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RESUMO

Um grande numero de proteinas produzidas pelo tecido adiposo atua no
sistema nervoso central, figado e musculos, coordenando a homeostase
energética e o metabolismo de substratos. Alteracbes na producdo destes
horménios (adipocinas), como leptina, TNFa, resistina e adiponectina, parecem
ter efeito substancial na adiposidade corporal e sensibilidade a insulina. Os
processos envolvidos na regulacdo da homeostase energética e metabolismo
de carboidratos e lipideos estdo bastante ligados a acdo desses mediadores
neuroendocrinos. A producdo destes hormoénios adipocitarios parece ser
regulada por estado nutricional, isto é alimentacao, jejum e/ou perda de peso.
Um entendimento mais completo das vias bioquimicas e moleculares de
regulacdo da biossintese das adipocinas pode levar a um manejo mais
adequado da obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina e/ou diabetes tipo
2. Tendo sido encontradas, na literatura, associacdoes entre os niveis de
adiponectina no plasma e diferentes fenétipos relacionados a adiposidade,
neste trabalho estudamos uma populacao brasileira com o objetivo de verificar
as possiveis associacoes entre os genoétipos dos SNPs -11391G>A e -
11377C>G do gene APM1 e estes diferentes fendtipos: indice de massa
corporal, e niveis plasmaticos de glicose em jejum e perfil lipidico. A amostra
do presente estudo foi constituida de um total de 297 voluntarios adultos
residentes na cidade de Campo Bom, RS, localizada a cerca de 40 km de Porto
Alegre, que compareceram ao Posto de Saude Bella Aurora do municipio de
Campo Bom, RS (localizado a 45 km da capital, Porto Alegre), ou ao
Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, para realizacdo de exames
laboratoriais de rotina, dos quais 71,7% eram do sexo feminino. A genotipagem
dos polimorfismos -11391G>A e -11377C>G do gene APM1 foi feita via reacao
de PCR usando os primers descritos mais adiante. Os genoétipos foram



determinados pelo emprego das enzimas de restricdo Hpall e Hhal. As
associacdes genoétipo-fendtipo foram analisadas através de anadlise de
variancia e os fenétipos foram ajustados para os efeitos das covariaveis
através de regressao multipla. As freqiiéncias dos alelos variantes observadas
foram —11391 A = 0,15 e —11377 G = 0,23, estando em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Estas frequéncias foram semelhantes as observadas em estudos de
uma populacdo francesa. A andlise de associagdo entre os gendtipos e
haplétipos para os dois polimorfismos e os fenétipos relacionados a obesidade
nao revelou nenhuma diferenga estatisticamente significativa. Portanto, até o
momento ndo foi possivel detectar um efeito isolado dos polimorfismos APM1 -
11391G>A e -11377C>G sobre fenétipos relacionados a obesidade na

populacéo estudada.



ABSTRACT

A large number of proteins produced by the adipose tissue acts on the
central nervous system, liver and muscles, directing energy homeostasis and
metabolism of substrates. Changes in these hormones (adipokines) such as
leptin, TNFa, resistin and adiponectin seem to exert a substantial effect on body
adiposity and sensitivity to insulin. The processes involved in the regulation of
energy homeostasis and carbohydrate and lipid metabolism are strongly
associated to the action of these neuroendocrine mediators. The production of
these adipocyte hormones seems to be regulated by nutritional status, that is,
food habits, abstention and/or weight loss. A more comprehensive
understanding of the biochemical and molecular paths of regulation of
adipokines may lead to a more appropriate handling of obesity, dislipidemy and
resistance to insulin and/or diabetes type 2. In the light of the associations
between adiponectin plasma levels reported in the literature and the different
phenotypes linked to adiposity, this study examines a sample of Brazilian
individuals in order to verify the likely interactions between genotypes of SNPs
11391G>A and 11377C>G of gene APM1 and these different phenotypes: body
mass index and glucose plasmatic levels at fast, and lipid profile. The sample
consisted of a total of 297 adult volunteers residing in the city of Campo Bom,
RS, Brazil, which is 40 km away from the Porto Alegre (the capital city of the
state) and in Porto Alegre. Of the total number of subjects, 71.7% were females.
All subjects consulted at the Bella Aurora Health Care Facility in the city of
Campo Bom or at the Laboratory of Clinical Examinations of the School of
Pharmaceutics, Federal University of the State of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, for routine laboratory examinations. Genotyping of polymorphisms
11391G>A and 11377C>G of the gene APM1 was conducted by PCR using the
primers described in this article. Genotypes were determined by the restriction
enzymes Hpall e Hhal. The genotype/phenotype associations were carried out



by the variance analysis, and the phenotypes were adjusted for the covariance
effects by means of multiple regression. The frequencies of varying alleles were
observed to be -11391 A = 0.15, and -11377 G = 0.23, and lie within the Hardy-
Weinberg equilibrium criteria. These frequencies were similar to those observed
in the French population. The analysis of the association between genotypes
and the haplotypes for two polymorphisms and the phenotypes related to
obesity did not reveal any statistically significant difference. Therefore, up to the
moment it has not been possible to identify an isolated effect of APM -
11391G>A and -11377C>G on the phenotypes related to obesity in the
population studied.






1. INTRODUCAO

A epidemia mundial da obesidade é considerada um problema de
saude publica, ja que o excesso e/ou depdsitos ectdpicos de gordura corporal
constituem fator de risco potencial de resisténcia a insulina, dislipidemia e
diabete mélito do tipo 2 (DM2), levando a uma morbidade cardiovascular
prematura e, até mesmo, a morte. Por um grande grupo de evidéncias, ja é
sabido que o tecido adiposo ndo é apenas um reservatério de armazenamento
energético, mas também um érgao enddcrino ativo, que secreta uma variedade
de proteinas que exercem influéncia notavel no metabolismo, afetando a
homeostase de glicose e energia (VASSEUR et al, 2002). A analise dos
polimorfismos estudados visa identificar se ha relacdo entre as alteracoes de
codificacdo da proteina adiponectina e a presenca de desordens do

compartimento adiposo.
1.1. O tecido adiposo

O tecido adiposo é constituido por células originadas dos lipoblastos,
os adipécitos, que podem estar agrupados ou isolados. Estas células sao
constituidas por células originadas dos lipoblastos, que derivam da célula
primitiva do tecido mesenquimal (Figura 1). E um tecido conjuntivo especial em
que as células ndo apresentam divisdo mas tém diversas funcbes como
termorregulacéo, reserva energética, preenchimento, protecdo contra impacto,
modelagem corporal, entre outras. O tecido adiposo pode ser ainda classificado
em unilocular ou multilocular conforme a disposicao do conteudo gorduroso do
adipdcito. A caracteristica marcante deste ultimo reside na sua cor pardacenta,
originada pela vascularizacdo exacerbada e grande quantidade de
mitocdndrias (ricas em citocromos), sendo mais comum em recém-nascidos e
animais hibernantes, porém, com distribuicdo corporal de forma limitada e

aspecto nao uniforme.
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Figura 1 — O esquema mostra a diferenciacao celular do
adipécito, onde se vé a origem a partir do mesénquima.

1.1.1. O adipécito

No interior da célula adipocitaria, ha triglicerideos, que sao formados
por acidos graxos e glicerol, constituindo-se em substratos energéticos de
reserva, ou seja, na auséncia de glicose, estes substratos (lipideos) sao
degradados para a produgédo da energia celular. O adipdcito é unilocular ou
branco quando a gordura que armazena em seu citoplasma esta disposta em
apenas uma goticula, ao contrario do multilocular ou pardo, quando se notam
varias goticulas citoplasmaticas. Considerando o acumulo de lipideos dentro da
célula, independente do nimero de vacuolos, o adipdcito, principalmente no
tecido branco, tem seu nucleo comprimido e deslocado contra a parte interna
da parede da membrana plasmatica (Figura 2).

Os adipdcitos multiloculares sdo menores e poligonais, e sua principal
funcéo é a producao de calor (sem producao de ATP), através da acao de uma

proteina chamada termoginina. A geragao de calor, ocorre pelo transporte de
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ions hidrogénio por esta proteina, expressa na membrana interna das

mitocéndrias adipocitarias.
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Figura 2 — A lamina mostra o deslocamento do ndcleo celular devido a ocupacao
pelo volume lipidico. (http://www2.uerj.br/~micron/atlas/Adiposo/fundam.htm;
acesso em 02/12/2005).

1.1.2. O adipocito como sistema endocrino

Nos ultimos anos, o estudo mais aprofundado do metabolismo
adipocitario revelou aspectos de grande interesse cientifico. O tecido adiposo,
que era tido apenas como um 6rgao de armazenamento energético, passou a
ser considerado como uma estrutura endécrina, haja vista a producao e
liberagdo de numerosas proteinas e substancias. Nao obstante, os comandos
para desenvolvimento da acdo enddcrina do adipécito podem estar
relacionados com a transmissao de impulsos através de terminacdes nervosas

presentes junto a membrana celular, além de outros (Figura 3).
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terminacao nervosa

célula adipocitaria

Figura 3 — Desenho mostrando a relacdo de
proximidade e funcao entre o adipdcito e a terminacao.

As adipocinas parecem estar envolvidas com diversas fungdes
biolégicas tais como regulagdo do ingresso e do gasto energético, do
metabolismo lipidico e de glicose, bem como efeitos anti e pro-inflamatérios.

As variacbes metabdlicas e/ou quantitativas das adipocinas estao
relacionadas com o desenvolvimento de aterosclerose, hipertensdo arterial,
dislipidemias, obesidade, resisténcia a insulina e diabete tipo 2. Tais alteracoes
constituem o elo entre a adiposidade e a patologia. As adiposidades podem
estar alteradas em seus diferentes sitios — visceral, subcutaneo (abdominal,
gluteo-femural) ou muscular — o que pode demonstrar, portanto, uma
associacdo especifica entre processos metabdlicos diferenciados e
determinadas doencas (MATSUZAWA et al., 2004)

A discussao sobre o papel endécrino e metabdlico de cada
compartimento adiposo pode contribuir na solucao de problemas inerentes as
complicacdes ou ao tratamento das adiposidades (CANCELLO et al., 2004).
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Entre as adipocinas secretadas pela célula adipocitaria, encontram-se,

entre outras,

e Leptina e Fator de Necrose Tumoral

e Resistina e Adiponectina

A insulina é o regulador critico de varios aspectos da biologia dos
adip6citos, sendo essas células extremamente sensiveis ao hormdnio. A
insulina promove aumento da sintese de triglicerideos pelos adipécitos,
estimula o transporte de glicose e a diferenciagcdo de pré-adipdcitos em
adipdcitos, além de participar da captagdo de acidos graxos provenientes de
lipoproteinas circulantes (KAHN E FLIER , 2000).

Os efeitos metabdlicos da insulina sdo modulados por uma gama de
aclOes especificas para cada tecido de atuagao, envolvendo rapidas mudancas
na fosforilagcdo de proteinas (OLESFSKY, 2000). O termo resisténcia a insulina
refere-se a resisténcia as acées do hormbnio na captacdo, metabolismo ou
armazenamento de glicose (SHULMAN Gl, 2000).

Para muitos, a resisténcia a insulina seria o elo entre obesidade e
diabetes 2 e, portanto, o regente do “quarteto da morte” (resisténcia a insulina,
obesidade, dislipidemia e hipertenséo arterial).

Na obesidade, a resisténcia a insulina se caracteriza por reducao do
transporte e metabolismo da glicose tanto nos adipdcitos quanto no musculo
esquelético e musculatura lisa vascular, comprometendo também a supressao
da producéao de glicose pelo figado (REAVEN, 1995).

Estes defeitos funcionais resultam da sinalizagdo deficiente da insulina
nos trés tecidos-alvo. Adicionalmente, parece haver, nos adipécitos de obesos,
importante comprometimento da regulacdo do principal mecanismo
transportador de glicose, aquele mediado por substancias especificas da
membrana celular (GLUT-4). A ligagdo da insulina ao seu receptor, a
fosforilacdo do receptor, a atividade da tirosina-quinase e a fosforilacdo dos
substratos de receptores de insulina, também estariam diminuidas. Um
mecanismo para explicar os defeitos na sinalizagdo da insulina na obesidade
seria 0 da expressao e ativagao de varias proteinas tirosina-fosfatase (PTPs),
que desfosforilam residuos tirosina dos receptores de insulina, interrompendo a
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sinalizagdo propagada pelos eventos de fosforilagdo em tais residuos
(GOLDSTEIN et al., 1998).

A insulina compartilha com a leptina alvos neuroquimicos e anatémicos
no hipotalamo medial, sendo considerada um sinal adipostatico enddgeno,
induzindo reducao no consumo alimentar (COURTEN et al., 1997).

Tanto a insulina como a leptina parecem ser fatores de risco de
moléstia cardiovascular, quando associadas a resisténcia a insulina. Um
exemplo ilustrativo deste fato vem de um estudo populacional realizado em
Samoa, onde foi registrada uma alta prevaléncia de diabetes nao insulino-
dependente e obesidade que se correlacionaram fortemente aos elevados
niveis de leptina (HAYNES et al., 1998).

1.2. Ainsulina e a aterogenicidade

Uma meta-analise publicada em 1998, que avaliou 12 estudos
prospectivos, mostrou que a hiperinsulinemia € um indicador de risco
cardiovascular, risco este diretamente relacionado com a formacao de placas
ateromatosas no endotélio vascular (aterosclerose, aterogenia). Esta relagao,
ainda que nédo tivesse sido das mais consistentes, foi mais evidente em
individuos de meia idade que nos idosos, em brancos mais que em negros, €
dependente do tipo de ensaio utilizado para se medir a insulina (RUIGE et al.,
1998).

Os efeitos hemodinamicos da insulina se associam intimamente as
suas acdes metabdlicas. O hormébnio é vasodilatador e a captacéo de glicose
depende do fluxo sanglineo da prépria musculatura esquelética (BARON et al.,
1993).

Scherrer et al. (1994) demonstraram que a vasodilatacdo, pelo menos
em pessoas saudaveis, é dependente do Oxido nitrico, sendo atenuada pela
administracao de um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase, o L-NMMA.

Do ponto de vista de transducao de sinal da insulina, a mediacao da
vasodilatacao é feita pela via fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K) (HSUEH, LAW,

1999). Numerosos trabalhos experimentais ja evidenciaram que o éxido nitrico
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tem propriedades anti-aterogénicas (BARON, 1999), diminui a migracédo e
crescimento de células musculares lisas dos vasos (GARG, HASSID, 1989) e
inibe a agregacao de plaguetas (RADOMSKI, MONCADA, 1993). Outro
mecanismo proposto para explicar as acdes vasodilatadoras da insulina seria
pela sua intervencdo sobre o transporte de calcio, reduzindo o transito

intracelular do cation e diminuindo o célcio intracelular (SAITO et al., 1993).

Nos estados resistentes a insulina, a vasodilatacdo por ela modulada
estaria comprometida, possivelmente devido a sintese inadequada de 6xido
nitrico pelo endotélio. Petrie et al. (1996) descreveram uma relagéo direta entre
a insensibilidade a insulina e a sintese de 6xido nitrico em individuos saudaveis
do sexo masculino. Baron et al. (1993), anteriormente, ja& haviam relatado
relagao inversa entre 0 aumento do fluxo sangiineo de membros inferiores em

resposta a insulina e a pressao arterial média basal.

Em 1996, foi publicado o resultado do Insulin Resistance
Atherosclerosis Study (IRAS), realizado em 1.400 individuos, que mostrou
significativa associa¢ao negativa entre a sensibilidade a insulina e a espessura
mio-intimal da carétida, provavel indicador da presenca de coronarioesclerose
(HOWARD, et al., 1996).

Os mecanismos fisiopatolégicos que levam a proliferacao mio-intimal e
aterosclerose em pacientes com excesso de adiposidade visceral e resisténcia
a insulina, embora especulativos, tém proposicdes baseadas em trabalhos

experimentais e epidemiolégicos.

Admite-se que o papel de importante agente mitogénico da insulina,
ativado pela via proteina cinase (MAPK - mitogen-activated protein kinase),
resulte em proliferacdo das células da musculatura lisa vascular (MIKKAIL N,
TUCK M, 2000). Por outro lado, a inibicao seletiva da via MAPK atenua o
crescimento das células musculares lisas. E possivel que, em pacientes com
resisténcia a insulina, a acao promotora da mitogénese vascular da insulina se
ative, e interagbes entre ela e outros mediadores de crescimento vascular
ocorram. Por exemplo, a indugdo de hiperinsulinemia, combinada a

hiperglicemia e hipertrigliceridemia, aumenta os niveis de adiponectina e do
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inibidor de ativagéo do plasminogénio (PAI-1) de individuos normais (CALLES-
ESCADON et al., 1998).

1.3. Aleptina

Este hormdnio protéico, produzido principalmente pelo tecido adiposo
branco, estd envolvido na modulacdo dos processos fisioldgicos como
regulacao do consumo de alimentos, metabolismo energético e termogénese.
O gene responsavel pela sua producéao € o ob/ob, identificado em 1994.

Sua acgao esta direcionada ao nucleo arqueado do hipotalamo (sistema
nervoso central), porém também apresenta diversos efeitos periféricos, pois
seus receptores estdo presentes em outros tecidos (YURI et al., 2005). Além
dos efeitos sobre o peso corporal e homeostase metabdlica, também tem acao
na puberdade, maturacado sexual e atividade reprodutiva (DAYI et al., 2005).

Em individuos que apresentam indice de massa corporal elevado, foi
observado um aumento dos niveis de leptina e peptideo C e uma diminuicao
dos fatores de crescimento tipo insulina. Os mesmos dados podem ser
encontrados em mulheres que apresentam cancer de mama, 0 que sugere
haver uma relagao entre niveis de leptinemia e atividade fisica, obesidade e
cancer de mama (IRWIN et al., 2005).

Ha fortes indicios que o inicio da adrenarca e gonadarca, na puberdade
feminina, dependem da massa corporal, especialmente da massa gordurosa.
Aparentemente, a leptina estimula a maturacao somatica durante a gonadarca
a qual termina com a menarca (BLOGOWSKA et al., 2005).

A leptina é capaz de estimular a secrecao estrogénica pelo aumento da
atividade aromatase, no estroma da célula adiposa e tecido mamario.
Receptores de leptina estdo presentes em células epiteliais mamarias o que
sugere 0 envolvimento deste hormdnio no controle da proliferacdo tanto de
células normais quanto malignas. Niveis aumentados de leptina em meninos
puberes com ginecomastia podem associar a presenca do horménio a
patogenia dessa entidade, através da estimulacdo estrogénica, nestes
individuos (DUNDAR et al., 2005).

A leptina aumenta a atividade nervosa simpatica, estimula a geracao
de oxigénios reativos, a producdo de endotelina 1 e potencializa a agregacao
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plaquetaria. Isto pode contribuir para a hipertensao, disfuncdo endotelial e
aterosclerose em obesos (LUO et al., 2005).

1.4. A resistina

Esta substancia pertence a uma familia de polipeptidios ricos em
cisteina, que tém, como sua principal fonte produtora humana, o macroéfago
(JUNG et al, 2005). A placenta humana e o tecido adiposo também sao
capazes de produzir resistina.

Este peptideo estd relacionado com o controle do metabolismo
energético, onde estudos experimentais sugerem que possa estar envolvido no
desenvolvimento de resisténcia a insulina, em animais (MORA-JANISZEWSKA
et al., 2005), bem como aparecimento de obesidade e diabete mélito tipo 2. O
mecanismo pelo qual surge a doenca nao estd claro ainda, mas fatores
dietéticos e farmacolégicos sao capazes de determinar alteracbes na
expressdo do gene para resistina e, consequentemente, mudancas na
captacao celular de glicose.

Insulina tipo 1, acido oléico e drogas como rosiglitazona e metformina
causam diminuicao na expressao genética do mRNA para resistina. O contrario
também se verifica quando o horménio diminui a taxa de captacdo de glicose
insulino-estimulada. Porém, na auséncia de insulina, a resistina aumenta a taxa
de captacdo da glicose de uma forma dose dependente, através de uma via
dependente de uma proteina-quinase ativada por mitogénio (REA &
DONNELLY, 2006). Resistina também diminui a sintese de glicogénio e a
fosforilacdo da 3B-sintase-quinase glicogénio (PALANIVEL et al., 2005).

Essa adipocina também esta, provavelmente, ligada aos processos
inflamatérios, principalmente aqueles relacionados com o dano de parede
endotelial. Individuos sadios, com pré-hipertensdo, quando comparados a
normotensos, apresentaram niveis de resistina plasmatica significativamente
mais altos, bem como uma diminuicdo da adiponectinemia. Como a pré-
hipertensdo esta relacionada com o risco aumentado de doenca
cardiovascular, em individuos sadios, estes achados podem contribuir para o
aparecimento e/ou aceleragcdo da aterogénese (PAPADOPOULOS et al,
2005).
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A producao de adipocinas pro-aterogénicas tem interesse particular
haja vista a sua secrecdo local, como no caso dos depésitos adiposos
perivasculares, onde pode haver um novo mecanismo fisiopatolégico que
vincule acontecimentos como obesidade e complicacdes vasculares
associadas (JUGE-AUBRY et al., 2005).

Infiltrados macrofagicos em sitios de aterosclerose ou aneurisma
secretam resistina e isto afeta a funcao endotelial e a migracao de células da
musculatura lisa dos vasos, agravando mais ainda o processo inflamatério local
(JUNG et al., 2005).

Polimorfismos do gene para resistina podem estar associados a
alteracdes de pressdo, do metabolismo da glicose, coronariopatias, entre
outras, mas também, dependendo da populacdo estudada, os mesmos
polimorfismos podem nao se manifestar clinicamente (GOUNI-BERTHOLD et
al., 2005).

Outros fatores de “stress” oxidativo, apesar do curto tempo de
exposicao, também sao capazes de determinar impactos significativos na
expressao genética das adipocinas, favorecendo sobremaneira a aterosclerose
(KAMIGAKI et al., 2006).

1.5. O fator de necrose tumoral a

O tecido adiposo é um importante sitio de metabolismo de esterdides
sexuais e glicocorticdides. A funcdo endécrina adiposa pode levar a
consequéncias adversas tanto pela falta como pelo excesso de producao
hormonal. O figado é um dos principais sitios de dano associado ao
metabolismo lipidico, por mecanismos que envolvem ativacdo da apoptose
através da producédo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), ativacdo da
caspase e liberacdo de oxigénios reativos (estresse oxidativo; PICHARDO-
BAHENA, 2004).

Em alguns distarbios metabdlicos do tecido adiposo, ha aumento da
fracao soluvel do TNF-a com conseqlente elevacao da sua atividade biolégica.
A ativacdo deste sistema causa resisténcia a insulina. Hipertensdo e
dislipidemia também podem ser desencadeadas pela desregulagdo do TNF-a

em obesos.
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Varios estudos sugerem uma forte associacdo de polimorfismos do
gene para TNF-a e fenétipos de obesidade. Segue-se a isto a hipdtese de que
o polimorfismo G/A -308 esta relacionado ao aumento do indice de massa
corporal e das circunferéncias do quadril e cintura, particularmente no sexo
feminino (CORBALAN et al., 2004).

1.6. A adiponectina

Varias moléculas derivadas dos adipdcitos participam da complexa
comunicacao entre 6rgaos envolvidos na regulacédo do peso corporal. Células
adiposas usam hormbnios polipeptidicos para influenciar processos
metabdlicos a distancia, além do cérebro (Figura 4). A adiponectina,
exclusivamente sintetizada no adip6cito, € o melhor exemplo deste tipo de
molécula. O gene que codifica a formacao desta proteina é designado pela
sigla APM1 (AdiPose Most frequent gene transcript). Alguns critérios sao
considerados para que se diga que este hormbnio € uma molécula sinalizadora
de adiposidade.

As adipocinas contribuiram para a descricdo do papel chave
desempenhado pelo tecido adiposo na regulacao hepatica e muscular fina na
resposta a insulina. Contrastando com as outras moléculas, a adiponectina
plasmatica diminui proporcionalmente com o acumulo de tecido adiposo,
especialmente no espaco visceral e com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina. Quando administrada a ratos, aumenta a sensibilidade a insulina e a
tolerancia a glicose bem como parece aumentar a oxidagdo de acidos graxos
livres no musculo. A correlacdo entre adiposidade visceral, adiponectina,
resisténcia a insulina e doenca inflamatéria associada, tais como diabete e
arteriosclerose, tém sido amplamente referida. A adiponectina esta envolvida
na regulacdo da homeostase energética mais por sua acao em 06rgaos
periféricos do que pela acdo central. Niveis circulantes da proteina estao
associados a varios componentes da sindrome metabdlica (resisténcia a
insulina), inclusive a distribuicdo de gordura intra-abdominal, hiperlipidemia,
niveis inferiores de lipo-proteinas de baixa densidade (Low Density
Lipoproteins — LDL) e diabete tipo 2 (CANCELLO et al., 2004).
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ecidn’
dipos

Adiponectina (sc>visc)

Parede vascular

Laderéncia de monécitos
no endotélio
TFosforilagao de LA liberagio de
tirosina do glicose hepatica la transformagéo de
receptor de insulina macrofagos em celulas
Tinfluxo de FFA espumosas
T Captagéo de glicose
T oxidagido de FFA laproliferagao de
TOxidagdo de FFA musculo liso vascular
via AMP quinase
Taprodugéo de NO

nas células endoteliais

Figura 4 — O diagrama mostra as agles basicas do hormoénio
adiponectina em diferentes tecidos-alvo. SC: subcutaneo; Visc:
visceral; FFA: acidos graxos livres; NO: éxido nitrico.

Outros achados foram, também, observados em modelos animais.
Nestes foi demonstrado que a administracao de adiponectina favorece a acao
da insulina, enquanto que baixos niveis da proteina contribuem com a
resisténcia a insulina associada a obesidade. A expressdo do gene da
adiponectina e seus niveis circulantes estdo mais baixos em diabéticos tipo 2
do que em nao diabéticos. Independente da adiposidade corporal, a
adiponectinemia esta positivamente relacionada com a sensibilidade a insulina.
A proteina também diminui com a idade, como o verificado em macacos
Rhesus obesos, momento em que estes animais comegam a exibir uma
resisténcia insulinica e desenvolver diabete tipo 2. A fosforilagdo da tirosina
diminuida dos receptores insulinicos musculares esta relacionada com baixa
adiponectinemia, e estes niveis sdo sinalizadores do desenvolvimento de
diabete. Marcadores de resisténcia insulinica estdo ligados a um locus
caracteristico quantitativo no cromossomo 3, na regido que contém o gene da
adiponectina. A producdo de adiponectina € necessaria para uma acao
insulinica normal, e isto & corroborado pelo relato de que a auséncia da
proteina, tanto em ratos heterozigotos quanto homozigotos, leva a resisténcia
insulinica (CANCELLO et al., 2004).
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Também tem sido demonstrado que, em contraste com as outras
adipocinas, a adiponectina ou adipQ, ou Acrp 30 (adipocyte complement
related protein) restabelece a sensibilidade a insulina e a adesao de células
endoteliais bem como as alteragdes lipémicas, o que protege contra o
desenvolvimento da aterosclerose (HERMSDORFF & MONTEIRO, 2004).

Alguns pesquisadores acreditam que a adiponectina atua no figado,
fazendo com que este segregue menor quantidade de acucar para o sangue.
Outros cientistas referem que o efeito primario do horménio ocorre no musculo
esquelético, onde promove a producdo de energia a partir da gordura. Esta
diminuicdo dos niveis de gordura provoca uma reducao de acidos graxos no
sangue e no figado, o que leva a uma reducao dos niveis de glicemia.

A proteina € expressa exclusivamente nos adipocitos diferenciados.
Sua acgdo anti-inflamatéria e antiaterogéncia se da pela diminuicdo da
expressdao da molécula de adesao-1 (via reducao da expressao de TNF-a e
atividade da resistina), diminuicdo da quimiotaxia ao macréfago para formacgao
de células gordurosas e inibicdo da sinalizacao inflamatoria no tecido endotelial
(ARNER, 1995; FRAYN et al., 2003; KAWANAMI , et al., 2004). Ela aumenta a
sensibilidade a insulina por meio do aumento da oxidacao de acidos graxos e
da captacao e utilizacdo de glicose no musculo esquelético e tecido adiposo;
reducdo da liberagcdo de glicose hepatica, levando ao melhor controle dos
niveis séricos de glicose, acidos graxos livres e triglicerideos (MATTISON &
JESEN, 2003; RAJALA & SCHERER, 2003).

Hipbteses tém sido propostas para explicar a reducao da adiponectina
em obesos e/ou Diabete Melito Tipo 2, DM2. A concentracdo sérica da
adiponectina é inversamente proporcional ao Tecido Adiposo Visceral, TAV,
bem como ao Tecido Adiposo Subcutdneo Abdominal, TASA
(WAJCHENBERG, 2000), sendo que, segundo PARK et al. (2004) apenas o
TAV é fator inverso independente para a variagao de sua secrecao. Em outro
estudo, a concentragdo aumentada de TNF-a, em cultura de adipocitos do TAV
de individuos obesos, inibiu a expressao génica para producao deste horménio,
sendo este um possivel fator determinante da secre¢cdo da adiponectina.
Mesmo apés a inibicao da acdo do TNF-a, a secrecdo foi reduzida, sugerindo
que a expressdao de mRNA para adiponectina é reduzida pela atividade do
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TNF-a concomitante ao préprio TAV aumentado nos obesos (HALLEUX et al,,
2001). Outro fator investigado é a presenca aumentada de endotelina-1 (ET-1)
em obesos e DM2, que poderia resultar em menor estimulacao da secrecédo da
adiponectina nos depdsitos de gordura. A exposicao aguda e cronica a ET-1
reduz também o total celular do Substrato do Receptor de Insulina, IRSs, ou
seja, ela tem acdo negativa direta na sensibilizacdo celular para captagao de
glicose via insulina, além da reducao da adiponectina (CLARKE et al., 2003).

Pesquisadores (KROTKIEWSKI et al., 1998) descobriram que ratos
com pouca ou nenhuma gordura corporal ndo produzem adiponectina, e esta é
reduzida em ratos obesos, tornando ambos 0s grupos propensos a se tornarem
insensiveis ou resistentes a insulina. Com surpresa os investigadores
constataram que, quanto maior a quantidade de gordura, menor a quantidade
de adiponectina produzida. Para um horménio que é exclusivamente produzido
pelo tecido adiposo este fato foi considerado estranho ja que ha muito tempo
se conhece que a obesidade esta associada ao desenvolvimento do diabete.

Ha crescentes evidéncias de que as adiponectinas seriam
consideradas como protetoras contra a doenca cardiovascular. E hipotetizado
que concentracdes reduzidas de adiponectina, observadas em pessoas
obesas, estdo envolvidas no desenvolvimento de aterosclerose e doenca
cardiovascular. Estudos recentes, em ratos, mostram que a diminuicdo de
adiponectina leva a um aumento da resposta inflamatéria ao dano vascular, e a
administragdo do horménio previne a aterosclerose em ratos deficientes em
uma apolipoproteina (apo-E). Com relagcdo aos lipideos circulantes, genes
associados tém efeitos pleiotrépicos nos HDL e triglicerideos séricos. Mais
ainda, dados de dois grandes estudos indicam que, depois do ajuste de sexo e
adiposidade corporal, concentracdes circulantes de adiponectina estao
negativamente relacionadas com triglicerideos e positivamente relacionadas
com niveis de HDL plasmatico (MATSUZAWA et al., 2004).
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1.7. Identificacido de genes que contribuem aos sinais de
adiposidade

O primeiro gene identificado em humanos obesos estd ligado ao
levantamento feito dos genes codificadores de leptina e de seus receptores.
Portadores homozigotos de perda de funcdo por uma mutacdo do gene da
leptina ou do seu receptor, apresentam obesidade moérbida (ja& nos primeiros
meses de vida), hipogonadismo hipogonadotréfico e hipotireoidismo central
(CLEMENT E FERRI, 2003).

Obesidade morbida é uma condicao clinica de aumento significativo de
peso onde se verifica o risco aumentado de que uma ou mais doengas graves
relacionadas (diabete, doenca cardiovascular, hipertensao) levem a deficiéncia
fisica significativa ou, até mesmo, a morte.

Embora excepcionais estas situacbes de obesidade monogénica
contribuiram grandemente para a elucidacdo do papel da leptina ndo s6 na
regulacdo do peso corporal mas também no controle de diversas funcdes
endocrinas. Mas desde que a identificacdo de caracteristicas monogénicas
parece ser modelos raros na obesidade humana e animal, esforcos para
identificar genes candidatos da obesidade comum tém se concentrado em
genes sinalizadores de adiposidade. Os estudos no geral, portanto, direcionam-
se na busca da identificacdo de associagdes entre os fenotipos da obesidade e
variagcdbes genéticas diversas (especialmente polimorfismos de nucleotideo
unico ou SNPs, por exemplo), localizados em genes codificadores de sinais de
adiposidade.

Nas tabelas abaixo, vemos exemplos de tais tipos de
associacdes/ligacdo. Na Tabela 1 sao listados, especificamente, alguns
polimorfismos nos quais foram observadas associagcbes com 0s niveis de

adiponectinas circulantes no plasma.
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Tabela 1 - Polimorfismos genéticos, populagdes estudadas e fenotipos associados
com os niveis de adiponectinas circulantes no plasma.

Polimorfismo Tipode Populacdo Fendtipos Relac. e Referéncias

estudo Associacao Genética
R112C (exon 3) Assoc. Japoneses Adiponectinemia (1) TAKAHASHI et al.,
. ) 2000
Polimorfismo G/T (exon2) Adiponectinemia R112C ( |)
-11391G>A, Assoc. Caucasianos Adiponectinemia (1) VASSEUR et al.,
-11377C>G 2002
[164T Assoc.  Japoneses Adiponectinemia (1) KISHIDA et al.,
2003
G+276T Assoc. ltalianos Adiponectinemia (]) FILIPPI et al., 2004
[164T Assoc.  Japoneses Adiponectinemia (|) OHASH] et al.,
2004
Alelo 276T Assoc.  Americanos Adiponectinemia (1) Ql et al., 2005
Alelo 45G Assoc. Canadenses Adiponectinemia (1) BERTHIER et al,
2005
-11391G>A Assoc. Franceses Adiponectinemia ( |) JAZIRI et al., 2006
-11365C>G Assoc.  Japoneses Adiponectinemia ( |) Ql et al., 2006
Alelo 45T, Assoc. Caucasianos Adiponectinemia ( |) MACKEVICS et al.,
Alelo 276G 2006
Alelo -11391G, Assoc. ltalianos Adiponectinemia ( |) BUZZETTI et al.,
Alelo -11377G 2007
-11377C>G Ligag. Homens Adiponectinemia ( |)
(anglog'rafla Aterosclerose coronariana ( |) HOEFLE et al.,
coronariana) 2007
Eventos vasculares ( |)
-11391G>A Ligag. Caucasianos Adiponectinemia (1) MENZAGHI et al.,
2007

Sensibilidade insulina(t)

Aterosclerose coronariana (1)

Assoc = associagao; Ligag. = desequilibrio de ligacao.

Foram feitos estudos, também, que investigaram a associacao de
alguns polimorfismos do gene da adiponectina com fenétipos de adiposidade.
Seus resultados estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Polimorfismos genéticos, populagdes estudadas, fenoétipos de
obesidade associados e referéncias.

Polimorfismo ou

Populacao Fenotipos Referéncias
variante génica associados
Haplétipos -11391 Caucasianos RI (1), VASSEUR et al.
MENZAGHI et al.
(2002)
T45G Japoneses DM2 (1) HARA et al. (2002)
T276G RI(1),
T94G China (Taiwan) IMC (1) YANG et al. (2003)
T45G, IVS2+G62T Obesos suecos  IMC, Gli., Col., CA (1) UKKOLA et al.
(2003)
G+276T ltalianos IMC (1) RI(1), FILIPPI et al. (2004)
Insulinemia (1)
Alelo -11377C Suecos IMC (1) GU et al. (2004)
[164T, T94G e Japoneses DAC (1) OHASHI et al. (2004)

T276G
Alelo 276T Norte-americanos DCV () Ql et al. (2005)
Alelo 276T Canadenses LDL (1), HDL ( |) BERTHIER et al.

(2005)
Alelo 276T Suecos % Gordura Corporal (1) FREDRIKSSON et
al. (2006)
G-11391A Franceses Glicemia (1) JAZIRI et al. (2006)
Alelo -4034C Norte-americanos DCV (1) Ql et al. (2006)
Alelo +276T DCV (})

T45G Chineses Glicemia (1) TSO et al. (2006)
G-11391A, Germanicos DM2 (1) SCHWARZ et al.
C-11377G (2006)
G-11391A, ltalianos RI (1) BUZZETTI et
C-11377G al.(2007)

T45G Canadenses IMC (1) Peso (1) LOOS et al. (2007)

IMC = indice de Massa Corporal; Gli.= Glicose; Col. = Colesterol; CA = Circunferéncia

Abdominal; Rl = Resisténcia a Insulina; DM2 = Diabete Melito tipo 2; DAC = Doenga Arterial
Coronariana; DCV = Doenga Cardiovascular; LDL/HDL = Low / Hight Density Lipoprotein.
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Na tabela 2, nota-se que, quanto aos fenétipos de obesidade (indice de
massa corporal, glicemia, colesterolemia, circunferéncia abdominal, entre
outros) associados aos polimorfismos de nucleotideo Unico do gene da
adiponectina, observa-se que as mais importantes associacées encontradas
foram com os polimorfismos designados como T94G, T45G, IVS2+G62T e -
11391 e -11377 da regiao promotora do gene da adiponectina (APM1).
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Um grande numero de proteinas produzidas pelo tecido adiposo atua no
sistema nervoso central, figado e mudsculo, coordenando a homeostase
energética e o metabolismo de substratos. Alteracbes na producdo destes
hormonios, como leptina, TNFa, resistina e adiponectina, parecem ter efeito
substancial na adiposidade corporal e sensibilidade a insulina. Os processos
envolvidos na regulagdo da homeostase energética e metabolismo de
carboidratos e lipideos estdo bastante ligados a acdo desses mediadores
neuroendocrinos. A producdo destes hormoénios adipocitarios parece ser
regulada por estado nutricional, isto é, alimentacao, jejum e/ou perda de peso.
Um entendimento mais completo das vias bioquimicas e moleculares de
regulacdo da biossintese das adipocinas poderd levar ao manejo mais
adequado da obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina e/ou diabete do
tipo 2.

Foram encontradas associacdes entre os niveis de adiponectinas no
plasma e diferentes fendtipos da adiposidade, em algumas populacdes
humanas (ver lista na Tabela 2), conforme combinacdes haplotipicas dos SNPs
-11391 (G>A) e -11377 (C>G) do gene APM1. Assim sendo, pretendemos,
nesta Dissertacdo, estudar uma populagéo brasileira com os objetivos de:

1. verificar se, também nesta populagao, os alelos dos polimorfismos
dos SNPs -11391 (G>A) e -11377 (C>G) do gene APM1 da
adiponectina estdo correlacionados com distintos fendtipos da
adiposidade (glicose em jejum, indice de massa corporal,
colesterol total e seus subtipos e triglicerideos) ;

2. e, em caso positivo, investigar se as associacbes encontradas
s&o significativas com os mesmos alelos variantes observados em

outros estudos similares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacao de estudo

A amostra do presente estudo foi constituida de um total de 297 pessoas
voluntarias, que compareceram ao Posto de Saude Bella Aurora do municipio
de Campo Bom, RS (localizado a 45 km da capital, Porto Alegre), ou ao
Laboratério de Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, para realizacdo de exames
laboratoriais de rotina.

De todos os individuos foram coletados 10 ml de sangue e tomadas as
medidas de peso, altura e circunferéncia da cintura e do quadril. Todos
responderam a um questionario sobre habitos de vida e assinaram termo de

consentimento informado (Anexo I).

3.1.1. Critérios de inclusao

Individuos adultos que procuraram atendimento médico generalista, para
tratamento ou acompanhamento de qualquer condicao clinico-cirirgica através
do Sistema Unico de Salde em Porto Alegre e regido metropolitana e que
apresentaram solicitacao para analise laboratorial do perfil lipidico.

3.1.2. Critérios de exclusao

Individuos menores de dezoito anos e aqueles incapazes de

compreender o estudo e assinar o termo de consentimento.
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3. 2. Métodos

A coleta de sangue total foi realizada com o individuo em jejum e foram
obtidos dez mililitros, através de puncao venosa, dispostos em dois frascos:
cinco mililitros, com anticoagulante (EDTA), para a andlise de DNA e cinco
mililitros, sem anticoagulante, para a analise bioquimica. Os frascos
destinados a analise bioquimica foram centrifugados durante dez minutos e a
uma velocidade de trés mil rotacées por minuto. O fluxograma de coleta consta

no Anexo Il.

3.2.1. Analise do DNA

A identificacdo dos gendtipos foi realizada no Laboratério de Pesquisa
em Biodiversidade Animal da ULBRA. O DNA foi extraido de acordo com o
método de LAHIRI & NURNBERGER (1991). A genotipagem dos polimorfismos
-11391(G>A) e -11377(C>G) do gene APM1 (Fig. 5) foi feita através de reacgao
em cadeia da polimerase (PCR), com temperatura de anelamento de 57°C, e
analise dos fragmentos em condicdes de amplificacdo e de clivagem de acordo
com o método preconizado por POITOU et al. (2005), usando os seguintes
iniciadores (primers):

Primer sense (A1): 5- TGTTGAAGTTGGTGCTGGCAT -3’

Primer antisense (A2): 5'- AGCCTGGAGAACTGGAAGCT -3’

a A>G -11426 g: T>G, G15G +45 m: R92X
b: insCA -11156 h: G=T +276 n: Y111H
c. C=T -11043 i A>G +349 o: delA +2019
d A=C -4041 j: G=A +712
e A=G  -3071 k: GB4R
C>6¢  f ATG l: G90S
11377 d .
Im
G>A e i
11391
b o
a ¢ f T ) ki| ¥
. intron 1 L intron 2
exon 1 exon 2 exon 3

Figura 5. Posicao dos SNPs -11391(G>A) e -11377(C>G) no gene APM1
(retirado de VASSEUR et al., 2002).
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A técnica de RFLP’s (Restriction Fragment Length Polymorphisms)
baseia-se na hidrolise do DNA com enzimas de restricao e posterior separacgao,
por eletroforese, dos fragmentos gerados, que correspondem a padrées de
restricdo especificos. Estes padrbes podem ser caracteristicos ao nivel da
espécie ou mesmo ao nivel da estirpe.

Uma vez que estirpes distintas apresentam diferencas (ainda que, por
vezes, minimas) no nivel do genoma, 0 que esta técnica explora é a
possibilidade dessas diferencas se encontrarem no interior da seqiéncia de
reconhecimento da(s) enzima(s) de restricdo utilizada(s). Supondo que uma
dada estirpe sofra uma mutacdo tal que, uma dada enzima deixa de
reconhecer a sua seqiéncia de restricao nesse local, essa enzima deixa de
poder cortar o DNA no dito local. Desta forma, a comparagdo dos perfis
resultantes pode permitir detectar pequenas alteragdes que diferenciem as
estirpes, desde que essas modificagcbes ocorram nas sequéncias de
reconhecimento das enzimas usadas (http://www.e-
escola.pt/site/topico.asp?topico=402, acesso em 14/08/2007).

De modo mais detalhado, ap6és a coleta das amostras e extracdo do
DNA, o processo seguiu as seguintes etapas:

| — elaboragcédo de um mix de reagentes com a seguinte composicao:

Tampéao 10X 1X 3 ul
MgCl 50 mM 2 mM 1,2 pl
Primer A1 10 uM 0,23 uM 0,7 pl
Primer A2 10 uM 0,23 uM 0,7 ul
dNTPs 25 mM 200 uM 0,6 ul
Taq 5 U/l 0,75 U 0,15 pl
Agua miliQ gsp 30 pl 23,65
Volume Total 30,0 ul;

2 —em um tubo de 200 pl, foram misturados 30 pl desse mix e 1 pyl de DNA;
3 — cada amostra foi colocada em termociclador para a realizacdo da reacéao
em cadeia da polimerase (PCR), de acordo com a seguinte programacao:
- 5 min a 94°C (desnaturacao inicial)
- 35 repeticdes dos seguintes ciclos: 30 s a 94°C (desnaturacéo),
30s a 57°C, (anelamento) e 30 s a 72°C (extenséo);
- 5 min a 72°C (extensao final);
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4 — 0 passo seguinte foi a verificacdo do sucesso da reacdo de PCR através de
eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A reacao foi considerada bem-sucedida
na presencga de uma banda com migragao equivalente a 209 pb.
Os polimorfismos foram analisados pelo emprego das enzimas de restricao
Hpall e Hhal, conforme esquema a seguir:
e (Genotipagem -1139(G>A)
Clivagem com a enzima de restrigdo Hpall (5U):
alelo G (+) =129 + 80 pb
alelo A (-) =209 pb
e Genotipagem -11377(C>QG)
Clivagem com a enzima de restrigdo Hhal (4U):
aleloC (+) =116 + 93 pb
alelo G (-) = 209 pb
5 — os produtos das clivagens foram levados a eletroforese em gel de agarose
a 2,5% e genotipados conforme descrito acima.

3. 2.2. Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram feitas no Laboratério de Biomedicina do
Instituto de Ciéncias da Saude do Centro Universitario FEEVALE, em Novo
Hamburgo, RS e no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre.

As provas bioquimicas no Laboratério de Biomedicina da FEEVALE
foram realizadas a cargo da Prof2. Ms. Simone Rossetto, integrante deste
projeto. Constaram de:

e Colesterol Total,

e Colesterol HDL ,

e Triglicerideos e

e Glicose em jejum.

As dosagens bioquimicas do colesterol total, triglicerideos e colesterol
HDL foram feitas por método enzimatico-colorimétrico em equipamento semi-
automatizado (Labquest) e kits da marca Wiener, seguindo os protocolos dos
fabricantes. O colesterol HDL foi dosado apds precipitacdo das fracoes de
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menor densidade e o Colesterol LDL foi calculado pela equacéo de Friedewald,
para amostras com triglicerideos até 400 mg/dl. Todas as dosagens foram

acompanhadas de um soro controle comercial.
3. 2.3. Medidas antropométricas

Todos os individuos tiveram as seguintes medidas antropométricas
avaliadas:

e Peso em kg,

e Altura em metro,

e Circunferéncia da cintura (em cm) e

e Circunferéncia do quadril (em cm).

Para tanto, foi usada balanca aferida e, para a medida da altura, régua
especifica. A medida da cintura foi tomada na altura da cicatriz umbilical e a do

quadril na parte mais saliente dos gluteos, com fita métrica.
3.2.4. Analise estatistica dos dados

Foi construido um banco de dados com o programa Microsoft Excel® e
para a analise estatistica utilizou-se o software SPSS for Windows (Statistical
Package for Social Sciences, versao 8.0).

As freqiiéncias alélicas e as proporcdes genotipicas foram comparadas
pelo teste de ¥°.

A avaliacao da obesidade foi realizada através do calculo do indice de
massa corporal (IMC), calculado como peso (em kg) dividido pela altura (em m)
elevada ao quadrado. Conforme preconizado pela Organizacao Mundial da
Saude (WHO, 1998 — ver no final), individuos com IMC igual ou superior a 25
kg/m? foram classificados como tendo excesso de peso e aqueles com IMC
igual ou superior a 30 kg/m® foram considerados obesos. A razdo
cintura/quadril foi calculada dividindo-se a circunferéncia da cintura pela
circunferéncia do quadril. As relacbes entre as medidas antropométricas e
bioquimicas com o sexo e a idade foram avaliadas pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson e teste t e, quando significativas, as medidas foram
ajustadas por sexo e idade através de regressao multipla.
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Os haplétipos derivados das combinacdes entre os alelos dos dois
polimorfismos foram determinados através do programa MLocus (Long et
al.,1995).

As médias das medidas antropométricas e bioquimicas foram
comparadas entre os genoétipos e haplétipos através da andlise de variancia
(ANOVA).

3.2.5. Aspectos éticos
O projeto foi aprovado nos Comités de Etica das Instituicdes onde as
coletas foram realizadas, bem como pelo Comité de Etica em Pesquisa da

ULBRA, seguindo exigéncias e critérios proprios para esta avaliacao (Protocolo
No. 2006-305H).
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4. RESULTADOS

Conforme relatado no capitulo Material e Métodos, as amostras
analisadas nesta Dissertacdo foram coletadas de voluntarios que
compareceram ao Posto de Saude Bella Aurora do municipio de Campo Bom,
RS (localizado a 45 km da capital, Porto Alegre), ou ao Laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, em Porto Alegre, para realizacdo de exames laboratoriais de rotina. Os
individuos da amostra forneceram informacdes sobre suas condicées de saude
e habitos de vida. Desta forma, os dados obtidos nos exames bioquimicos e de
DNA realizados foram analisados levando em conta os parametros informados
nos questionarios. Os resultados obtidos estdo descritos nas préximas
seccoes.

4. 1. Caracterizacao geral da amostra

A amostra estd descrita na Tabela 3. A amostra, constituida s6 de
adultos, apresentou uma idade média de 47,35 anos, considerando os dois

SEexos.
Tabela 3 — Caracterizacdo da amostra investigada.
N° de individuos = 297
N® homens = 84 N°® mulheres =213
% de homens = 28,3 % de mulheres = 71,7
Idade = 49,29 Idade = 45,40

Os dados sobre IMC (= indice de massa corporal) observados estao
descritos na Tabela 4. Nela pode-se notar que mais de 60% dos individuos que
compbem a amostra estao fora de condicées ideais de peso.
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Tabela 4 — Caracterizacdo antropométrica da amostra investigada.

indice de massa corporal (IMC)

EUTROFICOS (inferior a 25 kg/m?) 38,0%
SOBREPESO (entre 25 e 30 kg/m?) 36,3%
OBESQOS (igual ou superior a 30 kg/m?) 25,7%

As freqliéncias genotipicas e dos alelos dos polimorfismos -11391(G>A)

e -11377(C>G) na

regiao promotora do gene da adiponectina estao

relacionadas na Tabela 5, estando todas de acordo com aquelas esperadas

pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 5 — Freqliiéncias genotipicas e alélicas.

Genotipos Alelos
Polimorfismo -11391(G>A) (N=295)

G/G 212 G=0,85
G/A 76 A =0,15
A/A 7

x?=0,018

Polimorfismo — 11377 (C>G) (N=296)

C/C 180 C=0,77
C/G 96 G=0,23
G/G 20

x’=1,914
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4. 2. Medidas antropométricas

As diferentes analises a seguir foram realizadas levando em conta os
resultados dos dois polimorfismos na regido promotora do gene da
adiponectina investigados.

Os diferentes gendétipos dos polimorfismos -11391(G>A) e -11377 (C>G)
apresentaram valores similares de indices de massa corporal (IMC), conforme

pode ser visto na Tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos de acordo
com os indices de massa corporal (IMC).

indices de massa corporal (IMC)"

Polimorfismo -11391(G>A) (N=293)

GENOTIPOS N Média IMC' (kg/m?) DP!
G/G 190 27,5 +5.9
G/A 62 27,6 +5.2
A/A 6 25,8 +3,0
P2= 0,7312
Polimorfismo — 11377 (C>G) (N= 294)
GENOTIPOS N Média IMC' (kg/m?) DP!
C/C 178 27,5 +6,0
C/G 96 27,3 +5,0
G/G 20 28,6 +6,4
P2= 0,6382

ivalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.

Os diferentes gendétipos dos polimorfismos -11391(G>A) e -11377 (C>G)
distribuiram-se entre 0s normopeso e 0s com sobrepeso conforme observado

na Tabela 7. Nela, ndo se observaram diferencas entre as duas categorias.
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Tabela 7 — Distribuicao dos gendétipos dos polimorfismos
em individuos normopeso e com sobrepeso.

indices de massa corporal (IMC)"

GENOTIPOS IMC < 25 kg/m? IMC >= 25 kg/m?

Polimorfismo -11391(G>A)

G/G 71,4% 71,7%
G/A 25,0% 26,5%
A/A 3,6% 1,7%

Polimorfismo -11377 (C>G)

C/C 58,9% 61,3%
C/G 34,8% 31,5%
G/G 6,3% 7,2%

" valores ajustados pela idade

Esta mesma comparacao foi feita levando em conta os haplétipos de
ambos os polimorfismos (Tabela 8), também ndo se observando diferencas

entre 0s mesmos.

Tabela 8 — Distribuicao dos haplétipos em individuos
normopeso e com sobrepeso.

indices de massa corporal (IMC)"

HAPLOTIPOS IMC < 25 kg/m? IMC >= 25 kg/m?
GC 64,8% 62,0%
GG 21,4% 23,0%
AG 13,8% 15,0%
Total 100% 100%

" valores ajustados pela idade

Quando estas comparacgdes sao feitas entre as mulheres (Tabela 9) nédo
se observam diferencas entre os indices de massa corporal (IMC), nem quando

se comparam os perimetros da cintura (Tabela 10).
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Tabela 9 — Distribuicdo dos genoétipos dos polimorfismos de acordo com o0s
indices de massa corporal (IMC) entre as mulheres.

indices de massa corporal (IMC) — 11391(G>A)

GENOTIPOS n Média IMC? (kg/m?) DP?
G/G 149 27,9 16,4
G/A 54 28,0 54
A/A 6 25,5 13,2
P?= 0,622
indices de massa corporal (IMC) — 11377 (C>G)
C/C 128 28 6,5
C/G 69 27,5 5,1
G/G 13 29,2 7,1
P*= 0,631

ivalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.

Tabela 10 — Distribuicao dos genétipos dos polimorfismos de acordo com os
perimetros da cintura entre as mulheres.

Perimetro da cintura — 11391(G>A)

GENOTIPOS n Média cintura (cm)’ DP?
G/G 151 93,2 11,9
G/A 54 92,6 12,4
A/A 6 85,6 15,6
P?= 0,302
Perimetro da cintura — 11377 (C>G)
C/C 130 92,8 12,1
C/G 69 92,8 11,3
G/G 13 95,7 15,0
P?= 0,710

ivalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.

Achados na mesma direcdo sao encontrados quando estas

comparacdes sdo feitas entre os homens, seja em relagdo aos indices de
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massa corporal (Tabela 11), seja no que se refere aos perimetros da cintura
(Tabela 12).

Tabela 11 — Distribuicao dos genétipos dos polimorfismos de acordo com os
indices de massa corporal (IMC) entre os homens.

indices de massa corporal (IMC) —11391(G>A)

GENOTIPOS N Média IMC* (kg/m?) DP?
G/G 61 26,5 4.5
G/A 22 26,5 4.3
A/A 1 27,8

P>~ 0,961

indices de massa corporal (IMC) =11377 (C>G)

GENOTIPOS N Média IMC* (kg/m?) DP?
C/C 50 26,2 4.3
C/G 27 26,8 4.6
G/G 7 27,6 15,1

P*= 0,690

lvalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.

Tabela 12 — Distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos de acordo com as
médias da cintura entre os homens.

Perimetro da cintura (cm)' —11391(G>A)

GENOTIPOS N Média cintura (cm) DP?
G/G 61 92,5 12,1
G/A 22 93,7 19,9
A/A 1 97,2

P°= 0,859

Perimetro da cintura (cm)' —11377 (C>G)

C/C 50 92,4 11,1
C/G 27 93,0 +11,1
G/G 7 95,9 16,0

P?= 0,752

'valores ajustados pela idade; %testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.
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4. 3. Perfis lipidicos

Nao se observaram diferencas quando os niveis de colesterol total (CT)
foram comparados entre os homens (Tabela 13).

Tabela 13 — Distribuicao dos genétipos dos polimorfismos de acordo com
niveis de colesterol total (CT) entre os homens.

Nivel de colesterol total —11391(G>A)

GENOTIPOS N Média CT' (mg/dL) DP?
G/G 56 191,4 53,5
G/A 17 191,6 51,4
A/A 1 174,3

P?= 0,950

Nivel de colesterol total —11377 (C>Q)

C/C 42 191,4 53,4
C/G 25 193,5 52,6
G/G 7 181,4 51,3

P®= 0,866

lvalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.

E também nao se observaram diferencas quando os niveis de colesterol
LDL e HDL (“low and hight density lipoprotein”) foram comparados entre os

homens (Tabela 14).

Tabela 14 — Distribuicao dos genétipos dos polimorfismos de acordo com
niveis de colesterol LDL e HDL (“low e hight density lipoprotein”) entre homens.

Niveis das fracdes de colesterol —11391(G>A)

GENOTIPOS N Média CT' (mg/dL)
LDL DP? HDL DP?
G/G 55 120,1 49,6 46,0 15,8
G/A 15 109,0 57,0 47,3 20,8
A/A 1 112,6 47,0
P*=0,757 P?=0,969
Niveis das fracdes de colesterol —11377 (C>G)
LDL DP? HDL DP?
C/IC 40 115,3 50,4 471 +18,1
C/G 25 120,5 53,6 44.8 16,4
G/G 6 121,3 +48,5 47,3 17,0
P?=0,911 P?=0,850

ivalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.
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Os niveis de colesterol HDL (*high density lipoprotein”) foram similares
entre os trés gendtipos, ndo correndo desvios significantes entre os mesmos no
sexo masculino (Tabela 14).

As comparacbes entre todos os niveis de lipoproteinas (total, LDL e
HDL) entre os trés gendtipos em mulheres ndo evidenciaram diferengas entre

os mesmos (Tabelas 15 e 16).

Tabela 15 — Distribuicao dos genoétipos dos polimorfismos de acordo com
niveis de colesterol total (CT) entre mulheres.

Nivel de colesterol total —11391(G>A)

GENOTIPOS N Média CT' (mg/dL) DP?
G/G 134 200,1 +45 4
G/A 45 188,4 +40,1
A/A 5 187,3 +32,0
P2 = 0,268
Nivel de colesterol total —11377(C>Q)
C/C 115 196,0 +41,8
C/G 61 197,6 +47.6
G/G 9 199,6 +49,5
P?= 0,953

lvalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.

Tabela 16 — Distribuicao dos genétipos dos polimorfismos de acordo com niveis
de colesterol LDL e HDL (“low e hight density lipoprotein”) entre mulheres.

Niveis das fracdes de colesterol —11391(G>A)

GENOTIPOS N Média CT' (mg/dL)
LDL DP? HDL DP?
G/G 123 124,7 +44.2 49,8 +12,4
G/A 40 116,6 +43,6 48,2 +13,7
A/A 5 114,9 +40,9 53,8 +9 4
P?=0,557 P2 =0,581
Niveis das fracoes de colesterol —11377 (C>QG)
LDL DP? HDL DP?
C/C 106 120,4 +42 1 49,8 +12,3
C/G 55 125,4 +47,7 49,5 +13,9
G/G 9 126,8 +42 3 44.9 +6,4
P2 =0,751 P2 =0,529

lvalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.
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Outro parametro comparado que ndo mostrou diferencas entre os

genotipos foi o nivel de triglicerideos (TG, Tabela 17, homens e mulheres).

Tabela 17 — Distribuicao dos gendétipos dos polimorfismos de acordo com niveis de
triglicerideos (TG) ambos 0s sexos.

Niveis de Triglicerideos -11391 (G>A)

] Homens Mulheres
GENOTIPOS N Média TG DP? N Média TG DP?
G/G 56 132,2 +61,7 136 125,6 +70,1
G/A 18 161,5 +18,0 44 123,2 +82,2
A/A 1 78,0 5 84,0 +35,0

P2=0,236 P2=0,394

Niveis de Triglicerideos -11377 (C>Q)

Homens Mulheres

GENOTIPOS N Média TG~ DP? N Média TG~ DP?
C/C 43 140,8 +63,3 116 1241 +77,2
C/G 25 1441 +77,3 61 1214 +61,6
G/G 7 104,4 29,5 9 137,0 +80,4

P2=0,237 P2=0,707

lvalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.

No que se refere as diferencas dos niveis de glicose entre os trés
genotipos também néo se observou diferengcas em ambos os sexos (Tab. 18).

Tabela 18 — Distribuicao dos gendétipos dos polimorfismos de acordo
com niveis de glicose, ambos 0s sexos.

Niveis de Glicose -11391 (G>A)

Homens Mulheres
GENOTIPOS N Média TG DP? N Média TG DP?
G/G 56 99,1 +48,2 134 92,9 +26,7
G/A 17 92,4 +19,3 44 89,2 +26,1
A/A 1 97,8 4 83,2 +11,6
P2-0,858 P2=0,582
Niveis de Triglicerideos -11377 (C>G)
Homens Mulheres
GENOTIPOS N Média TG DP? N Média TG DP?
C/C 43 94,1 +37,9 114 91,4 +27.2
C/G 24 97,0 +35,2 60 93,8 +259
G/G 7 120,8 +82.6 9 86,0 +16,3
P2=0,313 P2=0,673

ivalores ajustados pela idade; “testes com valores de p inferiores a 5% foram tomados como
significantes.
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5. DISCUSSAO

De posse dos dados das tabelas 6 a 12 desta Dissertacdo, constatamos
que nao houve uma variacao significativa das medidas antropométricas entre
os gendtipos de ambos os polimorfismos. Resultados similares foram
encontrados nas analises desenvolvidas por VASSEUR e MENZAGHI et al.
(2002) que nao encontraram associagdes entre medidas antropométricas e os
polimorfismos. No entanto, diversos outros artigos relatam associacao entre
desvios das medidas antropométricas com os alelos -11391 e -11377 ou com
seus haploétipos ou com outras variantes do gene APM1.

Um dos primeiros destes estudos foi a investigacdo de HARA et al.
(2002) que observaram que, nas posicoes 45 e 276 do gene APM1, quando o
gendtipo altera de TT para GG, a presenca do alelo G na posicdo 276 esta
linearmente associada com baixos niveis de adiponectinemia plasmatica em
individuos com IMC aumentado.

YANG et al. (2003) investigaram 245 chineses, ndo diabéticos, quanto
ao polimorfismo 94T>G do gene APM1. Encontraram que a frequéncia do alelo
G era menor em individuos com IMC elevado (227). Também no mesmo ano,
UKKOLA et al. (2003) realizaram uma investigacdo das frequéncias dos
polimorfismos 45T>G e IVS2+62G>T em mulheres suecas obesas, nao
encontrando desvios entre o grupo alvo e os controles. Estas freqiiéncias, no
entanto, modificaram-se quando alguns sinais especificos de obesidade foram
levados em conta (cintura abdominal, por exemplo).

FILIPPI et al. (2004) analisaram a associa¢ao entre dois polimorfismos
de SNPs (+45T>G e +276G>T) nos genes da adiponectina e da resisténcia a
insulina em 253 individuos ndo diabéticos. Foi investigado, também, se esta
associacao estaria modulada pelo indice da massa corporal (IMC). Nenhuma
associacgao foi encontrada com o SNP +45T>G, mas o alelo +276G>T ocorreu
associado com um indice da massa corporal mais elevado (P<0,01).

43



No mesmo ano, estudando uma populacdo de suecos, GU et al. (2004)
observaram que portadores do alelo C para o polimorfismo -11377 C>G
apresentavam um indice de massa corporal (IMC) maior que o indice médio
das pessoas com o genétipo GG.

Em um estudo que examinou a associacao entre mutacées no gene da
adiponectina com a prevaléncia da doenca da artéria coronariana (CAD)
OHASHI et al. (2004) encontraram que os niveis de adiponectina no plasma se
correlacionavam negativamente com o indice da massa corporal (IMC), sendo
significativamente baixos nos pacientes com CAD ou com diabetes tipo 2.
Observaram, também, que os niveis do adiponectina do plasma nos individuos
portadores da mutacdo 1164T eram significativamente mais baixos do que
aqueles das pessoas sem a mutacao e eram independentes do IMC.

FREDRIKSSON et al. (2005) investigaram se um polimorfismo no gene
da adiponectina poderia influenciar os niveis da expressédo do adiponectina na
gordura visceral em pacientes obesos. Os autores estudaram a expressao do
gene APM1 no tecido adiposo investigando a relacdo entre a variacdo na
expressdao do APM1, do polimorfismo G276T de APM1, do polimorfismo
comum Pro12Ala do gene PPARGama (o fator de transcricao, receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma) e caracteristicas clinicas de obesidade
moérbida e indices de massa corporal (IMC) = 41.5 +4.9 kg/m? em 36 pacientes
nao-diabéticos. Os resultados indicaram que a variagdo genética em APM1
influencia a expressdao do gene no tecido visceral adiposo e sugeriram um
papel potencial para tal variacdo na regulacdo da acumulacdo da gordura
corporal em individuos obesos.

BUZZETTI et al. (2007) investigaram uma possivel associacao entre os
SNPs -11391G>A e -11377C>G do gene do adiponectina e a medida da
sensibilidade a insulina em um grupo de individuos obesos (N=99, idade média
35 anos e com nenhuma comorbidade associada) com uma histéria de
obesidade de, pelo menos, 10 anos. Observaram que os homozigotos para o
alelo G no locus -11391 e os portadores da variante -11377G tiveram mais
baixos indices da massa corporal e de niveis de adiponectina quando
comparados aos individuos com os gendtipos GA+AA e com 0s nao portadores

da variante, respectivamente.

44



LOOS et al. (2007) estudaram a associacdo dos polimorfismos
ADIPOQ, ADIPOR1, e ADIPOR2 (receptores 1 e 2 da adiponectina) com a taxa
metabdlica em repouso (RQ) e indice de massa corporal, porcentagem de
gordura corporal, circunferéncia da cintura e gordura visceral em 759
participantes de um estudo familiar em Québec, Canadd. Seus resultados
confirmaram achados precedentes que indicavam que a variante >G do l6cus
ADIPOQ 45T- contribui a gordura total e a obesidade abdominal.

E possivel que a falta de associagdo que observamos entre algumas
formas de SNPs do gene APM1, tdo bem evidenciada em outros estudos, seja
resultado ou de nosso numero amostral (somado ao fato de serem individuos
nao selecionados para o peso corporal) ou realmente refletir uma condicao
genética da populacdo da grande Porto Alegre. Mais estudos, com uma
amostra maior e com medidas dos niveis de adiponectina no plasma, poderao
esclarecer esta questao.

Um fator que investigamos e no qual também ndo encontramos
associagcdo com os polimorfismos do gene APM1 foi o perfil lipidico dos
individuos. Em alguns estudos da literatura, no entanto, esta associagédo foi
evidenciada. UKKOLA et al. (2003) ao realizar sua investigacdo das
frequéncias dos polimorfismos 45T>G e IVS2+62G>T em mulheres suecas
obesas verificaram que uma Unica substituicdo (T45G) no codon 15 do exon 2
resultando em nenhuma mudanca no aminoacido (Gly15Gly) foi encontrada em
frequéncias iguais entre individuos obesos e controle. Entretanto, este
polimorfismo estava associado com o nivel de colesterol de soro no grupo
obeso. BERTHIER et al. (2005) referem o aumento da fracdo de baixa
densidade (LDL) e reducdo do HDL em pessoas portadoras do alelo 276T,
quando comparadas com os homozigotos GG. YAN ef al. (2006) nao
observaram relagdo do polimorfismo 45T>G com a obesidade, mostrando que
este polimorfismo esta mais associado com aumento do colesterol HDL na
analise de uma populacao chinesa.

Outro parametro que analisamos e no qual ndo encontramos associacao
com os polimorfismos -11391G>A e -11377C>G do exon 1 do gene APM1 foi
nivel de glicose do mesmo modo que as analises de GU et al. (2004) nao
mostraram associacao significativa destes haplétipos com diabete do tipo 2
(DM2) e resisténcia a insulina (RI). A pesquisa de VASSEUR et al. (2002)
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sugere que possa existir um risco aumentado de desenvolvimento de diabete
do tipo 2 em haplétipos variantes da regiao promotora do gene APM1 (-11377
G>C e -11391 G>A), porém, ndo demonstram a relagdo com resisténcia a
insulina.

Em varios artigos, no entanto, esta e outras associacées com outras
variantes deste gene ficaram evidentes. Assim, VASSEUR et al. (2002),
analisando uma populacao francesa, conseguiram estabelecer que a presenca
de, no minimo, uma mutacao nao-sinbnima no éxon 3 esta relacionada com o
nivel de adiponectina e ocorréncia de diabete tipo 2, porém, sem poder analisar
indices de resisténcia a insulina.

UKKOLA et al. (2003) verificaram que a glicose do sangue era mais
elevada nas mulheres obesas (N=56) que eram homozigotas para o alelo G
(GG) do polimorfismo IVS2 G62T e que todas as diabéticas (N=6) da amostra
estavam neste grupo. FILIPPI et al. (2004) ao analisaram a associacao entre
dois polimorfismos de SNPs (+45T>G SNP e +276G>T) na resisténcia a
insulina em individuos ndo diabéticos encontraram que o alelo +276G>T
ocorreu associado com a resisténcia a insulina.

Por outro lado, JAZIRI et al. (2006), estudando uma populagao
caucasiana francesa, relatam o envolvimento do polimorfismo -11391G>A com
0 aumento dos niveis circulantes de glicose. Segundo SCHWARZ et al. (2006),
este polimorfismo, dentre o grupo analisado, foi o mais freqlientemente
associado ao diabete, principalmente os portadores dos alelos —11391A e —
11377C.

BUZZETTI et al. (2007) sugerem que o0s portadores destes
polimorfismos da regidao promotora do gene APM1 estejam associados ao
desenvolvimento do DM2 pela diminuigdo da sensibilidade ao horménio
insulina. A susceptibilidade a diabete deve estar situada em um determinado
locus do cromossomo 3927, onde esta o gene APM1. Nas posicdes 45 e 276,
quando o gendtipo altera, de TT para GG, HARA et al. (2002) ja tinham
observado que o risco de diabete tipo 2 ficava bastante aumentado, bem como
a resisténcia a insulina.

Especificamente, a possivel variacdo das freqtiéncias dos haplétipos -
11391 e -11377 foi investigada por dois grupos de autores. O estudo recente
de MENZAGHI et al. (2007) analisou individuos caucasianos, diabéticos e nao

46



diabéticos, verificando que o haplétipo estd associado com o0 aumento de peso,
mas nao com diabete tipo 2. A variabilidade do locus do APM1 guarda relacéo
com a obesidade e outros quadros de sindrome de resisténcia a insulina. Os
mesmos autores sugerem que a adiponectinemia esta relacionada a acéao
antiaterogénica e com a sensibilidade a insulina. E dois loci do gene APMH1
parecem apresentar as variagdes que justificam estes achados: na extremidade
5’, o polimorfismo -11391 G>A representa uma variagdo modesta mas com um
significante resultado na adiponectinemia; ja, na extremidade 3’, a variacao
+276 G>T é um forte determinante de resisténcia a insulina e doenca arterial
coronariana.

E possivel que, também, com referéncia aos parametros bioquimicos
(niveis de colesterol, de triglicerideos e de glicose) que investigamos neste
trabalho ndo tenhamos encontrado associagdo com polimorfismos da regiao
promotora do gene APM1, seja devida as mesmas causas apontadas
anteriormente: ou estes polimorfismos ndo estdo relacionados com estes
fenétipos de obesidade na populacao da grande Porto Alegre ou esta auséncia
de associagdo € o resultado de um numero amostral insuficiente para

evidencia-la.
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6. APENDICE

6.1. Anexo 1 — Questionario e Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido

1. IDENTIFICACAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo do Projeto: Analise de Polimorfismos do Gene Codificador da Adiponectina

Area do Conhecimento: Genética Humana

N? de participantes

No centro:

Total: 200

Curso: Pés-Graduacao Genética Humana

Unidade:Laborat. Diagnést. Genético ULBRA

Projeto

Multicéntrico X | Sim

Nao

X'| Nacional

Internacional

Cooperagao

Estrangeira

Sim

Nao

Patrocinador da pesquisa: Conselho Nacional de Pesquisa - CNPq

Instituicdo onde serd realizado: Laboratério Diagnéstico Genético-Molecular ULBRA Canoas

Nome dos pesquisadores e colaboradores: Roberto Claure Arena de Souza, Margarete Mattevi

NOME

ENDEREGO

RES. COM. CELULAR
REGISTRO D.NASCIM. RG

IDADE SEXO FEM  MASC FOTOTIPO DATA
PESO IMC CINTURA
COL. TOTAL HDL LDL
TRIGLICER. GLIC. JEJUM

E diabético? Se positivo, com diagnostico médico?
()sim ( )néo ()sim ( )néo

E hipertenso ? Se positivo, com diagnéstico médico?
()sim ( )nao ()sim ( )nao

Problemas cardiovasculares?

( )sim ( )nao

Se positivo, com diagnostico médico?

( )sim ( )nao

Ativ. Fisica ou Caminhadas?

Quantas vezes por semana?

( )sim ( )nao ol o2 o3 o+ de 3

Usa cigarros ? Quantos cigarros por dia?

()sim ( )nao oaté 10 o010a 20 o+ de 20

Usa éalcool? ( )cerveja ( )vinho ( )uisque ( )outro

( )sim ( )nao oix/dia ol a2x/semana o+ de 2 x/semana
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As adiposidades sd@o patologias multifatoriais complexas que podem ser indicativos de
um dos problemas de saude mais significativos de todo o mundo.Os fatores que contribuem
para o ganho de peso ou acumulo de gordura localizada sdo numerosos e, em sua maioria,
desconhecidos. A aplicacdo da genética na compreensdo e tratamento das desordens da
regulacdo do peso corporal, em humanos, teve enorme progresso nos Ultimos anos. Assim,
este estudo tem o objetivo de determinar a influéncia das variantes em genes que codificam as
adipocitocinas (hormdnios produzidos pelas células de gordura) na etiologia das adiposidades,
na populagdo do Rio Grande do Sul. Para os exames, serdo colhidas amostras de sangue, por
acesso venoso, e isso serd realizado por pessoal treinado e com material descartavel, estéril.
As amostras serdo guardadas até o seu exame e, apds, destruidas conforme normas técnicas.
Os desconfortos e riscos da participacdo no estudo sdo aqueles mesmos de uma simples
coleta de sangue para exame laboratorial, porém, o participante contribui para o estudo de
fatores de risco aos problemas relativos a obesidade e doengas cardiovasculares, além de ter
avaliado alguns aspectos de sua saude. Desde que haja qualquer alteragdo na avaliagdo dos
dados, o participante sera comunicado e encaminhado conforme a necessidade, para
tratamento ou acompanhamento pertinente. O participante esta totalmente isento de despesas,
0 que ja exime a possibilidade de qualquer ressarcimento.

Caso aceite participar do estudo, fica garantido a vocé:

direito de anonimato e privacidade;

nao sera injetado ou administrado nenhum tipo de droga;

todo o material de coleta é descartavel e manipulado na sua presenca;
as coletas sao realizadas por profissionais capacitados e qualificados;
se for de sua vontade, esta autorizacido podera ser cancelada.

VVYVYVYV

AUTORIZACAO

Eu, “ " tive acesso a todas as
informagobes necessarias, descritas acima, tendo lido as mesmas e entendido a importancia da
utilizacdo destes dados para o enriquecimento cientifico.

Os propdsitos deste estudo ficaram claros para mim, bem como os procedimentos realizados,
seus desconfortos, riscos e a garantia de confidencialidade a cerca de minha identidade e
outros dados obtidos.

Minha assinatura neste Consentimento Livre e Esclarecido autoriza os responsaveis por esta
pesquisa a utilizar todos os dados obtidos quando se fizer necessario, incluindo a divulgagcdo
dos mesmos, porém, sempre preservando minha privacidade e integridade.

Quaisquer duvidas, poderao ser esclarecidas com o Dr. Roberto Arena, através dos fones (51)
3381-9505 ou no endereco a rua Carlos Huber, 121, Porto Alegre, ou com o Comité de Etica
em Pesquisa da ULBRA/Canoas, (51) 34779217.

Porto Alegre, / / 20086.

Testemunha/CPF, RG e Telefone

assinatura do voluntério Testemunha/CPF, RG e Telefone
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6.2. — Anexo 2

Fluxograma de coleta de amostras - projeto adiponectina

Paciente em
jejum

A 4

Tubo lilas
(sangue com
anticoagulante)

l

Levar ao freezer

l

ULBRA

l

Extracdo de DNA

l

Aguardar no minimo
10 minutos e no
maximo 4 horas

A 4

Centrifugar a

3.000 rpm por
10 minutos

v

Transferir o
sobrenadante (soro)
para 2 tubos
eppendorf

v

Levar ao freezer

v

FEEVALE

v

Perfil lipidico e
dosagem de
adiponectina
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