visto que a as mulheres de GB (> 30% VET de lipídios) apresentavam 

maior IMC, além de RI constatada pelo cálculo de HOMA-IR, diferentemente de GA (< 30% 

VET de lipídios), no qual não foi detectada RI (HOMA-IR = 2,3) (GELONEZE et al., 2005). 

Contudo, a estimativa da SI não demonstrou diferença entre os grupos (QUICKI = 0,34+0,02 

e 0,33+0,05, para GA e GB, respectivamente). O fator ambiental exerceu forte influência em 

relação aos parâmetros avaliados, destacando-se o IMC e a RI. 

Os grupos A e B tiveram valores médios de insulina de jejum acima de 9 µU/mL, 

indicando estado de hiperinsulinemia, segundo Sánchez-Margalet et al. (2002). Mesmo sem 
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significância estatística (p > 0,05), cabe ressaltar que o grupo com ingestão elevada de lipídios 

(GB) demonstrou valor médio de insulina de jejum considerável, comparado a GA que 

consumia menos lipídios (14,2 µU/mL vs. 10,7 µU/mL). 

Além disso, embora em média GB tenha apresentado glicemia de jejum normal, 40% 

das voluntárias (n=8) apresentaram valores inadequados (> 100) (ADA, 2007). 

Salientamos que o tipo de ácido graxo ingerido, independente da quantidade total, 

apresenta influência no peso corporal, perfil lipídico e RI. Em GB, além da ingestão excessiva 

de lipídios, sugere-se que a alta ingestão de AGS (p < 0,05) favoreceu a RI e o ganho de peso. 

Como destacado por alguns autores, os AGS possuem menor efeito sobre a saciedade 

(LAWTON et al., 2000), são pobremente oxidados para gerar energia, sendo estocados, são 

dificilmente mobilizados por estímulo lipolítico e aumentam a expressão dos genes associados 

com a proliferação dos adipócitos, estando fortemente relacionados ao desenvolvimento da 

obesidade e da RI (STORLIEN et al., 2000; SARAVANAN et al., 2005). 

Possivelmente, a redução da SI proporcionada pelos AGS possa ser decorrente do 

aumento dos níveis de mRNA de resistina e lipase lipoprotéica e redução de adiponectina e 

GLUT4, além dos seus efeitos na composição de ácidos graxos das membranas celulares 

fosfolipídicas (SARAVANAN et al., 2005). 

Mesmo sem significância estatística (p > 0,05), o grupo B apresentou maiores valores 

de glicose plasmática e de insulina sérica em todos os tempos de coleta (jejum, 1 hora e 2 

horas pós-prandiais), assim como maior valor de HOMA-IR (p < 0,05), demonstrando que as 

mulheres que consumiam habitualmente maior percentual de lipídios apresentaram menor SI, 

independente da dieta em curto prazo, visto que a refeição teste utilizada foi idêntica para os 

dois grupos. 

Considerando o genótipo Pro12Pro no gene PPARγ2, a literatura demonstra que a 

ativação do gene por ligantes está associada com a expressão de enzimas envolvidas na 
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captação e no transporte de ácidos graxos, levando ao aumento no armazenamento de 

gorduras pelos adipócitos e, conseqüentemente, menores concentrações de ácidos graxos 

livres plasmáticos. Desta forma, ocorre menor deposição de gorduras e do efeito tóxico destas 

no fígado e nos tecidos musculares, proporcionando aumento na SI nestes tecidos (ANAYA e 

ARIZA, 2004). 

Tendo em vista que todas as voluntárias apresentavam o genótipo Pro12Pro e devido a 

ausência de significância na ingestão de AGPI (ligante do PPARγ2) entre os grupos, pode-se 

sugerir que as concentrações elevadas de glicose e insulina e os valores significantes de 

HOMA-IR e IMC observadas em GB foram decorrentes da ingestão habitual de lipídios (fator 

ambiental), com destaque para o consumo elevado de AGS. Conforme recomendação de 

Rosado et al. (2006), indivíduos com o genótipo Pro12Pro deveriam controlar a ingestão de 

gorduras totais e de AGS devido à baixa capacidade de oxidação dos mesmos, em 

contrapartida, portadores do alelo ala no gene PPARγ2 demonstraram aumento na oxidação 

de gorduras, avaliada por calorimetria indireta. Ademais, a presença do alelo variante neste 

gene sugere benefícios no controle da ingestão alimentar e facilidade para perda de peso 

diante de uma dieta rica em lipídios (ROSADO et al., 2007). 

Robitaille et al. (2003) ressaltaram que embora os AGPI sejam considerados os 

ligantes naturais preferenciais do PPARγ2, os AGS também são capazes de promover a 

ativação do gene em menor extensão. Portanto, um aumento na ingestão de lipídios totais e 

saturados favorece a ligação do PPARγ ao elemento responsivo (PPRE) de genes alvos da 

lipogênese. Em portadores do alelo Ala12, um aumento na ingestão de ácidos graxos teria 

pouco ou nenhum efeito na lipogênese devido a baixa afinidade de ligação do complexo ácido 

graxo-PPARγ com o PPRE dos genes alvos. Segundo Deeb et al. (1998), a isoforma Ala pode 

levar ao estímulo menos eficaz dos genes alvos do PPARγ e predispor ao menor acúmulo de 

tecido adiposo, que pode ser responsável pelo aumento da SI. 
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A análise de correlação demonstrou que as mulheres que ingeriam lipídios totais 

acima do recomendado (GB), priorizavam AGS e AGMI, sendo que o aumento na ingestão de 

lipídios apresentou maior correlação com a ingestão de AGMI (r = 0,83). No mesmo grupo, a 

ingestão habitual de lipídios (%) correlacionou-se negativamente com os valores de insulina 

de jejum e de HOMA-IR e positivamente com o cálculo de QUICKI, sugerindo que quanto 

maior a ingestão de lipídios, menor a concentração de insulina e a resistência à sua ação, além 

de maior sensibilidade à mesma. Tento em vista as fortes correlações positivas altamente 

significantes, encontradas entre ingestão de lipídios e AGMI (r = 0,83, p < 0,01) e AGMI e 

QUICKI (r = 0,59, p < 0,01), é provável que este tipo de lipídio tenha sido responsável pela 

redução do impacto da dieta hiperlipídica na RI. Possivelmente, os mesmos efeitos não 

tenham sido detectados nas mulheres que consumiam quantidades adequadas de lipídios totais 

(GA) devido a menor ingestão habitual de AGMI verificada neste grupo comparado a GB 

(9,5% vs. 14,2%) (Tabela 3). Convêm salientar que de acordo com as recomendações 

nutricionais do Consenso Latino-Americano sobre Obesidade (1999), a ingestão de AGMI 

deve ser correspondente a 13% do VET. 

Confirmando a hipótese acima, ainda no grupo B, a ingestão habitual de AGMI 

correlacionou-se negativamente com as concentrações de glicose e de insulina em jejum e 

com o valor de HOMA-IR, o que reforça o papel deste tipo de lipídio na melhora da SI. 

Estudos citados anteriormente salientam que os resultados controversos verificados em 

algumas pesquisas podem ser atribuídos a diferentes aspectos quanto à heterogeneidade das 

populações estudadas, destacando-se fenótipos clínicos como magreza e obesidade; o tipo de 

estudo; a população em questão e aspectos clínicos desta; a composição lipídica da dieta; 

interações gene-gene ou gene-ambiente, dentre outros. Em nosso estudo, buscamos contornar 

alguns fatores listados acima, considerando que a população foi homogênea, pois trabalhamos 

apenas com mulheres obesas de grau 3, com características físicas, bioquímicas e clínicas 
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semelhantes; num estudo de intervenção em curto prazo; incluindo avaliação da ingestão 

dietética habitual e a interação gene-ambiente. 

Observou-se que após a ingestão da refeição rica em AGPI da série n-6, todos os 

grupos apresentaram valores normais de glicose pós-prandial, (< 140 mg/dL) (ADA, 2007). 

Contudo, as mulheres com maior IMC (G2) e com alta ingestão habitual de lipídios (GB) 

apresentaram uma maior secreção de insulina (1 hora e 2 horas pós-prandiais) para manter o 

controle glicêmico. 

De acordo com a divisão dos grupos por ingestão habitual de lipídios totais, os grupos 

A e B apresentavam ingestão média de 5,6+1,8% e 7,0+2,0% do VET sob a forma de AGPI, 

respectivamente, estando abaixo das recomendações para obesos de 10% do VET 

(Documento do Consenso Latino-Americano sobre Obesidade, 1999). 

No presente estudo, a ingestão habitual de AGPI não se correlacionou com marcadores 

de RI (glicose, insulina e HOMA-IR). Talvez, diante de uma maior ingestão deste tipo de 

lipídio, entre 10 e 15% do VET, conforme proposto na refeição teste, poderíamos ter 

detectado efeitos positivos em relação a SI. No entanto, como a SI é analisada em jejum, não 

foi possível realizar a mesma após a refeição teste, sendo necessário um estudo longitudinal. 

Este tipo de estudo foi conduzido em trabalho paralelo realizado pelo grupo de pesquisa. 

Outra questão que vale ressaltar é o tipo de AGPI envolvido. Sabemos que os AGPI da 

série 6 são os mais ingeridos por esta população, visto que as principais fontes deste ácido 

graxo são as gorduras de origem vegetal (margarinas, óleos de soja, milho e girassol) (TACO, 

2006). Em contrapartida, há baixa ingestão de AGPI da série n-3, os quais estão presentes 

especialmente em peixes de água muito fria (TACO, 2006). 

Em resumo, as mulheres com maior massa corporal demonstraram maior RI, o que 

sugere diferenças metabólicas importantes entre os grupos compostos por obesas de grau 3. A 

ingestão excessiva de lipídios e de AGS contribuiu para a adiposidade e para a RI. Contudo, a 
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ingestão de AGMI pode ter reduzido o impacto da dieta hiperlipídica no metabolismo da 

glicose. 

Torna-se fundamental a realização de estudos que avaliem os efeitos dos AGPI, 

fazendo distinção entre as séries n-3 e n-6, além da análise de outros genes candidatos à 

obesidade associados a fatores ambientais, particularmente dietéticos. Salientamos que o gene 

avaliado no presente estudo pode ser regulado nutricionalmente, assim como outros genes 

relacionados à obesidade, o que reforça a necessidade de pesquisas que simplifiquem a análise 

de expressão gênica, permitindo estudos de interação gene-nutriente. 

Diante do exposto, sugerimos que indivíduos sem o polimorfismo no gene devem 

evitar a ingestão excessiva de lipídios totais (> 30% do VET), principalmente de AGS, 

priorizando a ingestão de gorduras insaturadas, principalmente AGMI, com o objetivo de 

evitar o ganho de peso e melhorar a SI. 
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Resumo 
___________________________________________________________________________ 
O receptor nuclear PPARγ2 é um fator de transcrição chave na diferenciação dos adipócitos e 

no metabolismo da glicose. Informações a cerca da expressão do mesmo são escassas e 

conflitantes. Além disso, poucos estudos avaliaram os efeitos de fatores nutricionais na 

expressão deste gene em humanos, provavelmente devido a dificuldades no acesso de 

amostras de tecido adiposo (TA). Objetivos: Avaliar a expressão do PPARγ2 em amostras de 

sangue de mulheres obesas de grau 3. Métodos: Foram coletadas amostras de sangue em 

jejum, 1 hora e 2 horas após a ingestão de refeição rica em ácidos graxos polinsaturados 

(AGPI) da série n-6. A extração de RNA total das amostras de sangue foi realizada com kit 

comercial (QIAamp®) e TRIzol®, seguida de síntese de cDNA (RT-PCR), onde diferentes 

quantidades de RNA total foram testadas. Algumas amostras tratadas com DNase antes da 

síntese de cDNA. A análise de expressão foi realizada por PCR em tempo real, utilizando-se 

primers e sondas TaqMan® para o gene alvo e o controle endógeno (rRNA 18S humano) com 

diferentes volumes de cDNA. A análise da expressão também foi conduzida em amostras de 

TA humano congelado e fresco com diferentes quantidades de RNA. Nestes tecidos, a 

extração de RNA total foi realizada com reagente TRIzol® e os demais procedimentos foram 

mantidos. Resultados: A PCR em tempo real demonstrou a presença de contaminação nos 

controles negativos do cDNA. Iniciou-se o tratamento das amostras de RNA com DNase 

antes da síntese de cDNA, entretanto, este foi suspenso devido a degradação das amostras e, 

conseqüentemente, ausência de amplificação do PPARγ2. Desta forma, a contaminação com 

DNA genômico foi excluída utilizando-se primers específicos para cDNA (exon-exon). O 

PPARγ2 demonstrou amplificação tardia em poucas amostras nos experimentos realizados 

com cDNA produzido a partir de sangue, porém, o controle endógeno manteve-se constante. 

Nas amostras de TA congelado, apenas o rRNA 18S apresentou amplificação em todas as 

amostras. No TA fresco o PPARγ2 amplificou independente da quantidade de RNA utilizada 

(440 ng e 2 µg) para síntese de cDNA. Resultados semelhantes foram observados para o gene 

constitutivo. Conclusões: A expressão do PPARγ2 foi detectada em baixos níveis em 

algumas amostras de sangue, mesmo utilizando-se a quantidade máxima de RNA total para o 

cDNA, sugerindo que o gene é pouco expresso em amostras de sangue periférico. Portanto, 

não foi possível analisar a expressão do PPARγ2 em amostras de sangue. Resultados 

satisfatórios foram obtidos em amostras de TA omental fresco. 

_________________________________________________________________________ 
Palavras-chave: PPARγ2; análise de expressão; sangue; tecido adiposo, obesidade de grau 3; 

AGPI n-6. 
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Introdução 

Vários genes que regulam o metabolismo no adipócito podem predispor o indivíduo ao 

desenvolvimento da obesidade. Entre os genes candidatos, o receptor ativado pela 

proliferação de peroxissomas da isoforma γ e série 2 (PPARγ2) tem se destacado, estando este 

relacionado a adipogênese (VIDAL-PUIG et al., 1996; KUBOTA et al., 1999; KERSTEN et 

al., 2000; MEIRHAEGHE et al., 2000; JONES et al., 2005; CECIL et al., 2006) e à 

sensibilidade à insulina (SI) (DEEB et al., 1998; KUBOTA et al., 1999; MEIRHAEGHE et 

al., 2000; PIHLAJAMAKI et al., 2000; ZEGHARI et al., 2000; STUMVOLL et al., 2001; 

VERMA et al., 2004). 

 O PPARγ é expresso em duas isoformas principais, γ1 e γ2, as quais são derivadas do 

mesmo gene. A série γ2 possui um adicional de 30 aminoácidos na extremidade N-terminal 

(MUELLER et al., 2002), porém, apesar desta diferença estrutural, até o momento, não há 

informações claras a respeito das diferenças funcionais entre as duas isoformas (SEWTER et 

al., 2002). 

 Os PPARs são fatores de transcrição ativados por ligantes que constituem uma sub-

família de três isoformas: PPARα, PPARγ e PPARβ/δ. Estes receptores nucleares exercem 

funções essenciais na regulação do metabolismo lipídico, as quais variam de acordo com o 

tipo celular envolvido (VIDAL-PUIG et al., 1996; KANUNFRE, 2002; GROMMES et al., 

2004). 

 Para que possam agir como fatores de transcrição os PPARs precisam formar um 

heterodímero com outro receptor nuclear, o receptor do ácido 9-cis retinóico (RXR), desta 

forma, o complexo gerado torna-se capaz de se ligar ao elemento responsivo ao PPAR 

(PPRE) que está localizado na região promotora dos genes alvos (ROSEN et al., 2000; 

KANUNFRE, 2002). 
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Os ligantes endógenos ou naturais do gene incluem ácidos graxos polinsaturados 

(AGPI) de cadeia longa, derivados de eicosanóides e lipídios oxidados. Além de ligantes 

sintéticos como drogas hipolipidemiantes e antidiabéticas, destacando-se as tiazolidinedionas 

(TZDs), que possuem alta afinidade pelo PPARγ (KERSTEN et al., 2000; ROSEN et al., 

2000; KANUNFRE, 2002; GROMMES et al., 2004; PÉGORIER et al., 2004). 

As prostaglandinas da série J são consideradas ligantes do PPARγ e o metabólito da 

prostaglandina J2 (PGJ2), a 15-desoxi-∆12,14 PGJ2 (15-deoxi PGJ2) é considerado o ligante 

natural mais potente desta isoforma (FORMAN et al., 1995; KLIEWER, et al., 1995). Os 

ácidos graxos essenciais, mais especificamente o linoléico, são precursores das PGJ2, potentes 

ligantes do PPARγ (PALOU, 1998). 

A expressão do gene também é regulada nutricionalmente, estando reduzida no jejum 

e em indivíduos submetidos a dietas hipocalóricas (VIDAL-PUIG et al., 1996, 1997), por 

outro lado, os níveis de mRNA do PPARγ se elevam na presença de insulina (VIDAL-PUIG 

et al., 1996, 1997; RIEUSSET et al., 1999; EDVARDSSON et al., 2006). 

 A grande maioria dos estudos ressalta que a expressão do PPARγ2 ocorre 

principalmente no tecido adiposo (TA) (VIDAL-PUIG et al., 1996; AUBOEUF et al., 1997; 

RIEUSSET et al., 1999; CHAMBRIER et al., 2002). Porém, em sua revisão, Sharma e Staels 

(2006) destacaram que os subtipos γ1 e γ2 são altamente expressos em adipócitos e 

macrófagos. Ademais, estudo recente demonstrou a expressão específica de PPARγ2 em 

lesões ateroscleróticas humanas, assim como em macrófagos primários e em células 

espumosas (TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et al., 2004). 

Resultados conflitantes têm sido encontrados em pesquisas que avaliaram a relação 

entre adiposidade e expressão do PPARγ no TA (CHAMBRIER et al., 2002; REDONNET et 

al., 2002; SEWTER et al., 2002). Segundo Vidal-Puig et al. (1997), Redonnet et al. (2002) e 

Sewter et al. (2002), a expressão do PPARγ se correlacionou positivamente com o índice de 
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massa corporal (IMC). Entretanto, foi encontrada correlação negativa em outros estudos 

(MONTAGUE et al., 1998; VERRETH et al., 2004; GAYET et al., 2007), enquanto outros 

autores não verificaram associação entre a expressão do gene e IMC (RIEUSSET et al., 1999; 

ZEGHARI et al., 2000). 

Apesar das fortes evidências acerca da influência dos fatores nutricionais na expressão 

do PPARγ2, poucos estudos têm avaliado esta associação. Vale ressaltar que pesquisas com 

indivíduos com obesidade grave são escassas e difíceis de serem conduzidas devido à própria 

limitação do excesso de adiposidade. 

Convém destacar que além da influência dietética, especialmente a composição 

lipídica da mesma, outros fatores podem ser responsáveis pelo conflito de informações 

existente, incluindo diferenças metodológicas importantes como: primers utilizados para 

análise de expressão (γ total ou específico para a isoforma de interesse), estudo com animais 

ou seres humanos, gênero, estado nutricional, tipo de TA utilizado para análise de expressão, 

além de estudos com pequeno número de indivíduos. 

Infelizmente, análises de expressão gênica não são frequentemente realizadas devido 

ao custo e às dificuldades no acesso aos materiais necessários (TEBOUL et al., 2005), 

principalmente em seres humanos. 

Diferentemente de biópsias teciduais, o sangue periférico é um material que pode ser 

obtido rotineiramente, em poucos minutos e com baixo custo, além de permitir várias 

dosagens bioquímicas. Desta forma, as células brancas presentes no sangue periférico podem 

representar uma opção para investigações a nível molecular (TEBOUL et al., 2005) de forma 

menos invasiva, permitindo várias análises após diferentes intervenções. 

Diante da dificuldade de se coletar várias amostras de TA para avaliação da expressão 

do gene após intervenção nutricional contendo ligantes do gene, optou-se por avaliar os níveis 

de mRNA do PPARγ2 em amostras de sangue periférico. 
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Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a expressão do gene PPARγ2 em 

amostras de sangue integral de mulheres obesas de grau 3. 

 

Casuística 

Estudo in vivo com amostras de sangue integral 

Foi realizado um estudo transversal de intervenção não randomizado, não controlado, 

com 25 mulheres adultas (22 a 48 anos) obesas de grau 3 (IMC > 40 kg/m2) com o genótipo 

Pro12Pro no gene PPARγ2. 

A amostra foi recrutada por meio de cartazes expostos em dois hospitais públicos e em 

um campus universitário, localizados no município do Rio de Janeiro. 

O protocolo do estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), sendo 

aprovado em 26/09/2005 (protocolo de pesquisa nº 116/05) (Anexo I). O projeto encontra-se 

cadastrado no CONEP (CAAE – 0832.0.000.197-05). 

Todas as voluntárias assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) antes de iniciarem a pesquisa, segundo a Resolução 196/96 (Anexo II). 

Como critérios de inclusão considerou-se as mulheres adultas com história familiar de 

obesidade, não menopausadas, com índice de massa corporal (IMC) ≥ 40 kg/m2 (WHO, 

1998). 

Foram considerados como critérios de exclusão o tabagismo, presença de doença renal 

crônica, doenças infecciosas, diabetes mellitus e/ou outras doenças crônicas não 

transmissíveis, gestação, lactação, uso de drogas para perda de peso e/ou anti-lipidêmicas, 

pacientes em dieta especial ou que apresentaram perda de peso superior a 3 kg no último mês. 

Além disso, foram excluídas do estudo as voluntárias que não foram capazes de seguir o 

protocolo proposto. 
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Desenho do estudo 

  O esquema geral da intervenção transversal encontra-se na Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema para realização da intervenção transversal. 

 

As voluntárias apresentaram-se ao Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de 

Farmácia (LACFAR) da UFRJ às 7h, após jejum noturno de 12 horas, para a primeira coleta 

de sangue (5 mL em tubo com anticoagulante EDTA - ácido dietiltetraaminoacético, 

Vacutainer, Becton Dickinson). 

Todas as amostras de sangue foram coletadas por pessoal devidamente treinado 

utilizando-se materiais descartáveis. 

Após a primeira coleta, foi administrada por via oral uma refeição rica em ligante 

natural do gene PPARγ2 (AGPI da série n-6). Nos tempos 60 e 120 minutos após a ingestão 

da mesma foram coletadas novas amostras de sangue para a avaliação da expressão do gene (5 

mL em tubo com EDTA). 

Imediatamente após cada coleta de sangue (jejum, 60 e 120 minutos após a ingestão da 

refeição teste), os tubos com sangue (5 mL) foram acondicionados em caixa de isopor 

contendo gelo e levados até o Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do 

Schistosoma mansoni para a realização das análises moleculares. 

Jejum noturno de 12 horas

Coleta de amostra de sangue análise molecular (expressão PPARγ2)

Administração oral da refeição rica em ligante (AGPI)

Coleta de amostra de sangue 1 hora pós-prandial

Coleta de amostra de sangue 2 horas pós-prandiais

análise molecular (expressão PPARγ2)

análise molecular (expressão PPARγ2)
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Refeição teste 

O valor energético total (VET) de cada voluntária foi estimado de acordo com a 

FAO/OMS (OMS, 1985). O valor calórico da refeição oferecida foi equivalente a um 

desjejum (15 a 20% do VET), sendo normoglicídica, normoprotéica e normolipídica, 

contendo aproximadamente 15% de AGPI (em média 88,6% e 11,4% de AGPI da série n-6 e 

n-3, respectivamente), em torno de 10% de AGMI e < 10% de AGS (Anexo V). 

A refeição foi composta basicamente por bolo de cenoura sem cobertura, torradas, 

ricota acrescida de óleo de soja e leite desnatado. A análise da composição química das 

refeições foi feita por meio do programa computacional Food Processor versão 12 (Esha 

Research, Salem, EUA, 1984). 

 

Genotipagem para o gene PPARγ2 

Extração do DNA 

 As amostras de DNA genômico foram isolados a partir de amostras de sangue integral 

utilizando-se o kit comercial MasterPureTM Genomic DNA Purification Kit (EPICENTRE® 

Biotechnologies, Cat. MG71100), conforme protocolo proposto pelo fabricante. 

As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até a etapa subseqüente. 

 

Amplificação e digestão das amostras de DNA 

As condições experimentais utilizadas na amplificação do gene PPARγ2 e na detecção 

do alelos Pro12Pro, Pro12Ala e Ala12Ala, por meio da ação da enzima de restrição Bst UI 

constam no Quadro 1. 
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Quadro 1 – Condições experimentais para a detecção do genótipo Pro12Pro. 
PCR Digestão enzimática 

Nº de acesso no GenBank: AB005520 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 

Enzima de restrição: 
Bst UI (New England Biolabs, Inc.) 

Genotipagem: 
Códon 12: CCG (Pro) ou GCG (Ala) 

Local da digestão: 
CG / CG 

Primers: 
Exon 1 
Sense 5´ GCC AAT TCA AGC CCA GTC 3´ (18 nucleotídeos) 
Antisense 5´ GCC ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA GTG 
AAG GAA TCG CTT TCC G  3´  (43 nucleotídeos) 

Condições experimentais: 
Temperatura de digestão: 60º C 
Tempo: 180 minutos 
[Enzima]: 6 U 

Condições experimentais: 
Temperatura de anelamento: 59º C 
Temperatura e tempo de desnaturação: 95oC/5 min. 
Temperatura e tempo de extensão: 72oC/30 seg. 
Nº de ciclos: 35 

Fragmentos gerados: 
Pro12Pro: 267 pb 
Pro12Ala: 267, 224, 43 pb 
Ala12Ala: 224, 43 pb. 

Fragmento gerado: 
267 pb 

 

 Adaptado de Rosado (2006). 

 

As amostras de DNA isoladas foram amplificadas por meio da técnica de PCR (reação 

em cadeia da DNA polimerase), sendo utilizado um par de iniciadores: sense (5’- GCC AAT 

TCA AGC CCA GTC - 3’) e antisense (5’- GCC ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA 

GTG AAG GAA TCG CTT TCC G - 3’) (GEN BANK DNA, 2003). 

A mistura de reação para a PCR continha 10 µM de cada iniciador, 45 µL de PCR 

Supermix (InvitrogenTM, Cat. 10572-114. Componentes: 22 mM Tris-HCL (pH 8.4), 55 mM 

KCl, 1.65 mM MgCl2, 220 µM dGTP, 220 µM dATP, 220 µM dTTP, 220 µM dCTP, 22 U 

Taq DNA polimerase recombinante/mL e estabilizadores) e 1 µL de DNA genômico, em um 

volume final de 50 µL. 

As condições para amplificação incluíram uma desnaturação inicial a 95ºC por 5 

minutos, 35 ciclos de amplificação (95ºC de desnaturação por 30 segundos, 59ºC de 

anelamento por 30 segundos e 72ºC de extensão por 30 segundos), seguidos por 10 minutos 

de extensão a 72ºC. As reações foram realizadas em um termociclador Gene Amp® PCR 

System 9700 (Applied Biosystems®, EUA). 

Uma alíquota de 10 µL do produto da PCR foi misturada a 2 µL de tampão de corrida 

Blue JuiceTM Gel Loading Buffer 10X (InvitrogenTM) e submetido à eletroforese em gel de 
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agarose a 1,5%, corado com brometo de etídio na quantidade de 1 µL para um gel contendo 

100 mL de TBE 1X (0,892M Tris-HCl; 0,019M EDTA; 0,889M ácido bórico). 

A eletroforese foi realizada para confirmação da amplificação, em cuba horizontal 

(Horizon® 58, Life TechnologiesTM) a 100V por cerca de 40 minutos, usando-se como tampão 

de corrida TBE 1X. A amplificação gerou um fragmento de 267 pares de bases (pb). 

Os géis foram visualizados por meio da incidência de radiação ultravioleta em câmara 

escura equipada com transluminador (DigiDoc-ItTM Darkroom, P/N 76-0311-01, UVP, USA) e 

câmera digital (Canon PC 1089) acoplada a um microcomputador dotado de software para 

captura de imagens. 

Posteriormente, 10 µL do material amplificado foi digerido com 6 unidades da enzima 

de restrição Bst UI (New England Biolabs, Inc.), em tampão apropriado (NE Buffer 2, New 

England Biolabs, Inc.), a 60ºC por 3 horas. 

Os fragmentos gerados foram visualizados em géis de agarose a 2%, corados com 

brometo de etídio na quantidade de 1 µL para um gel contendo 100 mL de TBE 1X. A 

eletroforese foi realizada em cuba horizontal (Horizon® 58, Life TechnologiesTM) a 100V por 

cerca de 40 minutos, utilizando-se como tampão de corrida TBE 1X. 

Novamente os géis foram visualizados por meio da incidência de radiação ultravioleta 

em câmara escura equipada com transluminador e câmera digital acoplada a um 

microcomputador dotado de software para captura de imagens. 

 

Análise da expressão do gene PPARγ2 em amostras de sangue integral 

Extração do RNA total 

Devido ao elevado risco de degradação de RNA, o procedimento para extração do 

mesmo foi realizado imediatamente após a coleta das amostras de sangue. 
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Primeiramente foi feita a extração do RNA total a partir de amostras sanguíneas 

coletadas em jejum, uma hora e duas horas após a ingestão da refeição teste, utilizando-se o 

kit comercial QIAamp® RNA Blood Mini Kit (QIAGEN Inc, EUA, Cat. 52304) ou reagente 

TRIzol® (InvitrogenTM). Nestes procedimentos, para a extração do RNA proveniente de 

sangue, os eritrócitos são lisados seletivamente e os leucócitos são recuperados por 

centrifugação. 

O protocolo original proposto para o kit QIAamp® foi mantido e o RNA total foi 

extraído a partir de volumes de 0,5 mL e 1mL de sangue integral. 

 Quanto à extração com reagente TRIzol®, primeiramente foi realizada a separação das 

células brancas presentes no sangue. 

Foram adicionados 2,5 mL de tampão para lise de eritrócitos (Buffer EL QIAGEN 

Inc., EUA, Cat. 79217) a 0,5 mL de sangue integral. Esta mistura foi incubada por 20 minutos 

no gelo, sendo misturada brevemente duas vezes durante este período. Após a incubação, a 

suspensão turva tornava-se translúcida indicando lise de eritrócitos. 

O material lisado foi submetido à centrifugação (400 x g à 4ºC) por 10 minutos 

(centrífuga SORVALL® SUPER T21). Ao término do procedimento, o sobrenadante foi 

completamente removido e descartado. Nesta etapa, os leucócitos formavam um precipitado 

após a centrifugação. 

O tampão para lise de eritrócitos foi novamente adicionado às células do precipitado 

no volume de 1 mL, seguido de uma breve agitação. 

As etapas de centrifugação e de remoção do sobrenadante foram repetidas nas mesmas 

condições. O precipitado final de leucócitos foi acrescido de 0,5 mL de reagente TRIzol® e o 

protocolo original foi mantido nas etapas subsequentes. 
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Ao término da extração, a quantidade de RNA total foi determinada por absorbância 

mensurada a 260 e 280 nm com auxílio de espectrofotômetro (Ultrospec® 3000 Pharmacia 

Biotech). As amostras foram congeladas a -20ºC. 

 

Tratamento com DNase 

As amostras de RNA total foram tratadas com DNase, utilizando-se kit comercial 

(Deoxyribonuclease I, Amplification Grade, InvitrogenTM), para remoção de contaminações 

com DNA genômico. 

O protocolo original proposto foi mantido, ao final, as amostras de RNA tratadas 

foram submetidas à síntese de cDNA, conforme descrito abaixo. 

 

Síntese do DNA complementar (RT-PCR) 

Para a síntese de DNA complementar (cDNA) utilizou-se o kit comercial TaqMan® 

Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems®, P/N: N808-0234). Para a transcrição 

reversa, diferentes alíquotas de RNA total foram testadas (250 ng, 300 ng, 440 ng, 500 ng e 2 

µg), assim como amostras de RNA com e sem tratamento com DNase. 

Os seguintes reagentes foram utilizados na RT-PCR: 2,5 µM de Hexâmeros 

Randômicos, Tampão TaqMan® RT (1X), 5,5 mM de MgCl2, mistura de desoxinucleotídeos 

(500 µM por dNTP - dATP, dCTP,dGTP, e dTTP), 0,4 U/µL de inibidor de RNase e 1,25 

U/µL de MultiScribeTM Reverse Transcriptase. 

Foram realizadas reações com amostras de RNA na ausência da enzima MultiScribeTM 

Reverse Transcriptase para detectar possíveis contaminações com DNA genômico. 

As seguintes condições de ciclagem foram conduzidas no termociclador Gene Amp® 

PCR System 9700 (Applied Biosystems®, EUA): incubação a 25ºC por 10 minutos, transcrição 
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reversa a 48ºC por 30 minutos, seguida da inativação da transcrição reversa a 95ºC por 5 

minutos. 

 

Amplificação do cDNA 

Para confirmar a presença de cDNA, foi realizada a amplificação das amostras por 

meio de PCR, sendo utilizado um par de iniciadores para o gene constitutivo rRNA 18S 

humano: sense (5’- AGT GCG GGT CAT AAG CTT GC - 3’) e antisense (5’- GGT GTG 

TAC AAA GGG CAG GG - 3’) (Alpha DNA, Montreal, nº de síntese: 252858 / 252859). 

Os primers sense e antisense do r18S humano foram desenhados utilizando o 

programa Primer Express® versão 2.0 (Applied Biosystems®). 

A mistura de reação para a PCR continha 2,5 µM de cada primer, tampão com MgCl2 

2X (Reaction Buffer 10X with MgCl2 Biotools B&M Labs, S. A.), mix de dNTPs 

(desoxirribonucleotídeos fosfatos) (10 µM), 1,5 U de DNA polimerase (Biotools B&M Labs, 

S. A.) e 1 µL de cDNA, em um volume final de 20 µL. 

O programa de amplificação consistiu de uma desnaturação inicial a 94ºC por 3 

minutos, 35 ciclos de amplificação (94ºC de desnaturação por 15 segundos, 55ºC de 

anelamento por 30 segundos e 72ºC de extensão por 30 segundos), seguidos por 5 minutos de 

extensão a 72ºC. As reações foram realizadas em um termociclador Gene Amp® PCR System 

9700 (Applied Biosystems®, EUA). 

Retirou-se 5,5 µL do produto da PCR, o qual foi misturado em 0,5 µL de tampão de 

corrida Blue JuiceTM Gel Loading Buffer 10X (InvitrogenTM) e submetido à eletroforese em gel 

de agarose a 2%, corado com brometo de etídio na quantidade de 1 µL para um gel contendo 

100 mL de TBE 1X. 
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A eletroforese foi realizada em cuba horizontal (Horizon® 58, Life TechnologiesTM) a 

100V por cerca de 40 minutos, usando-se como tampão de corrida TBE 1X. A amplificação 

gerou um fragmento de aproximadamente 51 pares de bases (pb). 

Os géis foram visualizados por meio da incidência de radiação ultravioleta em câmara 

escura equipada com transluminador e câmera digital acoplada a um microcomputador dotado 

de software para captura de imagens. 

 

Real Time PCR (PCR em tempo real) 

A partir das amostras de cDNA, realizou-se a análise da expressão gênica do PPARγ2 

por meio da condução da PCR em tempo real em uma mistura de 20 µL contendo: TaqMan® 

Universal PCR Master Mix 1X (Applied Biosystems®, P/N: 4304-437), primers PPARγ2 1X 

sense (5’- TCA CGC CCC TCA CAA GAC A - 3’) e antisense (5’- ATT ACA GGG AAA 

ATA TTG CCA CACT - 3’) (Applied Biosystems®, P/N: 185384234-1 / 185384234-2) e 

sonda TaqMan PPARγ2 1X (TGA ACA TGT GGG TCA CCG GCG A) (TAMRA TaqMan 

Probe P/N: 450025) ou sonda TaqMan® MGB/primers PPARγ2 1X (Custom TaqMan® Gene 

Expression Assays, P/N: 4331348, Applied Biosystems®, U.S.A.), sonda e primers rRNA 18S 

humano 1X (Human 18S rRNA Applied Biosystems®, P/N: 4310-893E) e diferentes volumes 

de cDNA (1, 2, 3 e 4 µL). 

Para a síntese da sonda TaqMan® MGB/primers do PPARγ2, foram selecionadas as 

seqüências alvos dos primers, bem como a localização da sonda do PPARγ2, utilizando-se 

oligonucleotídeos exclusivos para cDNA (seqüências exons), sendo solicitado o serviço de 

desenho e otimização dos mesmos (Assays-by-DesignSM Service for Gene Expression Assays, 

TaqMan® MGB probes, FAMTM dye-labeled, Applied Biosystems®). 
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Utilizou-se o controle de reagentes da reação, colocando-se todos os itens para a 

reação de amplificação, exceto o cDNA, o qual foi substituído por água mili-Q, além do 

controle negativo do cDNA, conforme descrito anteriormente. 

O gene rRNA 18S humano foi escolhido como controle pelo fato de ser expresso de 

maneira constante e abundante nas células de mamíferos. 

A sonda TaqMan® do gene PPARγ2 foi marcada na extremidade 5’ com o repórter 

FAM, enquanto que a sonda de hidrólise do controle interno r18S foi marcada na extremidade 

5’ com o repórter VIC e ambos tiveram o supressor TAMRA (extremidade 3’). A sonda 

TaqMan® MGB (Minor Groove Binder) do gene PPARγ2 foi marcada com o repórter FAM na 

extremidade 5’, tendo como supressor uma substância não fluorescente, garantindo alta 

sensibilidade para a quantificação. 

As análises foram conduzidas em duplicata ou triplicata, em placas ópticas de 96 

poços (MicroAmp Optical 96-well reaction plate, Applied Biosystems®, P/N: N8010-560), 

lacradas com adesivos ópticos apropriados (MicroAmp Optical Adhesive Cover, Applied 

Biosystems®, P/N: 4360-954). 

As placas eram centrifugadas rapidamente a fim de remover bolhas de ar e coletar 

líquidos presentes nas paredes dos poços. Em seguida, as mesmas foram transferidas para o 

termociclador com sistema óptico (7.500 Real Time PCR System, Applied Biosystems®). 

As condições da PCR em tempo real utilizadas no sistema TaqMan® foram: 50ºC por 

2 minutos, 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. 

Ao final, os níveis de expressão gênica foram analisados com auxílio do programa 

7500 Real-Time PCR System SDS Software (Applied Biosystems®, U.S.A.). 
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Estudo in vivo com amostras de tecido adiposo (TA) 

As amostras de TA humano foram obtidas de mulheres que não participaram do 

estudo, durante a realização de procedimentos cirúrgicos. 

Utilizou-se uma amostra de TA omental a qual foi congelada (-20ºC) até o momento 

do isolamento do RNA e uma amostra de TA omental fresco. 

 

Extração do RNA total 

O RNA total foi isolado utilizando-se o reagente TRIzol® (InvitrogenTM). As análises 

foram conduzidas em duplicata para ambas amostras, sendo utilizados 100 mg de TA fresco e 

80 e 50 mg de TA congelado. 

Após pesagem, as amostras foram homogeneizadas em 1 mL de TRIzol®. Por se tratar 

de amostras com altíssimo conteúdo de gordura, após a homogeneização, foi feita a remoção 

do material insolúvel por centrifugação (Eppendorf® 5415 C) a 12.000 x g a 4ºC, durante 10 

minutos. 

As demais etapas foram mantidas, conforme descrito anteriormente, utilizando-se os 

seguintes volumes de reagentes: 200 µL de clorofórmio, 500 µL de álcool isopropílico e 1 mL 

de etanol 75% (preparado com água livre de RNase). 

Ao término da extração, a concentração de RNA total foi determinada por absorbância 

mensurada a 260 e 280 nm com auxílio de espectrofotômetro (Ultrospec® 3000 Pharmacia 

Biotech). 

 

Síntese do cDNA (RT-PCR) 

Para a síntese de cDNA utilizou-se o kit comercial TaqMan® Reverse Transcription 

Reagents (Applied Biosystems®, P/N: N808-0234) e diferentes alíquotas de RNA total foram 
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testadas (440 ng e 2 µg). Os demais procedimentos foram mantidos, como descrito 

anteriormente. 

 

Real Time PCR (PCR em tempo real) 

A partir das amostras de cDNA, realizou-se a análise da expressão gênica do PPARγ2 

por meio da condução da PCR em tempo real em uma mistura de 20 µL contendo: TaqMan® 

Universal PCR Master Mix 1X (Applied Biosystems®, P/N: 4304-437), sonda TaqMan® 

MGB/primers PPARγ2 1X (Custom TaqMan® Gene Expression Assays, P/N: 4331348, 

Applied Biosystems®, U.S.A.), sonda e primers rRNA 18S humano 1X (Human 18S rRNA 

Applied Biosystems®, P/N: 4310-893E) e diferentes volumes de cDNA (2 e 4 µL para cDNA 

com 2 µg e 440 ng de RNA total, respectivamente). 

Utilizou-se o controle de reagentes da reação, colocando-se no controle todos os 

reagentes para a reação de amplificação, exceto o cDNA, sendo substituído por água mili-Q. 

As análises foram conduzidas em duplicata, seguindo as mesmas condições descritas 

acima. 

O resumo geral dos diferentes experimentos realizados com os dois tipos de amostra 

(sangue integral e TA) encontra-se na tabela a seguir. 
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Tabela 1: Síntese dos experimentos realizados com amostras de sangue e de TA. 

 

Amostra 

 

Extração RNA 

total 

 

Tratamento 

DNase 

Quantidade 

RNA total 

cDNA 

Volume cDNA 

PCR Tempo 

Real 

Sangue integral Kit QIAamp® Sim 250 ng 2, 3 e 4 µL 

Sangue integral Kit QIAamp® Sim 500 ng 2 e 3 µL 

Sangue integral Reagente TRIzol® Sim 500 ng 2 e 3 µL 

Sangue integral Reagente TRIzol® Não 250 ng 1, 2, 3 e 4 µL 

Sangue integral Reagente TRIzol® Não 500 ng 2 e 3 µL 

Sangue integral Kit QIAamp® Não 250 ng 1, 2, 3 e 4 µL 

Sangue integral Kit QIAamp® Não 300 ng 4 µL 

Sangue integral Kit QIAamp® Não 440 ng 4 µL 

Sangue integral Kit QIAamp® Não 500 ng 2 e 3 µL 

Sangue integral Kit QIAamp® Não 2 µg 2 e 3 µL 

TA1 congelado Reagente TRIzol® Não 440 ng 4 µL 

TA1 fresco Reagente TRIzol® Não 440 ng 4 µL 

TA1 congelado Reagente TRIzol® Não 2 µg 2 µL 

TA1 fresco Reagente TRIzol® Não 2 µg 2 µL 
1 Tecido adiposo. 
 

 

 

Resultados 

Inicialmente, obteve-se o RNA total a partir de amostras de sangue integral em jejum, 

uma hora e duas horas após a ingestão da refeição rica em AGPI. 

Posteriormente, uma alíquota equivalente a 250 ng de RNA total foi empregada para a 

obtenção do DNA complementar (cDNA). Após a síntese do cDNA, realizou-se a sua 

amplificação através da técnica de PCR (reação em cadeia da DNA polimerase), sendo 

utilizado um par de iniciadores para o gene constitutivo rRNA 18S humano. 



 93

Na avaliação eletroforética, a amplificação das amostras gerou um fragmento de 51 

pb, confirmando a síntese de cDNA, contudo, verificou-se a presença de bandas nos controles 

negativos do cDNA, sinalizando a contaminação das mesmas com DNA genômico (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose visualizando os produtos da PCR do cDNA (51 pb). 

Coluna 1: marcador (25 a 766 bp); coluna 2: branco; colunas 3 e 4: controles negativos; 

colunas 5 a 7: amostras jejum, 1 hora e 2 horas pós-prandiais, respectivamente. 

 

Os resultados da PCR em tempo real demonstraram a amplificação do controle 

endógeno, exclusivamente, nas amostras positivas. Em relação ao PPARγ2 ambos 

amplificaram, sobretudo, o valor de Cycle Threshold (CT) do controle negativo da amostra de 

jejum (CT = 26,67) foi menor do que a respectiva amostra positiva (CT = 27,14), 

demonstrando que a amplificação do controle negativo ocorreu antes da amostra, confirmando 

a presença de DNA genômico. 

Desta forma, optou-se pelo tratamento das amostras de RNA com DNase, seguido da 

síntese de novo cDNA. 

Na análise da expressão gênica, não houve amplificação dos controles negativos do 

cDNA para o gene PPARγ2 e para o controle endógeno, indicando ausência de contaminação 

com DNA genômico e eficiência do tratamento. Porém, a amplificação das amostras positivas 

Marcador
25-766 pb

200 pb

50 pb

11 22 33 44 55 66 77
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ocorreu tardiamente, sendo os valores de CT próximos de 40, independentemente do volume 

de cDNA empregado na PCR em tempo real. 

O mesmo procedimento foi realizado com o dobro da quantidade de RNA para o 

cDNA (500 ng), entretanto, a amplificação do gene alvo (PPARγ2) se manteve semelhante 

(CT médio = 38,6) (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Curvas de amplificação do gene PPARγ2. Análise em duplicata realizada com 

amostra de cDNA (500 ng de RNA total) sintetizada a partir de sangue integral. 

 

O tratamento com DNase deixou de ser realizado e outros testes de expressão foram 

conduzidos com novos primers e sonda para o gene PPARγ2, os quais eram específicos para 

cDNA, devido a ausência de introns. 

Foi feita uma nova síntese de cDNA a partir de 440 ng de RNA total. Como esperado 

não houve amplificação do gene alvo e do rRNA 18S no branco da reação e nos controles 

negativos do cDNA. Em relação às amostras positivas, somente o controle endógeno 

apresentou amplificação em todas as amostras positivas (Figura 4). 



 95

 

Figura 4: Curvas de amplificação do gene constitutivo rRNA 18S. Análises em duplicata 

realizadas com amostras de cDNA (440 ng de RNA total) sintetizadas a partir de sangue 

integral. 

 

 

 

Figura 5: Curvas de amplificação do gene PPARγ2. Análises em duplicata realizadas com 

amostras de cDNA (440 ng de RNA total) sintetizadas a partir de sangue integral. 

 

Como pode ser observado na figura 5, das vinte e uma amostras submetidas a PCR em 

tempo real, apenas duas demonstraram amplificação do gene PPARγ2 com valores de CT 

entre 39 e 40. 
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A partir de amostras de cDNA com 2 µg de RNA, foi realizada nova PCR em tempo 

real, utilizando-se diferentes quantidades de cDNA (2 e 3 µL). Novamente, ambos os genes 

(controle endógeno e alvo) não foram detectados no branco da reação e no controle negativo 

do cDNA. O gene PPARγ2 demonstrou amplificação em apenas duas amostras (Figura 6) e o 

rRNA 18S se manteve constante em todas as amostras positivas. 

 

 

Figura 6: Curvas de amplificação do gene PPARγ2. Análises em duplicata realizadas com 

amostras de cDNA (2 µg de RNA total) sintetizadas a partir de sangue integral. 

 

Uma nova tentativa de análise de expressão do gene PPARγ2 foi realizada a partir de 

RNA total isolado de amostras de TA omental congelado e fresco de mulheres obesas de grau 

3. 

Foram sintetizados cDNAs com diferentes quantidades de RNA total (440 ng e 2 µg) a 

fim de testar se este fator poderia influenciar na determinação dos níveis de expressão do gene 

no TA. 

Para a PCR em tempo real, utilizou-se um volume de 4 µL de cDNA para as amostras 

sintetizadas a partir de 440 ng de RNA e 2 µL de cDNA para as amostras sintetizadas a partir 

de 2 µg de RNA. 
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Como esperado, não houve amplificação (PPARγ2 e rRNA 18S) no branco da reação 

e no controle negativo do cDNA. Nas amostras de TA omental congelado apenas o controle 

endógeno demonstrou amplificação constante (Figura 7). Em relação ao PPARγ2, algumas 

amostras apresentaram amplificação (Figura 8). 

 

 

Figura 7: Curvas de amplificação do gene constitutivo rRNA 18S. Análises em duplicata 

realizadas com amostras de cDNA (440 ng e 2 µg de RNA total) sintetizadas a partir de tecido 

adiposo humano omental congelado. 

 

 

Figura 8: Curvas de amplificação do gene PPARγ2. Análises em duplicata realizadas com 

amostras de cDNA (440 ng e 2 µg de RNA total) sintetizadas a partir de tecido adiposo 

humano omental congelado. 
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Quanto ao TA omental fresco, tanto o controle endógeno como o gene alvo 

amplificaram em todas as amostras com os dois tipos de cDNA (440 ng e 2 µg de RNA). As 

curvas de amplificação do gene PPARγ2 e do rRNA 18S são demonstradas nas figuras 9 e 10, 

respectivamente. 

 

Figura 9: Curvas de amplificação do gene PPARγ2. Análises em duplicata realizadas com 

amostras de cDNA (440 ng e 2 µg de RNA total) sintetizadas a partir de tecido adiposo 

humano omental fresco. 

 

 

Figura 10: Curvas de amplificação do gene constitutivo rRNA 18S. Análises em duplicata 

realizadas com amostras de cDNA (440 ng e 2 µg de RNA total) sintetizadas a partir de tecido 

adiposo humano omental fresco. 
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Considerando as amostras de TA fresco, as duas duplicatas de cDNA com 440 ng de 

RNA e uma das duplicatas de cDNA com 2 µg de RNA total apresentaram valores de CT bem 

semelhantes (26, 27-29 e 27, respectivamente) para o gene PPARγ2. A outra duplicata com 

maior concentração de RNA (2 µg) apresentou amplificação mais tardia (CT = 34). Como 

esperado, os níveis do controle endógeno permaneceram constantes (CT entre 19 e 20), com 

exceção da mesma duplicata que apresentou maior CT para o PPARγ2 (CT entre 27 e 28). 

 

Discussão 

A obesidade é uma doença multifatorial que possui um componente hereditário 

significante, o qual sofre a influência de outros genes e de fatores ambientais (PÉRUSSE e 

BOUCHARD, 2000; FROGUEL e BOUTIN, 2001; MARQUES-LOPES et al., 2004; CECIL 

et al., 2006; FAROOQI e O’RAHILLY, 2007). 

Sabendo-se que o receptor ativado pela proliferação de peroxissomas da isoforma γ e 

série 2 (PPARγ2) é um fator de transcrição chave na ativação da diferenciação dos adipócitos 

e no metabolismo da glicose, além de agir como importante modulador da expressão gênica 

de células especializadas como os adipócitos, o estudo de sua regulação in vivo é de grande 

relevância. 

Vários autores destacam que a expressão do PPARγ2 ocorre principalmente no TA 

(VIDAL-PUIG et al., 1996; AUBOEUF et al., 1997; RIEUSSET et al., 1999; CHAMBRIER 

et al., 2002), contudo recentes pesquisas detectaram o gene em células brancas sangüíneas, 

especificamente em macrófagos (TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et al., 2004; SHARMA & 

STAELS, 2006). 

Existem poucos estudos de expressão do PPARγ2 envolvendo interações gene-

ambiente, especialmente em humanos, ademais, não há na literatura científica informações a 

respeito da análise da expressão deste gene a partir de amostras de sangue integral. 
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O número limitado de indivíduos incluído nos estudos pode ser um dos principais 

fatores responsáveis pelos resultados conflitantes observados (AUBOEUF et al., 1997). 

Conforme destacado por Teboul et al. (2005), muitas vezes informações sobre 

expressão de genes permanecem limitadas devido ao acesso restrito a materiais necessários 

para estudos de expressão gênica. Sendo assim, as células brancas do sangue periférico podem 

representar o material ideal para investigações a nível molecular de forma não invasiva. 

Convém salientar que além da baixa agressividade comparado a outros métodos, o sangue é 

um material obtido rotineiramente, que pode ser utilizado para várias dosagens bioquímicas, 

podendo ser coletado várias vezes em curto período de tempo e com baixo custo, o que é 

favorável em avaliações moleculares que utilizam equipamentos e reagentes que por si só já 

oneram as análises. 

Portanto, a utilização de amostras de sangue periférico pode constituir uma alternativa 

atrativa para análises moleculares em substituição à biópsias de tecidos, principalmente em 

estudos envolvendo seres humanos. 

Além das limitações éticas para realização de estudos invasivos em seres humanos, 

certamente, haveria uma grande resistência por parte das voluntárias para se submeterem à 

biópsias de TA. Ademais, a necessidade de se realizar três biópsias no dia da administração da 

dieta rica em AGPI, inviabilizaria a pesquisa. 

Por se tratar de um procedimento doloroso, a expectativa de realização da biópsia 

também afetaria as concentrações de glicose e insulina devido à sensação de medo e 

ansiedade, caracterizando um viés para o estudo. Embora a relação entre atividade simpática e 

metabolismo da insulina e glicose não seja totalmente compreendida, sabe-se que há um 

aumento da RI e elevação da glicemia em situações de estresse (LOURES et al., 2002). 

Conforme apontado por Auboeuf et al. (1997), o estresse dos indivíduos antes da 

biópsia também pode induzir alterações em curto prazo nos níveis de mRNA de PPARγ2, 
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podendo ser um dos fatores responsáveis pela grande variabilidade observada em estudos que 

analisaram a expressão do gene. 

Na tentativa de analisar os níveis de mRNA do gene PPARγ2 a partir de amostras de 

sangue integral de mulheres obesas de grau 3, uma série de experimentos foram realizados no 

presente estudo. 

No primeiro teste de análise da expressão gênica, o controle endógeno não foi 

detectado no branco e no controle negativo do cDNA, confirmando a inexistência de cDNA 

nestas amostras, uma vez que a sonda e primers do rRNA 18S, disponíveis comercialmente, 

são capazes de se anelar exclusivamente com seqüências de exons do cDNA. 

Contudo, em relação ao gene PPARγ2, a amplificação do controle negativo do cDNA 

ocorreu antes da amostra, sugerindo a presença de contaminação das amostras com DNA 

genômico. 

Sabendo que esta contaminação superestimaria a expressão gênica do PPARγ2, foi 

iniciado o tratamento das amostras de RNA com DNase. 

Na análise da expressão gênica, utilizando-se os cDNAs submetidos ao tratamento 

com DNase, não se observou a amplificação do gene alvo e do controle interno nos controles 

negativos do cDNA, indicando eficácia no tratamento. Contudo, mesmo utilizando-se o dobro 

da quantidade de RNA (500 ng) para cDNA, verificou-se a amplificação tardia do gene alvo, 

o que dificultaria o cálculo de expressão relativa do mesmo. Este resultado sugere que a 

expressão do PPARγ2 no sangue integral é muito baixa (Figura 3). 

Diante dos resultados, optou-se por não mais realizar o tratamento das amostras de 

RNA com DNase. Desta forma, o controle da contaminação com DNA genômico durante a 

execução da PCR em tempo real foi realizado utilizando-se oligonucleotídeos desenhados 

exclusivamente para o gene, usando como referência as seqüências de exons do cDNA do 

gene PPARγ2. 
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Para uma maior segurança nas análises, foi selecionada a seqüência alvo do gene em 

questão, bem como a localização da sonda, sendo solicitado um serviço de otimização de 

primers (Assays-by-DesignSM Service for Gene Expression Assays, TaqMan® MGB probes, 

FAMTM dye-labeled, Applied Biosystems®). 

Novos testes de expressão foram conduzidos com os novos primers e sonda do 

PPARγ2. Inicialmente, foi realizada a PCR em tempo real a partir de amostras de cDNA 

sintetizadas com 440 ng de RNA total, pois esta seria a concentração máxima que poderia ser 

utilizada de acordo com a extração inicial, permitindo que o estudo com todas as voluntárias 

fosse realizado e as análises de expressão do PPARγ2 conduzidas. Entretanto, das vinte e uma 

amostras submetidas à análise de expressão, apenas duas demonstraram amplificação tardia 

do PPARγ2 (valores de CT entre 39 e 40) (Figura 5). 

Com o objetivo de verificar se a ausência de amplificação do PPARγ2 teria ocorrido 

em função de quantidade insuficiente de RNA para a síntese de cDNA, foram selecionadas as 

amostras com maior rendimento e, a partir destas, foram sintetizados cDNAs com 2 µg de 

RNA total, que corresponde a quantidade máxima de RNA total recomendada conforme o 

protocolo do kit utilizado. 

A expressão do rRNA 18S se manteve constante, confirmando a presença de cDNA 

em todas as amostras. Porém, das 12 amostras, somente duas demonstraram amplificação para 

o gene PPARγ2 (Figura 6), com valores de CT menores (CT entre 36 e 38) que aqueles 

verificados utilizando-se 440 ng de RNA. Este resultado sugere que, apesar da baixa 

expressão do gene em sangue integral, foi possível detectá-lo em algumas amostras 

utilizando-se maior quantidade de RNA total para o cDNA. 

Vale ressaltar que outros autores encontraram expressão do PPARγ2 em culturas de 

células brancas, incluindo macrófagos e células espumosas (TEMELKOVA-KURKTSCHIEV 

et al., 2004). Deste modo, no presente estudo, o perfil de células brancas presente nas 
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diferentes amostras analisadas pode ter influenciado a detecção do gene em amostras de 

sangue integral. 

A grande maioria dos estudos afirma que a expressão do gene PPARγ2 ocorre 

exclusivamente no tecido adiposo (TA). Portanto, para confirmar a eficiência da metodologia 

empregada e, principalmente, dos primers utilizados para o gene de interesse, optou-se por 

realizar as mesmas análises em amostras de TA. 

A análise de expressão do PPARγ2 foi bem sucedida nas amostras de TA humano 

omental fresco, tanto com 440 ng como com 2 µg de RNA total para o cDNA, confirmando a 

eficácia dos procedimentos e reagentes empregados. Porém, nas amostras de TA humano 

omental congeladas, somente o gene constitutivo demonstrou amplificação em todas as 

amostras. Possivelmente, o aumento do número de ciclos durante a amplificação permitiria a 

detecção da expressão do gene alvo em um maior número de amostras. 

Alguns estudos que avaliaram a expressão deste gene no TA (humano ou de animais) 

realizaram a extração de RNA imediatamente após a retirada do tecido (MONTAGUE et al., 

1998; SEWTER et al., 2002; GIUSTI et al., 2003) como foi feito no presente estudo com a 

amostra de TA fresco. Nas pesquisas em que o material foi armazenado para análise posterior, 

o TA foi congelado em nitrogênio líquido e estocado a - 80ºC até o momento das análises a 

fim de minimizar a degradação de RNA (VIDAL-PUIG et al., 1996; AUBOEUF et al., 1997; 

VIDAL-PUIG et al., 1997; REDONNET et al., 2002; KOLEHMAINEN et al., 2003; 

RODRIGUEZ et al., 2004; SARAVANAN et al., 2005). Esta pode ter sido a causa da 

ausência de amplificação do gene em algumas das amostras de TA congelado, pois após o 

procedimento cirúrgico, o tecido foi mantido em isopor com gelo e acondicionado em freezer 

a - 20ºC. 

As diferenças observadas nos valores de CT para as duas duplicatas de cDNA com 2 

µg de RNA total de TA fresco podem ter ocorrido em função de uma ineficiência na PCR em 
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tempo real devido a elevada concentração de cDNA. Convém destacar que para a otimização 

de análises quantitativas de expressão gênica, é necessária a construção de curvas de 

eficiência da reação, a fim de determinar o volume ideal de cDNA a ser utilizado, evitando-se 

assim inibições na amplificação. 

O objetivo inicial do presente estudo era avaliar as alterações agudas e crônicas na 

expressão do gene PPARγ2 provocadas pelos AGPI dietéticos e pela restrição calórica em 

longo prazo (45 dias), realizada em estudo paralelo, bem como associar os níveis de expressão 

do gene com as concentrações de insulina e glicose, em mulheres obesas de grau 3. 

Segundo Viguerie et al (2005), embora dietas restritas em energia sejam prescritas 

freqüentemente a indivíduos obesos, há pouquíssima informação a cerca das mudanças que 

acontecem na expressão de genes durante dietas hipocalóricas em humanos. Quanto ao 

PPARγ2, algumas pesquisas demonstraram redução em sua expressão após período de 

restrição energética (VIDAL-PUIG et al., 1997; VIGUERIE et al., 2005). 

Optou-se por oferecer uma refeição rica em AGPI, pois estes são importantes 

reguladores diretos da expressão gênica, especialmente de genes envolvidos na lipogênese, 

síntese de triglicerídios e oxidação de ácidos graxos (CLARKE, 2000), incluindo o PPARγ2. 

Portanto, mesmo que os níveis de mRNA do PPARγ2 estivessem reduzidos após o 

período de jejum que precedeu a primeira coleta de sangue, como relatado por alguns autores 

(VIDAL-PUIG et al., 1996), provavelmente a expressão do mesmo estaria elevada após a 

ingestão de uma refeição rica em ligantes, favorecendo sua detecção. 

Na presente pesquisa, apesar de algumas amostras terem demonstrado amplificação, 

não foi possível analisar alterações nos níveis de mRNA do PPARγ2 em células brancas 

presentes no sangue integral, embora outros pesquisadores tenham detectado a expressão 

deste gene em macrófagos, como apontado por Sharma e Staels (2006). Convém salientar que 

o PPARγ2 foi detectado em células brancas isoladas, como macrófagos e células espumosas 
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(TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et al., 2004) e que no presente estudo a extração do RNA 

total foi realizada em leucócitos totais presentes no sangue integral. 

O primeiro estudo a reportar uma interação gene-nutriente com o PPARγ2 foi o de 

Luan et al. (2001), os quais encontraram uma forte interação entre a razão de gordura dietética 

polinsaturada para gordura saturada (razão P:S) e o polimorfismo Pro12Ala no IMC e na 

insulina de jejum. No entanto, a análise de polimorfismo é mais simples que a análise de 

expressão gênica, pois a coleta poderá ocorrer em qualquer momento do estudo, utiliza-se 

sangue para as análises, não exige coleta repetida e o material pode permanecer congelado 

para posterior análise. 

Uma vantagem que tivemos em comparação a alguns estudos foi a utilização de 

primers específicos para a isoforma γ série 2 do PPAR. Muitas vezes, os resultados 

conflitantes encontrados entre estudos que analisaram a expressão do gene são decorrentes de 

diferenças nos iniciadores empregados, pois alguns utilizaram oligonucleotídeos específicos 

(REDONNET et al., 2001; SEWTER et al., 2002; GIUSTI et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 

2004), enquanto outros avaliaram a expressão total da isoforma γ (MONTAGUE et al., 1998; 

ZEGHARI et al., 2000; REDONNET et al., 2002; VERRETH et al., 2004; SARAVANAN et 

al., 2005). 

Concluindo, a expressão do PPARγ2 foi detectada em baixos níveis em algumas 

amostras de sangue, mesmo utilizando-se a quantidade máxima de RNA total para a síntese de 

cDNA, o que sugere que o gene é pouco expresso em amostras de sangue integral periférico. 

Entretanto, a técnica utilizada se mostrou satisfatória em amostras de TA. 

Diante da dificuldade de se detectar a expressão do gene a partir de amostras de 

sangue integral periférico e da inviabilidade de se realizar várias biópsias em um mesmo 

indivíduo, propõe-se que análises de interação gene-nutriente envolvendo este fator de 

transcrição sejam testadas em experimentos in vivo ou in vitro, utilizando-se macrófagos 
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isolados na tentativa de aumentar a eficiência da extração de mRNA do gene PPARγ2 ou em 

pacientes que estejam aguardando algum tipo de intervenção cirúrgica, facilitando assim a 

retirada de TA. 
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5 – Conclusões gerais 

- As mulheres com maior massa corporal demonstraram maior resistência à insulina (RI), 

bem como maior secreção de insulina 1 hora após ingestão da refeição rica em ácidos 

graxos polinsaturados (AGPI) em comparação com as demais, porém, a diferença não foi 

significativa. 

- As voluntárias com ingestão excessiva de lipídios totais (> 30% VET) apresentaram maior 

índice de massa corporal (IMC), colesterol total e LDL-colesterol, comparadas àquelas 

com ingestão lipídica normal. 

- Além da RI constata no grupo com maior ingestão de lipídios totais, observou-se maiores 

valores de glicose plasmática e insulina sérica em jejum e pós-prandial (1 e 2 horas após a 

refeição). 

- Os AGMI ingeridos habitualmente pelas voluntárias refletiram em diminuição da glicemia 

e da insulinemia em jejum, além de redução da RI. 

- As mulheres com maior massa corporal demonstraram maior RI, o que sugere diferenças 

metabólicas importantes entre os grupos compostos exclusivamente por obesas de grau 3. 

- A ingestão excessiva de lipídios e de AGS contribuiu para a adiposidade e para a RI. 

Contudo, a ingestão de AGMI pode ter reduzido o impacto da dieta hiperlipídica no 

metabolismo da glicose. 

- O tratamento das amostras de RNA total com DNase levou a degradação de RNA extraído 

de sangue integral. 

- Não foi possível analisar a expressão do gene PPARγ2 em amostras de sangue integral, 

independentemente da quantidade de RNA total utilizada para a síntese de cDNA, o que 

sugere que o gene é pouco expresso em amostras de sangue integral periférico. 
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- A expressão do gene PPARγ2 não foi bem sucedida em amostras de tecido adiposo (TA) 

omental congelado, independente da quantidade de RNA total utilizada para a síntese de 

cDNA. 

- A técnica utilizada para avaliação da expressão do gene PPARγ2 demonstrou resultados 

satisfatórios em amostras de TA omental fresco, independente das concentrações de RNA 

total. 
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7 – Anexos 

Anexo I: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Anexo II: TCLE 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO 

INSTITUTO DE NUTRIÇÃO JOSUÉ DE CASTRO 

DEPARTAMENTO DE NUTRIÇÃO E DIETÉTICA 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Resolução no 196, de 10 de outubro de 1996. Conselho Nacional de Saúde 

 
1o) Termo de Esclarecimento 

 

Efeito do Polimorfismo no gene PPARγ2 e dos lipídios da dieta na resistência à insulina e na composição 

corporal de indivíduos obesos de grau 3 

 

A Sra está convidada a participar de um estudo que tem por objetivo avaliar o efeito de um gene e das 

gorduras da dieta na ação do hormônio chamado insulina, que está relacionado com várias complicações que 

ocorrem na obesidade. Também analisaremos o efeito do mesmo gene e da gordura da dieta na sua composição 

corporal. Os resultados fornecerão conhecimentos para avanços no tratamento dietético da obesidade.  

A Sra deverá responder a questionários de informações gerais e dietéticas e doar amostras de sangue em 

jejum e após ingerir uma dieta teste. O sangue será coletado na sua veia do antebraço, por pessoal devidamente 

treinado com assepsia e higiene, sendo que no inicio do estudo faremos uma coleta em jejum e três coletas após a 

ingestão da dieta teste, e após 45 dias de estudo faremos apenas uma coleta em jejum. Iremos avaliar seu peso, 

sua altura, sua circunferência da cintura e do quadril. 

Em seguida lhe passaremos a dieta para perda de peso, a qual será seguida durante dois meses. Faremos 

revisões quinzenais e individuais. Após 45 dias de dieta, novamente coletaremos a amostra de sangue e 

avaliaremos seu peso e as circunferências.  

A Sra não sofrerá nenhum risco com a participação no estudo. Os desconfortos são aqueles associados 

com a coleta de sangue. Em raras ocasiões a coleta de sangue poderá provocar um hematoma. Os equipamentos 

e materiais usados para estes procedimentos serão descartáveis. Não haverá perfuração ou formação de ferida na 

pele. 

Qualquer problema que não seja da pesquisa e que a Sra tenha durante o tempo que estiver participando 

do estudo, deverá ser tratada pela Sra, ou seja, o estudo não assume nenhum compromisso no tratamento de 

outras doenças, já que o mesmo não está associado a nenhum dano à saúde. Nestes casos, a Sra deverá 

comunicar a equipe do estudo todas as informações referentes à doença e o seu tratamento. Se existir algum 

problema resultante da pesquisa, a Sra deverá comunicar às pessoas que estão te atendendo, qualquer horário do 

dia. 

Os resultados da pesquisa serão fornecidos somente no final do estudo, quando a Sra será orientado 

nutricionalmente para ajudar no seu tratamento. 
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Em qualquer etapa do estudo, a Sra terá acesso ao profissional responsável que poderá ser encontrado 

na Rua Brigadeiro Trompowski s/n - edifício do CCS - bloco J - 2o andar - Cidade Universitária - Ilha do Fundão 

- Rio de Janeiro (RJ) - CEP:21941-590. Telefones (21)2562.6601 e (21)97623859. E-mail: 

elianenut@yahoo.com.br ou elianerosado@nutricao.ufrj.br. Ou 21.93021717 (Marcia) ou (24) 87727782 

(Vanessa). E-mail: mfofano@ig.com.br ou vanessachaia@uol.com.br. Se a Sr(a) tiver alguma consideração ou 

dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) - sala 01D-46 - 1o 

andar, fone 2562-2480 - e-mail: ccp@hucff.ufrj.br. 

É garantida a liberdade de querer não participar do projeto de pesquisa ou de retirar o consentimento a 

qualquer momento, no caso da aceitação, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na instituição. 

Os resultados serão analisados em conjunto com os resultados dos outros voluntários, não sendo 

divulgada a identificação de nenhum voluntário. Todas as amostras coletadas serão utilizadas apenas para as 

análises relativas a esta pesquisa. Os resultados serão apresentados em revistas e congressos científicos. 

Tanto os resultados de seus exames, quanto a avaliação do prontuário somente será realizada pelos 

pesquisadores deste estudo e pelos profissionais que estarão relacionados com seu atendimento e que estarão 

cuidando da Sra, e não será permitido que outras pessoas vejam seus resultados, garantindo proteção contra 

qualquer tipo de discriminação. 

A Sra poderá, em qualquer momento do estudo, pedir informações. Também não terá despesas no 

decorrer do projeto, não pagará pelos exames e pelas outras avaliações. Também não terá compensações 

financeiras durante e ao final do estudo. 

Caso ocorra algum dano pessoal resultante do estudo a Sra terá direito ao atendimento pelos 

pesquisadores ou encaminhamento na Instituição.  

 

2o) Termo de Consentimento 

 

 Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo apresentado acima, que lí ou que 

foram lidas para mim. 

Eu discuti com a Dra Eliane Lopes Rosado, e as Nutricionista Marcia Fófano do Lago e Vanessa Chaia, 

sobre a minha decisão em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os objetivos do estudo, os 

procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confiabilidade e de esclarecimentos 

permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a 

tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 

o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 

qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesta instituição. Também abro mão de 

indenizações ou ressarcimentos neste estudo. 
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3o) Local e data, assinatura do voluntário e por cada um dos sujeitos da pesquisa 

 

_____________________________                                                Data: ___/___/___ 

       (assinatura do paciente) 

Nome: 

 

_____________________________                                                Data: ___/___/___ 

   Profa Dra Eliane Lopes Rosado 

      (Pesquisador responsável) 

 

 

_____________________________                                                Data: ___/___/___ 

      Nutricionista Marcia Fófano 

               (Pesquisador) 

 

 

_____________________________                                                Data: ___/___/___ 

      Nutricionista Vanessa Chaia 

               (Pesquisador) 



 133

Anexo III: 

 

 
Questionário para a coleta de informações das voluntárias: 

 
1. Identificação: 
Nome :_________________________________________________     Data: _______________ 
Sexo:________________    Idade: _________________  Data de nascimento _______________ 
Endereço:_____________________________________________________________________ 
Telefone:________________ 
Escolaridade: __________________________________________________________________ 
Profissão: _____________________________________________________________________ 
Estado civil:        (   ) Casada       (   ) Solteira       (   ) Divorciada       (   ) Viúva  
Moradia:   (   ) Sozinha   (   ) Com a família      Obs.: ___________________________________ 
(   ) Casa própria                   (   ) alugada 
Renda Familiar (Salários mínimos): ________________________________________________ 
Quantos cômodos possui sua casa? _________________________________________________ 
Possui saneamento básico?         (   ) Água tratada            (   ) Esgoto tratado            (   ) Não 
Vida social:           (   ) Sim           (   ) Não 
Quando se sentiu gordo:  _________________________________________________________ 
Início da obesidade:  ____________________________________________________________ 
Peso ao nascer:_________________________________________________________________ 
Adolescência:        (   ) Peso normal        (   ) Sobrepeso        (   ) Obesidade 
Atividade física na adolescência:   (   ) Sim   (   ) Não   Qual? ____________________________ 
Gravidez:  N.º vezes: ______    Intercorrências: _______________________________________ 
Peso inicial __________     Peso total no período __________      Maior peso ___________ 
Fumante:     (   ) Sim         (   ) Não 
Há quanto tempo? ____________________  Quantos cigarros por dia? _______________ 
Etilista:        (   ) Sim         (   ) Não   
Há quanto tempo? ______________  Freqüência:____________  Quantidade: _________ 
 

2. Avaliação Clínica: 

Sinais e sintomas Sim Não 
Queda de cabelo   

Unhas quebradiças   
Dermatite   

Edema   
Sonolência   
Dispnéia   

Constipação intestinal   
Diarréia   

Flatulência   
 
3. Atividade Física: 
 
a) Você pratica alguma atividade física? 
(  ) Sim                              (  )Não 
Que tipo? _________________________________________________________________________ 
Em que freqüência e duração? 
__________________________________________________________________________________ 
 

 

INSTITUTO DE NUTRIÇÃO JOSUÉ DE CASTRO (UFRJ) 
PROJETO: EFEITO DO POLIMORFISMO NO GENE PPARγ2 E DOS LIPÍDIOS DA DIETA NA 
RESISTÊNCIA À INSULINA E NA COMPOSIÇÃO CORPORAL DE INDIVÍDUOS OBESOS DE GRAU 3. 

COORDENAÇÃO: PROFA. DRA. ELIANE LOPES ROSADO 
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4. Uso de medicamentos: 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
 
5. História da doença atual: 
Complicações relacionadas à obesidade: 
(   ) DM       (   ) HAS      (   ) D.articular     (   ) Cardiopatias (   ) Dislipidemia  (   )↑colesterol   (   )↑TG  
Outras: ____________________________________________________________________________ 
Data de inicio: __________      Tratamento: 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
 
6. História patológica pregressa: 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
 
7. História familiar: 
Obesidade familiar 

Pai:             Obeso   (   ) Sim    (   ) Não              Sobrepeso    (   ) Sim    (   ) Não 
Mãe:           Obesa   (   ) Sim    (   ) Não              Sobrepeso    (   ) Sim    (   ) Não 
Irmãos:       Obeso   (   ) Sim    (   ) Não              Sobrepeso    (   ) Sim    (   ) Não  
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
 
8. Avaliação Antropométrica: 
 

Parâmetros Datas 
      
Peso (kg)      
Altura (cm.)      
IMC (kg/m2)      
Circunferências:      
Abdome      
Quadril      
Relação C/Q      
      

 
9. Avaliação bioquímica:  
 

Datas  
Parâmetros   
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10. Avaliação dietética: 
 
10.1. Tabus e mitos alimentares 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
 
10.2. Anamnese Alimentar: 
 

 Alimentação / Preparação Medida Caseira Quantidade 
( grama ) 

Desjejum    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 

   

Colação    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 

   

Almoço    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 
 

   

Lanche    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 

   

Jantar    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 
 

   

Ceia:    
 
Hora: 
 
Local: 
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10.3. Análise Química Semi-Quantitativa: 
 
VCT   = ..................... Kcal 
CHO    :.............g ; ...........% VCT 
LIP      :.............g ; ............% VCT                                                
PROT  :.............g ; ............% VCT ; ..............g/Kg de peso  
Fibra    : ............g (total) ; .................g / 100 Kcal 
 
10.4. Questionário de freqüência alimentar: 
 

Alimentos Não Sim Diária Semanal Mensal Observações 
LEITE E DERIVADOS INTEGRAL       

LEITE  E DERIVADOS SEMI 
DESNATADO 

      

LEITE  E DERIVADOS 
DESNATADO 

      

OVOS       
CARNE BOVINA       

FRANGO       
PEIXE       
PORCO       

       
LEGUMINOSAS       

       
VEGETAIS (A/B/C)       

       
       
       

FRUTAS       
       
       
       

CEREAIS       
PAO / BISCOITO       

DOCES / BOLOS/ PUDIM       
MARGARINA / MANTEIGA       

OLEO       
BANHA       
AZEITE       

BEBIDAS ALCOÓLICAS       
REFRIGERANTES       

ÁGUA       
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Registro Alimentar (3 vias): 
 Alimentação / Preparação Medida Caseira Quantidade (g) 

Desjejum    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 

   

Colação    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 

   

Almoço    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 
 
 

   

Lanche    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 

   

Jantar    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 
 
 

   

Ceia    
 
Hora: 
 
Local: 
 
 

   

                                            Anexo IV: 
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Valor calórico Carboidratos Carboidratos Carboidratos Carboidratos Proteínas Proteínas Proteínas Proteínas Lipídios Lipídios Lipídios Lipídios
nº Dieta teste 50% VET  (g) 60% VET  (g) 15% VET  (g) 20% VET  (g) 25% VET  (g) 35% VET  (g)

Paciente VET (17.5% VET) Mínimo Mínimo Máximo Máximo Mínimo Mínimo Máximo Máximo Mínimo Mínimo Máximo Máximo
1800 315.0 157.5 39.4 189.0 47.3 47.3 11.8 63.0 15.8 78.8 8.8 110.3 12.3
1900 332.5 166.3 41.6 199.5 49.9 49.9 12.5 66.5 16.6 83.1 9.2 116.4 12.9
2000 350.0 175.0 43.8 210.0 52.5 52.5 13.1 70.0 17.5 87.5 9.7 122.5 13.6
2100 367.5 183.8 45.9 220.5 55.1 55.1 13.8 73.5 18.4 91.9 10.2 128.6 14.3
2200 385.0 192.5 48.1 231.0 57.8 57.8 14.4 77.0 19.3 96.3 10.7 134.8 15.0
2300 402.5 201.3 50.3 241.5 60.4 60.4 15.1 80.5 20.1 100.6 11.2 140.9 15.7
2400 420.0 210.0 52.5 252.0 63.0 63.0 15.8 84.0 21.0 105.0 11.7 147.0 16.3
2500 437.5 218.8 54.7 262.5 65.6 65.6 16.4 87.5 21.9 109.4 12.2 153.1 17.0
2600 455.0 227.5 56.9 273.0 68.3 68.3 17.1 91.0 22.8 113.8 12.6 159.3 17.7
2700 472.5 236.3 59.1 283.5 70.9 70.9 17.7 94.5 23.6 118.1 13.1 165.4 18.4
2800 490.0 245.0 61.3 294.0 73.5 73.5 18.4 98.0 24.5 122.5 13.6 171.5 19.1
2900 507.5 253.8 63.4 304.5 76.1 76.1 19.0 101.5 25.4 126.9 14.1 177.6 19.7
3000 525.0 262.5 65.6 315.0 78.8 78.8 19.7 105.0 26.3 131.3 14.6 183.8 20.4
3100 542.5 271.3 67.8 325.5 81.4 81.4 20.3 108.5 27.1 135.6 15.1 189.9 21.1
3200 560.0 280.0 70.0 336.0 84.0 84.0 21.0 112.0 28.0 140.0 15.6 196.0 21.8
3300 577.5 288.8 72.2 346.5 86.6 86.6 21.7 115.5 28.9 144.4 16.0 202.1 22.5
3400 595.0 297.5 74.4 357.0 89.3 89.3 22.3 119.0 29.8 148.8 16.5 208.3 23.1
3500 612.5 306.3 76.6 367.5 91.9 91.9 23.0 122.5 30.6 153.1 17.0 214.4 23.8
3600 630.0 315.0 78.8 378.0 94.5 94.5 23.6 126.0 31.5 157.5 17.5 220.5 24.5
3700 647.5 323.8 80.9 388.5 97.1 97.1 24.3 129.5 32.4 161.9 18.0 226.6 25.2
3800 665.0 332.5 83.1 399.0 99.8 99.8 24.9 133.0 33.3 166.3 18.5 232.8 25.9
3900 682.5 341.3 85.3 409.5 102.4 102.4 25.6 136.5 34.1 170.6 19.0 238.9 26.5
4000 700.0 350.0 87.5 420.0 105.0 105.0 26.3 140.0 35.0 175.0 19.4 245.0 27.2

Valor calórico
nº Dieta teste AGMI AGMI (g) AGS AGS (g) AGPI AGPI (g)

Paciente VET (17.5% VET) 10% < 10% 15%
1800 315.0 31.5 3.5 31.5 3.5 47.3 5.3
1900 332.5 33.3 3.7 33.3 3.7 49.9 5.5
2000 350.0 35.0 3.9 35.0 3.9 52.5 5.8
2100 367.5 36.8 4.1 36.8 4.1 55.1 6.1
2200 385.0 38.5 4.3 38.5 4.3 57.8 6.4
2300 402.5 40.3 4.5 40.3 4.5 60.4 6.7
2400 420.0 42.0 4.7 42.0 4.7 63.0 7.0
2500 437.5 43.8 4.9 43.8 4.9 65.6 7.3
2600 455.0 45.5 5.1 45.5 5.1 68.3 7.6
2700 472.5 47.3 5.3 47.3 5.3 70.9 7.9
2800 490.0 49.0 5.4 49.0 5.4 73.5 8.2
2900 507.5 50.8 5.6 50.8 5.6 76.1 8.5
3000 525.0 52.5 5.8 52.5 5.8 78.8 8.8
3100 542.5 54.3 6.0 54.3 6.0 81.4 9.0
3200 560.0 56.0 6.2 56.0 6.2 84.0 9.3
3300 577.5 57.8 6.4 57.8 6.4 86.6 9.6
3400 595.0 59.5 6.6 59.5 6.6 89.3 9.9
3500 612.5 61.3 6.8 61.3 6.8 91.9 10.2
3600 630.0 63.0 7.0 63.0 7.0 94.5 10.5
3700 647.5 64.8 7.2 64.8 7.2 97.1 10.8
3800 665.0 66.5 7.4 66.5 7.4 99.8 11.1
3900 682.5 68.3 7.6 68.3 7.6 102.4 11.4
4000 700.0 70.0 7.8 70.0 7.8 105.0 11.7

Cálculo da Dieta Teste
ANEXO V
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Tabela Padrão (100g)
Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs

Torradas (42031) 1 51.30 9.90 4.40 0.97 1.87 0.99 284.40 100g
Ricota (1024) 1 5.14 11.40 7.91 4.93 2.31 0.26 137.35 100g
Bolo 1 55.53 3.78 21.01 3.23 5.04 11.57 426.33 100g
Leite desnatado (132) 1 4.85 3.41 0.18 0.12 0.05 0.01 34.66 100mL
Óleo de soja 1 0.00 0.00 92.14 13.27 21.47 53.35 829.26 100mL
Iogurte desnatado (2000) 1 7.04 5.25 1.55 1.00 0.43 0.04 63.11 100g

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.12 6.16 1.19 0.53 0.12 0.22 0.12 34.13 100g
Ricota (1024) 0.30 1.54 3.42 2.37 1.48 0.69 0.08 41.21 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL

45.16 13.32 13.77 3.45 3.54 6.00 357.82

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.15 7.70 1.49 0.66 0.15 0.28 0.15 42.66 100g
Ricota (1024) 0.30 1.54 3.42 2.37 1.48 0.69 0.08 41.21 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL

46.70 13.62 13.90 3.48 3.59 6.03 366.35

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.20 10.26 1.98 0.88 0.19 0.37 0.20 56.88 100g
Ricota (1024) 0.30 1.54 3.42 2.37 1.48 0.69 0.08 41.21 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.01 0.00 0.00 0.92 0.13 0.21 0.53 8.29 100mL

49.27 14.11 15.04 3.66 3.90 6.61 388.86

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.28 14.36 2.77 1.23 0.27 0.52 0.28 79.63 100g
Ricota (1024) 0.30 1.54 3.42 2.37 1.48 0.69 0.08 41.21 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.01 0.00 0.00 0.92 0.13 0.21 0.53 8.29 100mL

53.37 14.90 15.39 3.74 4.05 6.7 411.61

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.28 14.36 2.77 1.23 0.27 0.52 0.28 79.63 100g
Ricota (1024) 0.40 2.06 4.56 3.16 1.97 0.92 0.10 54.94 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.01 0.00 0.00 0.92 0.13 0.21 0.53 8.29 100mL

53.89 16.04 16.18 4.23 4.28 6.7 425.35

Composição Química da Dieta Teste considerando o VET das voluntárias

VET 2.000 KCAL

Total

VET 2.100 KCAL

Total

VET 2.200 KCAL

Total

VET 2.300 KCAL

Total

VET 2.400 KCAL

Total

ANEXO VI
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Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.35 17.96 3.47 1.54 0.34 0.65 0.35 99.54 100g
Ricota (1024) 0.30 1.54 3.42 2.37 1.48 0.69 0.08 41.21 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.02 0.00 0.00 1.84 0.27 0.43 1.07 16.59 100mL

56.96 15.60 16.62 3.94 4.40 7.30 439.82

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.32 16.42 3.17 1.41 0.31 0.60 0.32 91.01 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.02 0.00 0.00 1.84 0.27 0.43 1.07 16.59 100mL

56.45 17.58 18.07 4.90 4.80 7.32 458.75

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.40 20.52 3.96 1.76 0.39 0.75 0.40 113.76 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.02 0.00 0.00 1.84 0.27 0.43 1.07 16.59 100mL

60.56 18.37 18.42 4.97 4.95 7.40 481.51

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.45 23.09 4.46 1.98 0.44 0.84 0.45 127.98 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.03 0.00 0.00 2.76 0.40 0.64 1.60 24.88 100mL

63.12 18.87 19.56 5.15 5.26 7.98 504.02

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.45 23.09 4.46 1.98 0.44 0.84 0.45 127.98 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.04 0.00 0.00 3.69 0.53 0.86 2.13 33.17 100mL

63.12 18.87 20.49 5.29 5.48 8.51 512.31

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.50 25.65 4.95 2.20 0.49 0.94 0.50 142.20 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.50 27.77 1.89 10.51 1.62 2.52 5.79 213.17 100g
Leite desnatado (132) 2.00 9.70 6.82 0.36 0.24 0.10 0.02 69.32 100mL
Óleo de soja 0.04 0.00 0.00 3.69 0.53 0.86 2.13 33.17 100mL

65.69 19.36 20.71 5.34 5.57 8.56 526.53

VET 2.500 KCAL

Total

VET 2.600 KCAL

Total

VET 2.700 KCAL

Total

VET 2.800 KCAL

Total

VET 2.900 KCAL

Total

VET 3.000 KCAL

Total  
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Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.30 15.39 2.97 1.32 0.29 0.56 0.30 85.32 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 2.50 12.13 8.53 0.45 0.30 0.13 0.03 86.65 100mL
Óleo de soja 0.01 0.00 0.00 0.92 0.13 0.21 0.53 8.29 100mL

68.96 19.84 21.35 5.45 5.58 9.08 547.37

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.35 17.96 3.47 1.54 0.34 0.65 0.35 99.54 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 2.50 12.13 8.53 0.45 0.30 0.13 0.03 86.65 100mL
Óleo de soja 0.01 0.00 0.00 0.92 0.13 0.21 0.53 8.29 100mL

71.52 20.34 21.57 5.50 5.68 9.13 561.59

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.40 20.52 3.96 1.76 0.39 0.75 0.40 113.76 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 2.50 12.13 8.53 0.45 0.30 0.13 0.03 86.65 100mL
Óleo de soja 0.02 0.00 0.00 1.84 0.27 0.43 1.07 16.59 100mL

74.09 20.83 22.71 5.68 5.99 9.72 584.10

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.45 23.09 4.46 1.98 0.44 0.84 0.45 127.98 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 2.50 12.13 8.53 0.45 0.30 0.13 0.03 86.65 100mL
Óleo de soja 0.02 0.00 0.00 1.84 0.27 0.43 1.07 16.59 100mL

76.65 21.33 22.93 5.73 6.08 9.77 598.32

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.40 20.52 3.96 1.76 0.39 0.75 0.40 113.76 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 3.00 14.55 10.23 0.54 0.36 0.15 0.03 103.98 100mL
Óleo de soja 0.03 0.00 0.00 2.76 0.40 0.64 1.60 24.88 100mL

76.51 22.54 23.73 5.87 6.23 10.26 609.72

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.50 25.65 4.95 2.20 0.49 0.94 0.50 142.20 100g
Ricota (1024) 0.50 2.57 5.70 3.96 2.47 1.16 0.13 68.68 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 3.00 14.55 10.23 0.54 0.36 0.15 0.03 103.98 100mL
Óleo de soja 0.03 0.00 0.00 2.76 0.40 0.64 1.60 24.88 100mL

81.64 23.53 24.17 5.97 6.41 10.35 638.16

Total

VET 3.600 KCAL

Total

Total

VET 3.400 KCAL

Total

VET 3.500 KCAL

Total

VET 3.200 KCAL

Total

VET 3.300 KCAL

VET 3.100 KCAL
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Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.50 25.65 4.95 2.20 0.49 0.94 0.50 142.20 100g
Ricota (1024) 0.70 3.60 7.98 5.54 3.45 1.62 0.18 96.15 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 2.50 12.13 8.53 0.45 0.30 0.13 0.03 86.65 100mL
Óleo de soja 0.03 0.00 0.00 2.76 0.40 0.64 1.60 24.88 100mL

80.24 24.10 25.66 6.90 6.85 10.40 648.30

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.50 25.65 4.95 2.20 0.49 0.94 0.50 142.20 100g
Ricota (1024) 0.70 3.60 7.98 5.54 3.45 1.62 0.18 96.15 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 3.00 14.55 10.23 0.54 0.36 0.15 0.03 103.98 100mL
Óleo de soja 0.04 0.00 0.00 3.69 0.53 0.86 2.13 33.17 100mL

82.67 25.81 26.67 7.09 7.09 10.94 673.93

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.55 28.22 5.45 2.42 0.53 1.03 0.54 156.42 100g
Ricota (1024) 0.70 3.60 7.98 5.54 3.45 1.62 0.18 96.15 100g
Bolo 0.70 38.87 2.65 14.71 2.26 3.53 8.10 298.43 100g
Leite desnatado (132) 3.00 14.55 10.23 0.54 0.36 0.15 0.03 103.98 100mL
Óleo de soja 0.04 0.00 0.00 3.69 0.53 0.86 2.13 33.17 100mL

85.23 26.30 26.89 7.14 7.18 10.99 688.15

Alimentos/Código Quantidade CHO (g) PTN (g) LIP (g) AGS AGMI AGPI KCAL Obs
Torradas (42031) 0.40 20.52 3.96 1.76 0.39 0.75 0.40 113.76 100g
Ricota (1024) 0.70 3.60 7.98 5.54 3.45 1.62 0.18 96.15 100g
Bolo 0.90 49.98 3.40 18.91 2.91 4.54 10.41 383.70 100g
Leite desnatado (132) 3.00 14.55 10.23 0.54 0.36 0.15 0.03 103.98 100mL
Óleo de soja 0.01 0.00 0.00 0.92 0.13 0.21 0.53 8.29 100mL

88.65 25.57 27.67 7.24 7.27 11.55 705.87

Total

VET 4.000 KCAL

Total

Total

VET 3.800 KCAL

Total

VET 3.900 KCAL

VET 3.700 KCAL
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