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RESUMO

Em diversas partes do mundo, a prevaléncia da obesidade tem aumentado rapidamente. A
Organizagao Mundial da Saude estima que, em 2015, haverd 700 milhdes de pessoas obesas
(indice de massa corporal >30kg/m?) em todo o mundo. No Brasil, aproximadamente, 50% da
populacdo acima dos 20 anos apresentam sobrepeso (indice de massa corporal >25kg/m?) e
16% ja demonstram quadro de obesidade. A obesidade ¢ um dos fatores desencadeadores de
diversas doencas cronicas, assim, ¢ importante identificar caracteristicas que predispdem
individuos a obesidade, ou condi¢des negativas que ocorrem durante o desenvolvimento da
obesidade, as quais alteram o metabolismo e o estado de satide de maneira negativa. O
objetivo do presente estudo foi avaliar diferengas na expressdo de genes-alvo do PPARa em
cé¢lulas mononucleares periféricas do sangue (PBMCs) e na concentracdo plasmatica de
acidos graxos livres no sangue, entre individuos obesos e ndo-obesos, apos 24 horas de jejum.
Este estudo foi o primeiro realizado na populagdo brasileira. Em ambos os grupos (obeso e
nao-obeso), a concentragdo plasmatica de acidos graxos livres (AGL) elevou-se de forma
significante apds as 24horas de jejum, em especial, no grupo ndo-obeso, onde a média da
concentracao elevou-se 3 vezes se comparada com a média da concentragao no tempo Oh. A
média da concentragdo plasmatica basal (Oh) de AGL revelou-se 2 vezes maior no grupo
obeso quando comparada com a média do grupo nao-obeso. No entanto essa diferenca nao foi
observada apds as 24h de jejum. Os genes estudados participam diretamente na B-oxidagdo
mitocondrial hepatica e musculoesquelética e sdo ativados por PPARa. Apds o jejum, todos
os genes estudados evidenciaram um incremento na expressdo (fold change) quando
comparados com o tempo Oh, em ambos os grupos. Ao se identificar qual a via de f-oxidagao
preferencial durante o jejum, o gene da CPT1A demonstrou um incremento na expressao (fold
change) em comparagao com a CPT1B, assinalando, assim, que a 3-oxidagdo ocorreu de uma
maneira maior no figado, em ambos os grupos. Por fim, embora nao tenha havido diferenca
estatisticamente significante entre os grupos de estudo, quanto a regulacdo da expressdo
génica, nos genes estudados, os resultados observados no grupo obeso sdo ligeiramente mais
pronunciados do que no grupo ndo-obeso. Os resultados obtidos pelo presente estudo podem
ser importantes para a analise de intervencoes dietéticas e diagndstico precoce ainda em um
estagio subclinico.

Palavras-chave: Acidos graxos livres; Células mononucleares periféricas do sangue; Jejum;
Obesidade; PPARa.



ABSTRACT

The prevalence of obesity has increased rapidly in many parts of the world. The World Health
Organization estimates that in 2015, there should be 700 million obese people (body mass
index > 30kg / m?) around the world. In Brazil, approximately 50% of the population aged 20
years and older are overweight (body mass index > 25kg / m?) and 16% already meet the
criterion for obesity. Obesity is considered a trigger factor for several chronic diseases, so it is
important to identify traits that predispose individuals to obesity or negative conditions that
occur during the development of obesity, affecting metabolism and health negatively. The aim
of this study was to evaluate differences in the expression of PPAR-alpha target genes in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and in plasma free fatty acid concentration in
the blood of obese and non-obese subjects, after 24 hours of fasting. This was the first study
conducted in the Brazilian population. In both groups (obese and non-obese), plasma free
fatty acid (FFA) concentration increased significantly after 24 hours of fasting, especially in
the non-obese group, in which the mean concentration rose 3 times compared with the mean
concentration at time Oh. The baseline (Oh) mean of plasma FFA concentration was 2 times
higher in the obese group compared with the mean from the non-obese group. This difference,
however, was not observed after 24h of fasting. The studied genes participate directly in
hepatic and musculoskeletal mitochondrial beta-oxidation and are activated by PPAR-alpha.
After fasting, all the studied genes had an increase in fold change compared with time Oh, in
both groups. By identifying the preferential beta-oxidation during fasting, the CPT1A gene
presented an increase in fold change compared with the CPT1B gene, indicating thus that
beta-oxidation occurred more in the liver, in both groups. Finally, although there was no
statistically significant difference between the study groups regarding the regulation of gene
expression in the studied genes, the results observed in the obese group are slightly more
pronounced than in the non-obese group. The results obtained by this study may be important
for the analysis of dietary interventions and early diagnosis, even in a sub-clinical stage.
Keywords: Fasting; Free fatty acids; Obesity; Peripheral blood mononuclear cells; PPAR-
alpha;
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CAPITULO I

1. Revisdo da Literatura

a. Obesidade e dcidos graxos

Na maioria dos paises desenvolvidos, a prevaléncia de obesidade continua
aumentando, fendmeno o qual também se verifica nos paises em desenvolvimento, onde a
obesidade apresenta dados epidémicos. Em 2005, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
classificou pelo menos 400 milhdes de pessoas como obesas (indice de massa corporal
>30kg/m?), ¢ projeta que, em 2015, esse numero chegard a 700 milhdes (CONSITT et al.,
2009). No Brasil, segundo a tultima Pesquisa de Or¢amento Familiar (POF- 2008/2009),
divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o sobrepeso atinge mais
de 30% das criangas entre 5 e 9 anos de idade, cerca de 20% da populagdo entre 10 e 19 anos
e 48% das mulheres e 50,1% dos homens acima de 20 anos. No caso da obesidade, observa-se
que, na faixa etaria entre 5 ¢ 9 anos, 16,6% e 11,8% do sexo masculino e feminino,
respectivamente, apresentam obesidade; e, entre os individuos com mais de 20 anos, os
valores encontrados foram de 12,4% para os homens e 16,9% para mulheres (IBGE, 2010).

A obesidade ¢ causada por um desequilibrio entre o consumo e o gasto de energia,
resultando em um balanco positivo de energia, associado ao ganho de peso (KERSTEN,
2002; PATSOURIS et al., 2004). Esse excesso de energia ¢, primariamente, armazenado nos
tecidos adiposos, na forma de triacilglicerideos. Algumas evidéncias sugerem que, em
resposta a hipertrofia dos adipocitos, durante o desenvolvimento da obesidade, a funcao do
tecido adiposo ¢ comprometida (STIENSTRA et al., 2007). A obesidade também provoca
mudangas estruturais e metabolicas em outros 6rgdos, incluindo musculoesquelético e figado
(STIENSTRA et al., 2007). A etiologia da obesidade parece estar associada com a inabilidade
de oxidacao de lipidios circulantes em obesos (KIM et al., 2000).

O acumulo excessivo de gordura no tecido adiposo, figado e musculoesquelético
predispde fortemente ao desenvolvimento de mudangas metabdlicas que aumentam o risco de
morbidades (STIENSTRA et al., 2007). As anormalidades metabolicas que frequentemente
sao acompanhadas de obesidade incluem hipertensdo, tolerdncia a glicose diminuida,
resisténcia a insulina associada a hiperinsulinemia, dislipidemia, desordens de coagulagdo e
doengas cardiovasculares (STIENSTRA et al., 2007, HOUMARD, 2008; BODEN, 2011).

Os individuos que apresentam obesidade e/ou diabetes tipo 2, comumente,
encontram-se com os niveis de acidos graxos circulantes duas vezes maiores do que os

individuos nao-obesos e saudaveis (CONSITT et al., 2009; BODEN, 2011).



14

O aumento de acidos graxos no plasma ¢ capaz de inibir a utilizagdo da glicose,
aumentando, assim, a resisténcia a insulina (RANDLE, 1998). Portanto, muita ateng¢do tem
sido dada ao papel dos acidos graxos livres (AGL) no plasma, os quais sdo capazes de
interromper o metabolismo celular em muitos 6rgaos (MANDARD et al., 2006).

O tecido adiposo ¢ reconhecido por ter diferentes funcdes, as quais sdo
importantes na regulacdo do balanco de energia e substrato do metabolismo. O principal papel
desse tecido ¢ agir como um reservatério, no qual os acidos graxos sdo armazenados como
triacilglicerideos (NAPAL et al., 2005), bem como mobilizar essa energia quando necessario,
por exemplo, durante o jejum ou em situagdes com elevada demanda de energia (PALOU et
al., 2010). O tecido adiposo visceral tem sido mais relacionado com as anormalidades clinicas
ligadas a obesidade do que o tecido adiposo subcutaneo. O excesso de tecido adiposo visceral
levaria a maior liberagdo de acidos graxos para o figado, podendo prejudicar a depuragdo e
acao da insulina e aumentar a glicose e a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) fora
do figado, provocando, assim, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e hiperglicemia
(PALOU et al., 2010). A adiposidade central (visceral), associada com altos niveis de 4acidos
graxos livres, também, estd envolvida com a diminuicdo da atividade das células f-
pancreaticas, tornando a progressdo para o diabetes mais rapida (BERGMAN & ADER,
2000).

O musculoesquelético, assim como o tecido adiposo, desempenha um papel
importante no metabolismo de lipidios, por meio da oxidacdo (KIM et al., 2000). Embora a
quantidade de triacilglicerideos no musculoesquelético seja relativamente menor que no
tecido adiposo, essa quantidade ¢ significantemente associada com a resisténcia a insulina
(KELLY et al., 1999). Estudos relatam que a oxidagdo lipidica no musculo ¢ reduzida em
individuos obesos no estado pods-absortivo, sugerindo que a diminuicdo da oxidagdo de
lipidios no musculo resulta em um acimulo de lipidios intramuscular que pode estar ligado
com a resisténcia a insulina em individuos obesos (KIM et al., 2000). Essa diminui¢do na
oxidagdo tem sido atribuida a capacidade mitocondrial reduzida (SUGDEN et al., 2009).

Randle et al. (1963) foram os primeiros a discutir os mecanismos pelos quais 0s
acidos graxos poderiam mediar a resisténcia a insulina em ratos. Apds quase 50 anos, estudos
em musculoesquelético de humanos demonstram os mesmos resultados, entdo, referindo que
os acidos graxos induzem ao aumento de gordura e diminuem a oxidacdo de carboidratos. No
entanto os resultados revelaram que esses eventos, por si s0, ndo foram a causa para uma

subsequente resisténcia a insulina (BODEN, 2011). Atualmente, sabe-se que 4cidos graxos
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livres inibem a acdo da insulina em nivel de transporte da glicose, estimulada pela insulina
e/ou fosforilagdo, por meio da inibi¢do do sinal da insulina (BODEN, 2011).

A obesidade também esta associada a um padrdo inflamatorio, com aumento nos
niveis de citosinas pro-inflamatorias e quimiocinas na circulacdo e nos tecidos. Os acidos
graxos parecem ser uma possivel causa para esse padrdo, visto que demonstrou, in vivo e in
vitro, ativar vias pro-inflamatérias NF-kB (BODEN, 2011). Em humanos, altos niveis de
acidos graxos demonstraram ativar NF-kB no musculoesquelético, resultando em um aumento
na expressdo de diversas citosinas pro-inflamatoérias (ITANI et al.,, 2002). Além da
inflamacdo, os 4acidos graxos demonstram associagdo com o estresse oxidativo (BODEN,

2011).

b. Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR)

O termo ativado por proliferadores de peroxissoma foi, pela primeira vez, citado
em 1990, quando o primeiro membro da familia de receptores ativado por proliferadores de
peroxissoma (PPARSs), o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa),
foi descoberto (ISSEMANN & GREEN, 1990; MANDARD et al., 2004).

Em nivel molecular, os PPARs atuam de maneira similar a outros receptores
hormonais nucleares e mediam os efeitos de pequenos compostos lipofilicos, como os
esteroides, retinoides, acidos biliares e acidos graxos, na transcricdo do DNA (KERSTEN,
2002; MANDARD et al., 2004). Os PPARs e outros receptores hormonais nucleares se ligam
a promotores somente como um heterodimero com o receptor acido retinoico 9-cis, RXR
(receptor retinoide X) (KERSTEN et al., 2000a; MANDARD et al., 2004). O heterodimero
PPAR/RXR se liga a uma regido especifica dos promotores, elementos de resposta a
proliferador de peroxissomo (PPREs), regulando a expressdo de genes (MANDARD et al.,
2004; GUO et al., 2006). PPREs consistem em uma repeticdo direta de uma sequéncia
AGGTCA, separada por um nucleotideo (DR1) e flanqueada por uma sequéncia rica em A/T
(NAPAL et al., 2005).

Trés isotopos de PPARs foram identificados: a, B (também conhecidos como 6 e
NUCI1) e y. O PPARa ¢ mais expresso no tecido adiposo marrom e figado, mas também esta
presente nos rins, coracdo e musculoesquelético. O PPARY ¢, principalmente, expresso no
tecido adiposo e, de forma menor, no cdlon, no sistema imune e na retina. O PPARP ¢
encontrado preferencialmente expresso no intestino, rins e coracdo (KERSTEN et al., 2000a;

MANDARD et al., 2004).
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Os PPARs sdo fatores de transcricdo dependentes de ligantes. A ativagdo da
transcri¢do de genes-alvo depende da ligacdo de ligantes no receptor (FRUCHART, 2009).
Alguns ligantes sdo compartilhados pelos trés isotopos, como acidos graxos poli-insaturados
e, provavelmente, acidos graxos oxidados. Diversos compostos ligam-se com alta afinidade
ao PPARao, incluindo acidos graxos insaturados de cadeia longa, como &cido linoleico,
ramificado e conjugado; 4cidos graxos oxidados, como &cido fitdnico e 4cido linoleico
conjugado; e eicosanoides, como 8S-HETE e leucotrieno (LT) B4 (KERSTEN et al., 2000a;
KERSTEN, 2002; MANDARD et al., 2004; BOUWENS et al., 2008).

Uma ligacdo funcional entre oxidacdo de acidos graxos e PPARa foi estabelecida
em 1992, quando foi demonstrado que o gene oxidase acetil-CoA peroxissomal, o qual ¢
envolvido na B-oxidacdo de 4cidos graxos peroxissomal, ¢é regulado por PPARa. Desde entdo,
varios genes envolvidos no catabolismo de acidos graxos hepaticos tém sido descritos como
sendo induzidos por proliferadores do peroxissoma ¢ PPARa. O catabolismo hepatico de
acidos graxos consiste de inumeras vias distintas. Em primeiro lugar, acidos graxos livres, que
sdo gerados através da lipolise no tecido adiposo, sdo retomados do plasma sanguineo para o
figado, onde sdao ativados em acil-CoA graxos. Os acil-CoA graxos ativados sdo,
subsequentemente, retomados na mitocondria ou peroxissomos para a degradagdo do acetil-
CoA, via B-oxidagdo. Enquanto a mitocondria oxida acidos graxos de cadeia curta, média e,
preferencialmente, longa, o peroxissomo oxida alguns de cadeia longa, mas, principalmente,
acidos graxos de cadeia muito longa (MANDARD et al., 2004).

Os é4cidos graxos sdo ligantes dos PPARs, sendo, portanto, possivel que uma
grande quantidade de acidos graxos liberada do tecido adiposo, durante o jejum, possa
estimular seu proprio metabolismo por meio da ativacdo de PPARa (KERSTEN et al., 2000a;
MANDARD et al., 2004). Outro estimulo fisiologico que pode modificar o sistema de sinal
dependente de PPARa ¢ uma dieta rica em gordura (KERSTEN et al., 1999).

Os genes-alvo do PPARa sdao um grupo relativamente homogéneo de genes que
participam em varios aspectos do catabolismo de lipidios, como absor¢ao de acidos graxos
através da membrana, ligacdo de acidos graxos nas células, oxida¢do de acidos graxos (no
microssomo, peroxissomo e mitocondria) e montagem e transporte de lipoproteinas
(KERSTEN et al., 2000a).

O papel desses fatores de transcricdo, no metabolismo e fisiologia do corpo
humano, pode ser mais bem ilustrado ao serem comparadas duas situagdes nutricionais
opostas: periodo de absor¢do inicial ou estado alimentado e periodo pods-absorcao tardia ou

estado de jejum. No estado alimentado, que, em humanos, ¢ de até 4 horas ap6s uma farta
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refeicdo, carboidratos e gorduras entram na circulagdo na forma de glicose e quilomicrons,
respectivamente. A quantidade de fatores de transcri¢do de elementos de resposta a esterol
ligados a proteina 1 (SREBP1) aumenta no estado alimentado, o qual promove a conversao
glicolitica de glicose em acetil-CoA e subsequente sintese de 4cidos graxos a partir de acetil-
CoA. Os 4cidos graxos sdo convertidos em triacilglicerideos e guardados em lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) (KERSTEN et al., 2000a).

Uma situagdo diferente existe no estado pds-absor¢do tardio ou de jejum. No
figado, acidos graxos sdao oxidados em acetil-CoA e, subsequentemente, em corpos cetonicos.
Ambos os processos sdo estimulados pelo PPARa, cuja expressdo ¢ mais elevada em

consequéncia do jejum (KERSTEN et al., 2000a).

c. Jejum

O estudo do metabolismo de acidos graxos € necessario para identificar rotas que
irdo permitir uma modulacao nutricional de deposito de lipidios que ajudem a prevenir ou
curar desordens relacionadas com dislipidemias (BLAVY et al., 2009). O jejum tem sido
usado como metodologia-chave para o estudo do metabolismo de lipidios em diversos 6rgaos,
assim como a expressao de genes nessa etapa.

Os mamiferos tém desenvolvido sistemas de respostas metabdlicas que lhes
permitem sobreviver por longos periodos de privagdo de energia (KERSTEN et al., 1999). As
respostas ao jejum, em eucariotos superiores, sdo complexas e sdo iniciadas, em parte, por
meio de mudangas hormonais em resposta a diminui¢do dos niveis de glicose e aminoacidos
no sangue (FINN & DICE, 2006). Uma caracteristica proeminente ¢ a mudanga gradual, em
todo o organismo, que leva a utilizagdo de carboidratos e gordura da alimentagdo para, quase
que exclusivamente, gordura ap6s um dia de jejum. Essa adaptagdo ¢ particularmente notavel
no cérebro, um consumidor obrigatorio de glicose em estado de alimentagdo, o qual ¢ capaz
de adquirir energia predominantemente de corpos cetonicos apds um jejum prolongado
(KERSTEN et al., 1999).

O metabolismo do tecido adiposo ¢ um componente central na mudanga de
economia de energia durante o jejum. A mobilizacdo de 4cidos graxos do tecido adiposo
fornece a maior parte da energia necessaria para os tecidos periféricos durante o jejum,
poupando glicose para a utilizacdo em tecidos dependentes (CARLSON et al., 1994). A
demanda de acidos graxos livres ¢ também alta durante exercicios, e a oxidagdo lipidica pode
dar conta de mais de 70% da energia total gasta no corpo, durante um jejum noturno (BODEN

& SHULMAN, 2002).
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Existem diferencas hormonais que contribuem para respostas fisiologicas ao
jejum (FINN & DICE, 2006). O jejum prolongado ¢ caracterizado por concentragdo baixa de
glicose e concentracdo alta de glucagon, glicocorticoides e (nor) epinefrina no plasma
(KERSTEN et al.,, 2000b; KERSTEN et al., 1999). Essa mudanga hormonal ativa o
catabolismo de lipidios, que promove a hidrodlise e consequente liberagao de triacilglicerideos,
que fornece energia média de 9,5kcal/g (FINN & DICE, 2006). Essa liberacao constitui-se em
uma contribui¢do importante para a homeostase da glicose durante o jejum, possivelmente,
reduzindo a exigéncia de aminoacidos gliconeogénicos ¢ poupando estoques de proteinas
vitais (CARLSON et al., 1994).

A lipdlise de triacilglicerideos armazenados no tecido adiposo fornece &cidos
graxos nao-esterificados (ou livres) (NEFA) para serem usados como uma fonte de energia
para outros tecidos. A quebra de triacilglicerideos ¢ mediada pela lipase hormdnio sensivel
(LHS) e lipase dos triglicerideos especifica dos adipocitos (ATGL), também conhecida como
desnutrina. Os acidos graxos livres sao lipossolaveis, e, sendo assim, sdo levados aos tecidos
preferencialmente ligados a albumina (FINN & DICE, 2006).

Embora parte dos acidos graxos liberados seja oxidada no tecido adiposo, eles
sao, preferencialmente, conduzidos para o figado e metabolizados via sistema de enzimas da
B-oxidagdo mitocondrial e peroxissomal (BLAVY et al., 2009; PALOU et al., 2010).

A glicose ¢ produzida por meio da glicogendlise e gliconeogénese no figado. Os
acidos graxos livres sdo capazes de aumentar a glicogenogénese hepatica. A estimulagdo de
gliconeogénese pelos acidos graxos livres tem sido atribuida & producdo de: 1) acetil-CoA,
derivado da oxidagdo de acidos graxos livres, 2) NADH, o qual ¢ usado na formagdo de
gliceraldeido 3-fosfato a partir de 1,3-bisfosfoglicerato, e 3) ATP, o qual ¢ usado como fonte
de energia (LAM et al., 2003).

Quando o jejum persiste por 24h, um aumento da demanda de produgdo de
energia instaura-se no figado, com o objetivo de produzir energia suficiente para a
sobrevivéncia. Nessa situacdo, o figado precisa manter o ciclo de Krebs intra-hepatico para
producdo de ATP e gliconeogénese para fornecimento de glicose para os tecidos extra-
hepaticos. Todavia o ciclo de Krebs e a gliconeogénese comegam a lentificar em razao de que
os dois processos requerem os mesmos intermediarios € a taxa de oxaloacetato torna-se
limitante. Como resultado, acumula-se acetil-CoA na mitocondria, que ¢ transformado por

uma série de reacdes de condensacdo que produzem corpos cetonicos (FINN & DICE, 2006).
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d. Células mononucleares periféricas do sangue (PBMCs)

Segundo Chelly et al. (1989), os genes podem ser classificados em dois grupos:
genes tecido-especificos, os quais sdo expressos exclusivamente em determinado estado de
desenvolvimento de certos tecidos, e genes de expressdo basal, que sdo expressos,
essencialmente, em todas as células. O primeiro grupo codifica proteinas envolvidas em
caracteristicas funcionais e fenotipicas das células; o segundo grupo codifica proteinas
estruturais ou enzimas ubiquas. Deste modo, transcritos de genes de doencas tecido-
especificas sdo considerados existentes somente no tecido correspondente. Os autores
sugeriram que qualquer gene pode ser transcrito em baixo nivel, em qualquer tipo celular.
Esse tipo de transcricdo foi, entdo, chamado de “transcri¢cdo ilegitima”. Qualquer que seja o
mecanismo da transcri¢do ilegitima, esse fenomeno fornece uma ferramenta poderosa para
investigacao de transcritos patologicos por meio do uso de células de facil acesso (ex. células
periféricas do sangue). Até o momento, o acesso a tecidos que possuem potencialmente
alguma modificacdo metabolica ou patologica tem sido limitado pela dificuldade de se obter
mRNAs pertinentes, quando esses estdo localizados em células de dificeis acessos (ex.
cérebro, figado, pancreas e coracdo), algumas vezes, em um baixo nivel. A descoberta de que
esses mMRNAs estdo virtualmente presentes em todos os tipos celulares e a possibilidade de
amplificacdo exata de fragmentos de cDNA, pelo facil acesso de células, ampliam a
perspectiva para essa abordagem (CHELLY et al., 1989).

As células brancas do sangue migram por todo o corpo e respondem a varios
sinais internos e externos. Um subconjunto de células brancas, conhecido como células
mononucleares periféricas do sangue (PBMCs), tem recebido grande interesse para
diagnostico. Ha a vantagem das PBMCs em relagdo a outras células porque o sangue ¢ o
material celular mais acessivel em humanos, e PBMCs podem ser isoladas a partir do sangue
total, com relativa facilidade (BOUWENS et al., 2007). As mudancas induzidas pela nutri¢cao
na expressao génica de PBMCs sdo, provavelmente, menores do que os efeitos descritos na
observacdo de varias doengas. Porém a caracterizagdo dos efeitos nutriente-especificos no
metabolismo celular e controle homeostatico poderdo, no final, levar a um aconselhamento
dietético baseado na preven¢do de doengas, pela intervengcdo em um estado anterior a doenca
(LIEW et al., 2006; BOUWENS et al., 2007), ou estudo do processo da doenca, incluindo
cancer, doenga autoimune, doengas genéticas e desordens metabdlicas (WHITNEY et al.,
2002). O conhecimento do mecanismo envolvido nos efeitos nutricionais na expressdo génica
¢ de consideravel importancia nesse contexto, especialmente, no caso de PBMCs, uma vez

que obter material celular alternativo, através de biopsias invasivas em tecidos, nem sempre ¢
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viavel, ou mesmo possivel em voluntdrios saudaveis, por razdes éticas (BOUWENS et al.,
2007).

Estima-se que aproximadamente 16.400 genes sdo expressos em células
sanguineas humanas. Considerando que existem 20.000 a 25.000 genes codificadores de
proteinas no genoma humano, isso indica que cerca de 66%-82% dos genes codificados no
genoma humano s3o expressos em células sanguineas humanas (LIEW et al., 2006).
Aproximadamente 80% dos genes expressos, em qualquer um dos nove tecidos a seguir

(Tabela 1), sdo, também, expressos em células sanguineas (LIEW et al., 2006).

Tabela 1. Genes expressos em células periféricas do sangue compartilhado com um dos nove

tecidos humanos

Cérebro  Colon Coracdo Rim Figado Pulmdao Prostata Baco  Estomago

Nuamero de

13961 13767 12440 13428 13840 15202 11706 13224 10898

genes
expressos

Numero de

genes 11428 11360
coexpressos

no sangue

Porcentagem

de genes 81,9% 82,5%
coexpressos

no sangue

10472

84,2%

11166

83,2%

11490 12301 9955 10892 9408

83,3%  80,9%  83,9% 85,0% 86,3%

Fonte: Liew et al. (2006)

A expressdo génica em PBMCs poderd ser utilizada para diagnostico e
desenvolvimento de estratégias terap€uticas na obesidade, bem como podera ser aplicada a
estudos atinentes a uma dieta mais personalizada, baseada em pesquisas de nutrigendmica
(CRUJEIRAS et al., 2008).

Estudos recentes de repostas a exposi¢ado a dietas, por meio da analise do perfil de
expressdo génica em células sanguineas, sugerem que esse tipo de amostra pode ser aplicado

para executar estudos nutrigenomicos (van ERK et al., 2006).

e. Genes de interesse
Recentemente, Bouwens et al. (2007) demonstraram que concentragdes elevadas
de acidos graxos livres no plasma, durante o jejum, t€m um efeito pronunciado na expressao

génica de células mononucleares periféricas no sangue, em particular, na expressio de genes-
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alvo do PPARa. Os genes PDK4, CPTIA, CPTIB, SLC25420, ACAA2 e ACADVL
apresentaram uma maior média de alteracdo na expressdo apos 24 horas de jejum. Esses genes
estdo envolvidos na oxida¢ao mitocondrial de acidos graxos e na sintese de corpos cetonicos,
em diversas etapas no hepatocito humano (RAKHSHANDEHROO et al., 2009) e na oxidagao
mitocondrial no musculoesquelético.

O complexo de piruvato desidrogenase (PDH) ¢ o maior determinante da
oxidagdo da glicose (BOWKER-KINLEY et al., 1998), catalisando a descarboxilagao
oxidativa do piruvato (componente El), a transferéncia do grupo acetil resultante para CoA
(componente E2) e a regeneracdo da lipoamida oxidada (componente E3). A reacdo vincula
glicolise com metabolismo oxidativo pelo fato do produto acetil-CoA entrar no ciclo do acido
citrico. A regulacdo da atividade PDH executa um importante papel na flexibilidade
metabolica de o6rglos, significando a escolha de quais substratos um 6rgdo ird usar para
manter a homeostase energética. Em condigdes normais, estado alimentado, a glicose ¢ o
substrato preferido de escolha para oxidagdo. Durante o jejum, a -oxidagdo mitocondrial de
acidos graxos torna-se a mais importante fonte de energia, como uma alternativa para a
glicose. A flexibilidade metabdlica orquestrada pelo PDH ¢ controlada através do ciclo de
fosforilacao/defosforilagcdo, catalisado pelo piruvato desidrogenase quinase (PDK), o qual
possui quatro isoformas (WU et al., 2001) que apresentam diferentes propriedades
bioquimicas que sdao expressas de maneira tecido-especificas. Em especial no jejum e
inani¢do, PDK2 e PDK4 possuem papel adaptativo nesse processo. O PDK4 ¢ altamente
responsivo em tecidos como coragdo, musculoesquelético e rins e sua regulacdo
transcripcional esta vinculada a ativagao por meio do PPARa (HOUTEN et al., 2009).

A atividade do PDK ¢ regulada por mecanismos de curto e longo prazo. A
regulacdo em curto prazo inclui ativacdo do PDK através de produtos da reacdo do PDH, por
exemplo, acetil-CoA e NADH. Portanto, altas taxas de acetil-CoA/CoA e NADH/NAD"
ativam PDK, levando a uma inibicao fosforilativa do PDH. A regula¢do a longo prazo do
PDK ocorre, primariamente, em nivel transcripcional (HOUTEN et al., 2009), e a ativac¢ao do
PDK muscular em estados de inani¢do ¢ representada pelo aumento da expressdo proteica do
PDK4 (WU et al., 1999). Inativacdo do PDH por fosforilagdo conserva compostos de carbono
que podem ser convertidos em glicose através da gliconeogénese, no estado de jejum,
auxiliando a conservacdo da homeostase dos niveis de glicose no sangue (WU et al., 2001).

O mecanismo, ja demonstrado, que controla a fosforilagdo do PDH ¢ produzido
pela oxidacdo de acidos graxos que estdo abundantemente disponiveis no plasma durante o

jejum (WU et al., 2001). Este fato favorece a hipotese de que, na obesidade, em uma condi¢ao
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na qual hd uma elevada oxidagao de lipidios, a resisténcia a insulina pode ser relacionada, de
certo modo, com o aumento da expressdo do PDK (ROSA et al., 2003). Inani¢do e diabetes
sdo condi¢des evidentes de altos niveis de 4cidos graxos livres, os quais podem alterar a
expressao do PDK4 no musculoesquelético, por meio da ativagdo do PPARa (ROSA et al.,
2003). De modo semelhante, uma dieta rica em gordura ¢ responsavel pelo aumento drastico
na expressdo do PDK4 (FRYER et al.,, 1995; HOLNESS et al., 2000). A inativagdo do
complexo do PDH devido a sua fosforalizagdo, pelo aumento da atividade do PDK4, pode
explicar o metabolismo deficiente da glicose e o estado de resisténcia a insulina, os quais
estdo presentes em uma série de doengas como obesidade, diabete tipo 2, hipertireoidismo e
hipertensdo. Sdo caracterizadas, por niveis anormais de acidos graxos livres no sangue,
condi¢des como jejum, dieta rica em gordura e exercicios (WU et al., 2001; ROSA et al.,
2003).

A incorporacao de acidos graxos de cadeia longa, ativados no interior da
mitocondria e catabolizados por meio da B-oxidagdo, ¢ realizada pelo sistema da carnitina
palmitoiltransferase mitocondrial (CPT). CPT1, outro componente da membrana, é o principal
passo regulador na via de B-oxidacdo. CPT1 ¢ codificada pelo menos por dois genes,
conhecidos como L-CPT1 (CPT1A ou CPT1-a) e M-CPT1 (CPT1B ou CPT1-f), no figado
(L-) ou musculo (M-). Enquanto a CPTI1B ¢ expressa no musculoesquelético, coragdo,
testiculo e tecido adiposo branco e marrom, a CPT1A tem uma distribuicao mais generalizada
(BRANDT et al., 1998; NAPAL et al., 2005).

A carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1) catalisa a reacdo inicial entre a
mitocondria e acidos graxos de cadeia longa, um passo crucial na via de utilizacao de acidos
graxos celulares. A atividade da CPT1 ¢ um determinante importante no fluxo da oxidagdo de
acidos graxos celular. A CPT1 catalisa a transferéncia do grupo acil da cadeia longa de 4acidos
graxos da coenzima A para carnitina. Uma translocase especifica ¢ localizada no interior da
membrana mitocondrial e entrega acilcarnitina de cadeia longa na matriz mitocondrial, onde
sera reesterificada para acil-tioester através da CPT2. Acil-tioester na mitocondrial sofre [
oxidagdo, dessa maneira, gerando reducdo equivalente usada para produgdo de ATP via
fosforilagdo oxidativa (BRANDT et al, 1998; MANDARD et al., 2004). Ambos os genes
(CPT1 e CPT2) foram identificados como genes regulados positivamente pelo PPARa através
da regido PPRE, presente em seus promotores (MANDARD et al., 2004).

A chave molecular que transfere os ésteres acilcarnitina, recém-convertidos, em
troca de carnitina livre por toda a membrana mitocondrial na B-oxidacdo mitocondrial

(TACHIBANA et al, 2009), ¢ o Membro 20 do transportador da familia 25
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carnitina/acilcarnitina translocase (SLC25420). Observa-se que a acetil-coenzima A acetil-
transferase 2 (4CAA2) participa de processos como a biossintese de colesterol, metabolismo
de acidos graxos e lipidios; e a Acil-CoA desidrogenase de cadeia longa (ACADVL) ¢ uma das
cinco acil-CoA desidrogenases (ACADs) que catalisa o passo inicial e limitante da B-

oxidacao de 4cidos graxos (GENE, 2010).
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CAPITULO 11

1. Introducao

Tradicionalmente, a ciéncia nutricional esteve concentrada, principalmente, nas
deficiéncias nutricionais € nos seus consequentes efeitos a saude e doencas. Entretanto, ao
longo das ultimas décadas, gradualmente, as pesquisas tém focado nos estudos da interacdo
entre a nutri¢do ¢ doengas cronicas, incluindo cancer, obesidade, doengas cardiovasculares ¢
diabetes (BUNGER et al., 2007).

Em diversas partes do mundo, a prevaléncia da obesidade tem aumentado
rapidamente (PASTOURIS et al., 2004). A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima
que, em 2015, haja 700 milhdes de pessoas obesas (indice de massa corporal >30kg/m?) ao
redor do mundo (CONSITT et al., 2009). No Brasil, aproximadamente, 50% da populacao
acima dos 20 anos apresentam sobrepeso (indice de massa corporal >25kg/m”) e 16% ja
demonstram quadro de obesidade (indice de massa corporal >30kg/m?”) (IBGE, 2010).

A obesidade esta relacionada como um dos fatores desencadeadores de diversas
doencas cronicas, como doengas coronarianas, hipertensdo, diabetes tipo 2, sindrome
metabolica (HOUMARD, 2008) e cancer (la VECCHIA et al., 2011). Assim, ¢ importante
identificar caracteristicas que predispdem individuos a obesidade ou condi¢des negativas que
ocorrem durante o desenvolvimento da obesidade as quais alteram o metabolismo e o estado
de satde de maneira negativa (HOUMARD et al., 2008).

As concentragdes de acidos graxos plasmaticos sdo comumente elevadas em
individuos obesos, especialmente, pelo fato do aumento da liberagdao de acidos graxos para a
corrente sanguinea estar associado com a expansdo do tecido adiposo (BODEN &
SHULMAN, 2002). O musculoesquelético possui um papel importante na oxidagao lipidica
do organismo. Em condigdes de jejum, a oxidacdo lipidica ¢ a atividade metabolica
predominante e, essa atividade, contribui significantemente para a homeostase energética
desse tecido, pois 90% do requerimento energético do musculoesquelético em repouso sao
obtidos através da oxidagdo de acidos graxos (KIM et al., 2000). Alguns estudos sugerem que
a oxidacdo lipidica muscular ¢ reduzida em individuos obesos, como consequéncia do
aumento da concentragdo intramuscular de triacilglicerideos (KIM et al., 2000). Os
triacilglicerideos s3o a forma lipidica pela qual os acidos graxos, na sua maioria, sao
armazenados no tecido adiposo (NAPAL, et al., 2005).

Durante o jejum, os acidos graxos sdo a fonte de energia primdria para o figado,

cortex renal e miocardio (BODEN & SHULMAN, 2002). O metabolismo hepatico dos acidos
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graxos livres € responsavel pela homeostase da concentracdo plasmatica de glicose em todo o
organismo (CARLSON et al, 1994), através da gliconeogénese. Durante um jejum
prolongado, o metabolismo hepatico de 4cidos graxos comeca a lentificar e, entdo, inicia-se a
consequente geracdo de corpos cetonicos, que podem fornecer a energia necessdria para a
hoemostase das fungdes cerebrais (FINN & DICE, 2006).

O metabolismo de nutrientes e a homeostase energética sdo fortemente
controlados por numerosos sistemas regulatdrios envolvendo fatores especificos de
transcrigdo. Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sdo fatores
transcripcionais ativados por ligantes e pertencem a superfamilia de receptores hormonais
nucleares (PATSOURIS et al., 2004; RAKHSHANDEROO et al., 2009). Os PPARs possuem
trés is6topos: PPARa, PPARB e PPARy (PATSOURIS et al., 2004), e se ligam a elementos
especificos na regido promotora de genes-alvo, ativando a transcricdo apo6s formar um
heterodimero com RXR e em resposta a ligagao de ligantes (KERSTEN et al., 2000). Dentre
os ligantes do PPARa, os acidos graxos livres sdo os ligantes enddgenos preferenciais,
especialmente, durante o jejum, periodo em que os acidos graxos sdo langados para a corrente
sanguinea. Contudo dietas ricas em lipidios também tém demonstrado ativar o PPARa
(MANDARD et al., 2004).

O PPARa possui um papel central no catabolismo de acidos graxos através da
alteracdo da expressdo de inumeros genes envolvidos na oxidagdo mitocondrial e
peroxissomal de 4cidos graxos, gluconeogénese, biotransformagado, metabolismo do colesterol
(STIENSTRA et al.,, 2007), regulacio do metabolismo de aminoéacidos e inflamagao
(BOUWENS et al., 2008).

Os estudos das alteracdes de expressao do PPARa, e consequente mudanca de
expressdo de genes-alvo, tém sido realizados em menor escala em humanos devido as
dificuldades de obtencdo de amostras bioldgicas, em especial, em individuos saudaveis. O
sangue ¢ um dos poucos tecidos de facil acesso e que nao traz qualquer prejuizo ao voluntario.
Estima-se que aproximadamente 16.400 genes sdo expressos em células sanguineas humanas.
Considerando que existem 20.000 a 25.000 genes codificadores de proteinas no genoma
humano, isso indica que cerca de 66%-82% dos genes codificados no genoma humano sio
expressos em células sanguineas humanas (LIEW et al., 2006).

Segundo Crujeiras et al. (2008), a expressdo génica em células mononucleares
periféricas do sangue (PBMCs) ¢ uma ferramenta importante para o diagndstico e
desenvolvimento de estratégias terapéuticas na obesidade e podera ser aplicada a estudos para

uma dieta mais personalizada, baseada em pesquisas de nutrigendmica. Bouwens et al. (2007)
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demonstraram que ¢ possivel observar mudangas no perfil de expressao génica de PBMCs de
voluntérios saudéveis, apos 24 e 48 horas de jejum, quando as concentracdes de acidos graxos
estdo elevadas. Em individuos obesos, a expressao de genes-alvo do PPARa pode ser
diferente de individuos nao-obesos apds 24 horas de jejum, porque os niveis plasmaticos de
acidos graxos livres em individuos obesos sdo comumente elevados, e esse aumento pode
desencadear alteragdes metabolicas e morfoldgicas em mitocondrias.

O objetivo deste estudo foi avaliar diferengas na expressdo de genes-alvo do
PPARa e na concentracdo plasmatica de acidos graxos livres no sangue, entre individuos

obesos e ndo-obesos, apos 24 horas de jejum.

2. Materiais e métodos

2.1 Amostra estudada

Foram selecionados quarenta e cinco homens voluntarios, com idades entre 21 e
65 anos, recrutados dentre os servidores da Universidade Estadual de Londrina (UEL),
Paran4, Brasil, para uma primeira avaliacdo. Os individuos foram selecionados e divididos de
acordo com o indice de massa corporal (IMC), segundo a Organizagdo Mundial da Satde
(OMS, 2011a). Os individuos que apresentaram IMC >18,50kg/m* e <29,99kg/m® foram
incluidos no grupo controle, ndo-obesos (n=14), e os que apresentaram IMC >30kg/m* foram
incluidos no grupo de obesos (n=10). Foram excluidos individuos que apresentaram
concentracdo de glicose na urina acima da normalidade ou concentragdo sanguinea de glicose,
apos jejum, maior ou igual a 100mg/dL (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).
Outros critérios de exclusdao adotados foram: uso de tabaco, uso cronico de medicamentos
para diabetes mellitus ou dislipidemias, e individuos diagnosticados com condi¢des médicas
cronicas (por exemplo, diabetes, hemofilia, doengas cardiovasculares, anemia, doengas
gastrointestinais). O Comité de FEtica de Pesquisa em Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina aprovou o protocolo do estudo (CAAE N°. 0190.0.268-09), e todos os
individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participarem do

estudo.

2.2 Delineamento do estudo

Na primeira avaliag¢do, os individuos responderam a um questionario padrao para
registrar as informagdes pessoais, habitos alimentares, historia familiar de doengas cronicas,
atividade fisica, uso de medicamentos ¢ habito de fumar. Nessa avaliacao, coletou-se amostra

de urina (10 a 20mL) (DATASUS, 2002), de sangue venoso, ap6és jejum de oito horas, e
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calculou-se o IMC com base na altura e peso dos individuos. Vinte e quatro individuos que
completaram os critérios de sele¢dao foram incluidos no estudo, realizado com todos durante o
mesmo periodo. Estes individuos receberam alimentagdo idéntica, as 17:00 horas, antes do
inicio do periodo de 24 horas jejum. Essa alimentag¢do, balanceada por uma nutricionista,
continha por¢des de: arroz, feijao, legumes, salada e carne bovina grelhada. Durante o periodo
de jejum, os individuos ndo comeram nem beberam, exceto agua, cujo consumo poderia ser
ad libitum. A partir das 12 horas de jejum, os individuos permaneceram em constante
observagao. Apos as 24 horas de jejum, os individuos receberam uma dieta leve, que continha
as mesma porcdes de alimentos, exceto a carne bovina que foi trocada por filé¢ de frango
grelhado. No inicio e apds 24horas de jejum, SmL de sangue foram coletados em tubos
revestidos com EDTA (BD) e SmL em tubos com gel separador com ativador de coagulo
(BD), utilizando um sistema de coleta a vacuo (Vacutainer”, BD). Nesses periodos, também
se coletou sangue venoso para dosagem da concentracdo da glicose, aferiu-se a pressao

arterial sanguinea e mediu-se a circunferéncia da cintura dos individuos.

2.3 Determinagdo da concentragdo de glicose no sangue e na urina, e niveis de
dcidos graxos livres no plasma

A concentracdo de glicose no sangue venoso foi realizada utilizando-se o kit
Accu-Check Active (Roche Diagnostics GmbH, Alemanha) e para a determinagdao da
presenca de glicose na urina, utilizou-se tiras reagente para andlise de urina (Uri-test 11,
Alamar Tecno — Cientifica Ltda). Os niveis de acidos graxos livres no soro, por meio de
espectrofotometria cinética, teste realizado pelo Laboratério Sérgio Franco Medicina

Diagnostica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

2.4 Isolamento das células mononucleares periféricas no sangue (PBMCs)

Imediatamente apds a coleta de sangue, as PBMCs foram isoladas por
centrifugacdo, com Histopaque® (densidade 1.077 — Sigma-Aldrich, Inc.), coletadas e lavadas
com tampao RPMI 1640- HEPES (Alamar Tecno — Cientifica Ltda), de acordo com Verma &
Babu (1995).

2.5 Extragdo do RNA total
O RNA total das PBMCs foi isolado a partir de todas as amostras com TRIZOL
LS" (cat. 15596-026, Invitrogen), de acordo com o protocolo do fornecedor. O RNA isolado

foi quantificado em espectrofotdmetro (Eppendorf, Alemanha), sendo que a razdo A260/280
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manteve-se entre 1,9 e 2,1, e a integridade foi confirmada usando eletroforese (80V, 30mA,
30 minutos) em gel de agarose 0,4% (UltraPure™, cat. 15510-019, Invitrogen). As amostras
que apresentaram bandas no gel, referente &8 DNA, foram tratadas com DNase I (cat. 18068-

015, Invitrogen), e a integridade e quantificacdo foram verificadas novamente.

2.6 Sintese de cDNA

RNA total (500ng/mL, em um volume final de 2uL) foi adicionado a um mix
contendo: agua DEPC (cat. 750023, Invitrogen), OligodT 10pmol/uL (cat. 10297-018,
Invitrogen), tampao M-MLV (cat. 28025-013, Invitrogen), RNAse Out™ (cat. 10777-019,
Invitrogen) e Transcriptase Reversa M-MLV (cat. 28025-013, Invitrogen). Esse mix foi entdo
colocado no termociclador (Tchne Duxford, Reino Unido) para dar-se inicio a transcri¢do
reversa para cDNA a 37°C, por 50 minutos, com uma etapa final de 15 minutos a 70°C. O

cDNA sintetizado foi quantificado em espectrofotometro.

2.7 PCR convencional

Apos sintese do cDNA, foi realizada uma reagdo de PCR convencional para
avaliar a qualidade do material. Para isso foi escolhido o gene GAPDH como um padrao de
expressao constitutiva, que, segundo Chege et al. (2010), comportou-se de forma estavel em
PBMCs. Mori et al. (2008) e Zainuddin et al. (2010), também demonstraram que o GAPDH
pode ser usado como controle interno em estudos de tecidos de cancer de prostata fixado com
formalina e embebidos em parafina e em fibroblastos dipléide humano, respectivamente.
Além disso, 0 GAPDH mostrou-se estavel em testes realizados no nosso laboratorio. Apos a
quantificagdo em espectrofotometro (Eppendorf, Alemanha) e verificagdo da qualidade do
cDNA, por meio de eletroforese (40V, 30mA, 60 minutos) em gel de agarose 2%
(UltraPure™, cat. 15510-019, Invitrogen), foi realizada uma nova reagdo de PCR para
verificar as eficiéncias dos primers forward e reverse dos genes: Piruvato desidrogenase
quinase isoforma 4 (PDK4); Carnitina palmitoiltransferase 1A (CPT1A4); Carnitina
palmitoiltransferase 1B (CPTIB); Acetil-Coenzima A desidrogenase 2 (ACAA2);
Transportador da familia 25 (carnitina/acilcarnitina translocase), membro 20 (SLC25420) e
Acil-Coenzima A desidrogenase, cadeia longa (ACADVL). As sequéncias de primers estao
disponiveis no PrimerBank (http://www.pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html) e

descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos dos primers e condigdes do ciclo usado para

amplificagdo por RT-PCR

Gene

Forward primer (5’ para 3’) Reverse primer (5’ para 3’) Condicoes do ciclo

PDK4'

CPT1A4'

CPTIB'

ACAA2!

SLC25A420"

ACADVL'

GAPDH’

TGGAGCATTTCTCGCGCTAC ACAGGCAATTCTTGTCGCAAA 95°C por 20s
60°C por 15s
72°C por 20s

TCCAGTTGGCTTATCGTGGTG CTAACGAGGGGTCGATCTTGG 95°C por 20s
60°C por 15s
72°C por 20s

TACGGGCAGATAAACCACAA  ACAGCATACCCAACACCAAAGC 95°C por 20s
60°C por 15s
72°C por 20s

CTGCTCCGAGGTGTGTTTGTA  GCAGCAAATTCAGACAAGTCAGT  95°C por 20s
60°C por 15s
72°C por 20s

GACCAGCCAAAACCCATCAG  GCCCTCTCTAAAAAGAGTCTTCC 95°C por 20s
60°C por 15s
72°C por 20s

GTCTGGTGGTCTCTACCGC CACGGGTCCCAAGAACTGAT 95°C por 20s
60°C por 15s
72°C por 20s

GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GGAAGATGGTGATGGGATTT 95°C por 20s
60°C por 15s
72°C por 20s

"Bouwens et al. (2007)
? Sugaya et al. (2005)

2.8 PCR em tempo real quantitativo

A reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) foi utilizada para
avaliar os niveis de expressdo do mRNA dos genes-alvo.

As qRT-PCR quantitativas (Q-PCR) foram realizadas no termociclador PTC 200
DNA Engine Cycler, usando o sistema de deteccao Chromo4 (MJ Research). Foi utilizado na
reagio Platinum® SYBR® Green qPCR Supermix-UDG (cat. 11733-038, Invitrogen). Apos
uma ativacdo inicial do Platinum®™ SYBR® Green a 95°C, por 5 minutos, as reagdes foram
realizadas em 40 ciclos de acordo com as condi¢des especificadas na Tabela 1. Para verificar

a pureza dos produtos uma curva de melting foi produzida ao final de cada reagdo,
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posteriormente a incubagdo a 95°C, por 10 segundos, e 40°C, por 1 minuto, e, a partir de
entdo, a curva de melting foi produzida de 60°C, a 98°C, e lida a cada 0,5°C, por 2s. Cada
amostra de cDNA foi analisada em trés repeticdes técnicas para cada gene em estudo. Os
dados da Q-PCR foram normalizados por meio da avaliagdo da razao do Ciclo Threshold (Ct)
entre os genes candidatos e o gene constitutivo, que foi amplificado em conjunto com os

genes-alvo.

2.9 Andlise estatistica

Os valores do célculo da razdo foram transformados em log(2). Os valores
apresentados estdo como médias. Um teste ¢ de Student pareado bicaudal foi utilizado para
determinar as diferencas significantes nas concentracdes de acidos graxos livres no plasma,
glicose, pressdo arterial e para os valores da expressdao génica realizada por Q-PCR, entre o
tempo 0 e 24 horas de jejum. Na comparacao das varidveis entre os grupos de individuos, foi
utilizado teste ¢ de Student ndo-pareado bicaudal. Foram considerados valores significantes
onde o p apresentou-se <0,05 (*), <0,025(**) e <0,001 (***). A andlise foi realizada através

do software de estatistica SPSS 17.0.

3. Resultados
3.1 Caracteristicas dos individuos estudados
Todos os voluntarios completaram o periodo de jejum sem apresentarem

alteragoes clinicas. As caracteristicas da populacao estudada constam na Tabela 2.

Tabela 2- Caracteristicas da populagdo estudada de acordo com os grupos obeso e nao-obeso

Obeso Nao-obeso

(n=10) (n=14)
Média = SD Média = SD
Idade (anos) 40,7+ 7,8 41,1 £13,8
Altura (m) 1,73 £ 0,08 1,71 £ 0,08
Peso (kg) 97,17 £ 10,8%** 68,21 £ 8,0
IMC (kg/m?) 32,3 £2,6%** 23,39+£29
Circunferéncia da cintura (cm) 104,85 + 6,0*** 85,18 £10,1
Pressao arterial sistolica (mm/Hg) 127 £ 14,2 119+ 14,4

Pressao arterial diastélica (mm/Hg) 81,5+7,5 77+9,1
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Glicemia basal® (mg/dL) 94,8 £ 10,5 86,6 £9,2

* Glicose basal foi determinada apOs jejum noturno de 8 horas. Os asteriscos indicam
mudanga estatisticamente significante comparada com o grupo ndo-obeso (*** p<0,001). As
significancias foram determinadas através do Teste ¢ de Student ndo-pareado bicaudal.

O jejum realizado durante o estudo resultou em uma diminuicdo da concentracao
da glicose de uma média de 124,6mg/dL no grupo obeso e 129,1mg/dL no grupo nao-obeso,
apOs a alimentacdo, para uma média de 91mg/dL e 89,2mg/dL, respectivamente, apds o jejum
de 24 horas. O jejum ndo alterou, de modo significante, a concentragdo de glicose basal em
comparagdo com a glicose apds 24 horas de jejum (Figura 1). Os valores médios da
concentracdo plasmatica de acidos graxos livres (AGL) estdo apresentados na Figura 2. Em
ambos 0s grupos (obeso € nao-obeso), a concentragao plasmatica de AGL elevou-se de forma
significante apds as 24horas de jejum (Figura 2A), em especial, no grupo ndo-obeso, onde a
média da concentragdo elevou-se 3 vezes se comparada com a média da concentracdo no
tempo Oh. A média da concentracdo plasmatica basal (Oh) de AGL apresentou-se 2 vezes
maior no grupo obeso quando comparada com a média do grupo nao-obeso. No entanto essa
diferenca ndo foi observada apos as 24h de jejum (Figura 2B). As caracteristicas da dieta dos
individuos, assim como a frequéncia de exercicios fisicos, foram também avaliadas. Embora
nao houvesse diferenga significante na frequéncia de consumo de verduras, legumes, frutas e
massas, além do modo como os alimentos proteicos (carnes, aves e peixes) eram preparados
(APENDICE A), entre os grupos, 71,43% dos individuos do grupo ndo-obeso praticavam
atividades fisicas, enquanto, no grupo obeso, apenas 40% faziam-no em uma frequéncia baixa
(menos de 3 vezes por semana). Embora o desvio padrdo das idades, nos grupos, tenha-se
demonstrado elevado, ndo houve diferenca estatisticamente significante quando ajustou-se as

variaveis de acordo com a idade.
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Figura 1- Glicose basal e ap6s 24h de jejum, nos grupos obeso e ndo-obeso. As significancias
foram determinadas através do Teste ¢ de Student pareado bicaudal. Os simbolos representam
os valores das médias para T=0h (®) ¢ T=24h ().
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Figura 2- Médias da concentragdo plasmatica de acidos graxos livres, nos tempos Oh e 24h de
jejum, em individuos obesos e nao-obesos. Os asteriscos indicam mudanca estatisticamente
significante quando comparado ao T=0h (A) e ao grupo ndo-obeso (B) (* p <0,05; ** p
<0,025; *** p <0,001). As significancias foram determinadas através do Teste ¢ de Student
pareado (A) e ndo-pareado (B) bicaudal. Simbolos representam valores das médias para T=0h
(®) e T=24h ( m) (A), ou obeso ( ®) e ndo-obesos (@) (B).

3.2 Expressdo génica

O gene para a carnitina palmitoiltransferase 1A, CPT1A, foi o que apresentou
maior média de mudanca de expressao (fold change) dentre os genes avaliados, com um
aumento de 6,1120 e 4,4243 nos grupos obeso € nao-obesos, respectivamente. A Tabela 3
elenca a relacdo dos genes estudados com suas respectivas médias de mudanga de expressao,
apos o jejum de 24 horas. Esses genes sdo ativados por PPARa e estdo envolvidos na [-

oxidac¢do de &cidos graxos, no figado e no musculoesquelético.

Tabela 3- Valores médios da expressdo (Média de fold change) de diferentes genes, em

células mononucleares periféricas do sangue, ativados por PPAR«a

Grupo obeso” Grupo nio-obeso®
Genes Média de fold change Média de fold change
PDK4 3,5959 2,2126
CPTIA 6,1120 4,4243
CPTIB 0,8739 1,1603

SLC25420 2,7943 1,1479
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ACAA2 1,7961 1,4248

ACADVL 2,1846 1,5819

* Todos os genes apresentaram um aumento na regulagdo, comparados com o T=0h.

Assim como o gene da CPT1A que apresentou maior média de mudanca de
expressdo, o gene para piruvato desidrogenase quinase 4 (PDK4) além de apresentar
significativo valor de fold change, também assinalou a segunda maior média de mudanca de
expressdo estatisticamente significante, com valor de p igual a 0,0047 e 0,0033 nos grupos
obeso ¢ ndo-obeso, respectivamente, quando a expressdo foi comparada com o tempo Oh. A
Figura 3 apresenta os valores médios da expressdo génica (fold change) de genes ativados por
PPARa, apds 24 horas de jejum, quando comparados ao tempo Oh. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos ao se comparar a expressao dos diferentes genes
apoés o periodo de jejum, embora seja visivel que os genes tiveram maior mudanca na
expressao génica (fold change) no grupo obeso, com excegao do gene CPT1B, que apresentou

um discreto incremento no grupo nao-obeso.
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Figura 3- Valores médios da expressao de genes ativados por PPARa apds 24h de jejum, nos
grupos obeso e ndo-obeso. Os valores de p foram determinados através do Teste ¢ de Student
pareado bicaudal. Os asteriscos indicam mudanga estatisticamente significante (** p <0,025;
*** p <0,001). Os simbolos representam valores das médias para obesos (#) e ndo-obesos (m)

As expressoes dos genes CPTIB e CPT1A que participam da B-oxidagdo no
musculoesquelético e no figado, respectivamente, foram comparadas para determinar que via

de B-oxidacao foi utilizada, preferencialmente, durante o periodo de jejum de 24h. A Figura 4
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mostra um grafico onde ¢ possivel visualizar que, em ambos os grupos, o gene envolvido na
B-oxidacdo hepatica (CPT1A) apontou maior valor médio de expressdo, estatisticamente

significante, quando comparado com o gene CPTI1B. Esse fato ¢, ainda, mais evidente no

1 O []

grupo obeso (Figura 4).
7
5 kK
2 6 L
1)
=]
la 5 X
S~
=% ¢
w = 4
o 3
3 § . *CPTIA
£ ®CPTIB
‘
= 2
3
=)
=
>

Obeso Nao-obeso

Figura 4- Valores médios da expressao dos genes CPT1A e CPT1B em obesos e nao-obesos,
apos 24h de jejum. Os valores de p foram determinados através do Teste ¢ Student pareado
bicaudal. Os asteriscos indicam mudanga estatisticamente significante (* p <0,05; *** p
<0,001). Os simbolos representam valores das médias para o gene CPTIA @) e para o gene
CPTI1B (m).

4. Discussao

O PPARa ¢ o fator-chave na resposta celular metabdlica ao jejum. Em resposta ao
jejum e a outras condi¢des fisioldgicas conhecidas por causarem uma incompatibilidade entre
a utilizacdo e absor¢ao lipidica celular, o PPARa ¢ ativado por um ligante lipidico enddgeno,
induzindo a expressdao de genes envolvidos na oxidacdo de &cidos graxos e, assim,
aumentando a capacidade de utilizagdo de acidos graxos livres (AGL) nas células (LEONE et
al., 1999; SUGDEN et al., 2009).

No presente estudo, detectou-se que uma concentracdo plasmatica elevada de
AGL, durante o jejum, tem um efeito pronunciado na expressdo génica, em células
mononucleares periféricas do sangue (PBMCs), particularmente, na expressao de genes-alvo
do PPARa. Todos os genes avaliados no estudo em foco apresentaram um incremento na

regulacdo da expressdo (Tabela 3), nos grupos obeso (n=10) e ndo-obeso (n=14),
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demonstrando que os mesmos sdo regulados pelo PPARa, o que € justificado pela presenca de
elementos de resposta a proliferador de peroxissomo (PPRE) em suas regides promotoras
(BRANDT et al.,, 1998; MASCARO et al., 1998; BARRERO et al., 2003; LEMAY &
HWANG, 2006).

Bouwens et al. (2007) j4 haviam descrito que uma concentrac¢do plasmatica alta de
AGL ¢ capaz de ativar a expressdo de genes-alvo do PPARa apos o jejum, em um grupo de
individuos holandeses (n=4), em PBMCs. No entanto o presente estudo é o primeiro realizado
na populagdo brasileira apontando a expressdo de genes-alvo do PPARa apos o jejum, em
PBMCs. Os resultados obtidos, utilizando-se PBMCs, indicam que este tipo celular pode ser
usado para monitorar efeitos sutis na expressdo de genes, associados com uma intervencao
dietética (BOUWENS et al., 2007).

Durante o jejum, os &cidos graxos livres acumulam-se nos hepatdcitos, midcitos
cardiacos, células renais tubulares e no tecido musculoesquelético, onde sao oxidados (jB-
oxidag¢do), na mitocondria em acetil-CoA, para serem usados no ciclo de Krebs ou producao
de corpos cetonicos (FINN & DICE, 2006). A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) ¢
um sinalizador para niveis baixos de energia. A ativa¢do desta proteina inicia uma sinalizagao
em cascata visando a restabelecer os niveis de energia celular. O evento principal ¢ a
fosforilagdo do acetil-CoA carboxilase (ACC), o qual converte acetil-CoA em malonil-CoA,
inibidor da carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1) (HOUTEN et al., 2009).

O acumulo de AGL nos hepatocitos resulta na conversdo desses em acil-CoA,
através da enzima citosolica acil-CoA sintetase. O acil-CoA ndo pode ser diretamente
transferido para o interior da mitocondria, o que torna esse passo um ponto importante na
regulacao da B-oxidacdo de 4cidos graxos. Para o acil-CoA ser transferido ao interior da
mitocondria, o grupo acil deve ser transferido do CoA para a carnitina através da membrana
mitocondrial e, depois, transferido novamente de carnitina para CoA. Esse processo ¢
realizado pelas enzimas carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), na membrana externa, e
carnitina palmitoiltransferase 2 (CPT2), na membrana interna da mitocondria (FINN & DICE,
2006). Duas isoformas de CPT1 tém sido descritas, as quais foram designadas como CPT1A
(L) e CPTIB (M), pois essas isoformas sdo preferencialmente expressas no figado e no
musculo, respectivamente. A CPT1B ¢ também expressa no coragao e tecido adiposo branco e
marrom (MASCARO et al., 1998).

O estagio final da B-oxidagdo na mitocondria ocorre através de uma variedade de
reacdes enzimaticas que, por fim, conduz a produ¢do de acetil-CoA. A entrada de AGL na

mitocondria ¢ um processo regulado. Como ocorre a diminui¢do de glicose no sangue, o
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mesmo acontece com os niveis de glicolise celular, resultando em uma diminui¢do da
atividade do ACC. Uma vez que a produgdo de malonil-CoA diminui, a CPT1 torna-se ativa e
0s AGL podem entrar na mitocondria (FINN & DICE, 2006; HOUTEN et al., 2009). Desta
forma, os acidos graxos sdo usados como principal fonte de energia para as células durante o
jejum (BOUWENS et al., 2007).

Alguns estudos apontam diferengas na expressdo de genes-alvo do PPARa, entre
individuos obesos e ndo-obesos, especialmente em genes envolvidos na B-oxidacdo de acidos
graxos no musculoesquelético, tendo a expressdo génica e atividade de CPT1B diminuidas em
individuos obesos (KELLY et al., 1999; KIM et al., 2000). No presente estudo, embora nao se
tenha encontrado diferenga estatisticamente significante entre os grupos (obesos e nao-
obesos), a expressdo génica da CPT1B apresentou-se ligeiramente menor no grupo obeso,
com um fold change de 0,8739 e 1,1603, nos grupos obeso e ndo-obeso, respectivamente.
Kim et al. (2000), examinando a oxidagdo de acidos graxos no musculo vasto lateral em
mulheres magras (IMC 23,8kg/m”) e obesas (IMC 38kg/m?), detectaram uma reducio de,
aproximadamente, 100% na oxidagdo de acidos graxos. No entanto, de acordo com Hulver et
al. (2002), uma caracteristica que deve ser considerada, ao se estudar expressdo génica em
grupos de individuos obesos, ¢ o grau de obesidade. Hulver et al. (2002), assim como
Steinberg et al. (2002), ndo encontraram uma atividade de B-oxida¢ao muscular diminuida em
individuos com obesidade leve (IMC 30kg/m? e 33kg/m?, respectivamente), caracteristica
comum ao grupo de estudo focalizado nesta pesquisa (IMC 32kg/m?).

Outra razdo plausivel para a ndo-observancia de diferenca estatisticamente
significante da CPT1B entre os grupos ¢ o fato de que, nos individuos obesos, apenas as
médias do indice de massa corporal (IMC) da circunferéncia da cintura e do peso estivessem
aumentadas em relagdo ao grupo ndo-obeso (Tabela 2), entdo, apresentando valores de p igual
a 1,46E-07, 5,99E-06 e 2,28E-06, respectivamente. Embora os grupos apresentassem
associagao positiva com alguns dos critérios novos para sindrome metabolica (ALBERTTI et
al. 2009), esse individuos ainda ndo apresentavam nenhum diagndstico para anormalidades
clinicas resultantes da obesidade. Outro dado importante ¢ que o padrdo alimentar nao
apresentou resultados conflitantes entre os grupos € nem mesmo a diferenca da média da
altura revelou-se estatisticamente significante (p = 0,50), dessa maneira, fundamentando que o
IMC aumentado derivou, exclusivamente, do peso. Ainda em atinéncia as caracteristicas
inerentes aos grupos, pdde-se aferir que o fator determinante para o desenvolvimento da
obesidade foi o baixo numero de individuos que praticavam atividades fisicas no grupo obeso,

40% (n=10) contra 71,43% (n=14) dos individuos do grupo ndo-obeso, conquanto que tais



43

atividades fisicas fossem praticadas em uma frequéncia baixa, menos de 3 vezes na semana. A
OMS preconiza que entre adultos de 18 a 64 anos, seja realizado, por semana, pelo menos,
150 minutos de atividade fisica com intensidade aerdébica moderada para reducao do risco de
doencas ndo-transmissiveis, como cancer, diabetes e doengas cardiovasculares (OMS, 2011b)

Ao se identificar qual a via de B-oxidacgdo preferencial durante o jejum, o gene da
CPT1A, com fold change de 6,1120 e 4,4243 nos grupos obesos e ndo-obesos,
respectivamente, evidenciou um incremento no fold change em comparagdo com a CPT1B
(0,8739 e 1,1603, respectivamente), assinalando, assim, que a f-oxida¢do ocorreu de uma
maneira maior no figado (Figura 4). No entanto, no grupo obeso, foi possivel visualizar que
esse fato se deu de uma forma muito mais pronunciada, com um valor de p igual a 1,15E-03
contra 2,69E-02 no grupo nao-obeso, assim, sinalizando que, de fato, pode haver uma menor
expressdao da CPT1B, e isso pode estar associado com o inicio de uma resisténcia a insulina.
Essa a maior liberacdo de acidos graxos para o figado, no grupo obeso, ¢ comumente
encontrada em individuos com aumento na adiposidade visceral (PALOU et al., 2010).
Analisou-se, também, o coeficiente de determinacao (R?), para determinar se a expressao
diminuida da CPT1B poderia ser explicada pela circunferéncia da cintura aumentada, porém
nao foi encontrada nenhuma associagao, haja vista que o valor de R? foi de 12,65% ¢ 0,42%,
para os grupos obeso e nao-obesos, respectivamente, embora, seja possivel observar que essa
associacao esta mais ligada ao grupo obeso.

Os genes estudados participam diretamente na -oxidacdo mitocodrial hepatica e
musculoesquelética (MANDARD et al., 2004; RAKHSHANDEHROO et al., 2009). Assim
como demonstrado por Bouwens et al. (20007), neste estudo, um dos genes com aumento na
regulacao de forma mais pronunciada foi o piruvato desidrogenase quinase (PDK4) em ambos
os grupos estudados, com fold change de 3,5959 e 2,2126 nos grupos obeso € ndo-obeso,
respectivamente. O papel do PDK4, durante o jejum, ¢ de fosforilar e inativar o complexo de
piruvato desidrogenase (PDH), dessa forma, diminuindo a oxida¢ao da glicose (BOUWENS
et al., 2007; HOUTEN et al. 2009). Os resultados da concentragdo da glicemia, no estudo em
analise, corroboram este fato, pois ndo houve diferenca estatisticamente significante entre a
glicemia basal e apds 24h de jejum (Figura 1). Portanto ¢ possivel verificar que o mecanismo
de PDK4, além de evitar a oxidacao da glicose, pode permitir que a glicélise continue a gerar
piruvato e lactato, os quais, posteriormente, podem ser convertidos em glicose no figado
(SUGDEN et al., 2009), por conseguinte, mantendo os niveis de glicose durante um periodo

de jejum.
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Apesar do aumento da expressdo do PDK4, o gene que apresentou o aumento na
expressdo, estatisticamente significante e de forma mais pronunciada, ap6s as 24h de
avaliacdo, foi a carnitina palmitoiltransferase 1A (CPT1A), com valor de p a 1,20E-03 ¢
1,08E-02 nos grupos obeso e nao-obeso, respectivamente. A CPTIA, como ja citado, ¢ a
principal enzima envolvida no catabolismo de 4cidos graxos nas mitocondrias hepaticas
(FRUNCHART, 2009). Esse aumento na regulacdo da expressdo da CPT1A, portanto, indica
um consequente aumento na B-oxidacdo com o intuito de suprir a demanda enérgica nos
tecidos extra-hepaticos. O aumento na expressao de CPT1A ¢ um dos processos essenciais na
resposta metabolica a manutencdo do balango celular lipidico em tecidos como o figado, que
aumentam a absor¢ao e utilizagdo de acidos graxos no jejum (LEONE et al., 1999).

Por fim, embora n3o houvesse diferenca estatisticamente significante entre os
grupos de estudo, quanto a regulacdo da expressdo génica nos genes estudados, os resultados
observados no grupo obeso sdo ligeiramente mais pronunciados do que no grupo nao-obeso
(Tabela 3). O fato da concentracao plasmatica de AGL, no tempo Oh, estar 2 vezes maior no
grupo obeso, 0,6 lmmol/L contra 0,34mmol/L no grupo ndo-obeso, refor¢a a expressao génica
aumentada apés 24h de jejum, nesse grupo. E comum aos individuos obesos que a
concentracdo plasmatica de AGL esteja cronicamente elevada (BODEN & SHULMAN,
2002). No entanto, no decorrer do jejum, essa diferenga na concentragao plasmatica de AGL,
entre os grupos, diminui e torna-se sem diferenga estatistica, apos as 24h (p =0,10),
principalmente pelo aumento, em 3 vezes, na concentragdo plasmatica de AGL no grupo nao-
obeso (0,34mol/L para 0,96mmol/L). Essa equiparacdo pode explicar porque ndo ha
divergéncia, estatisticamente significante, nas médias de fold change entre os grupos, apos o
jejum.

O presente estudo fornece informacdo importante pertinentemente aos efeitos da
ativacdo de genes-alvo do PPARa, durante o jejum, na expressdo génica em PBMCs de
humanos. Os resultados permitiram constatar diferengas na expressao génica entre os grupos,
porém mais estudos sdo necessarios, em especial, com a inclusdo de grupos com diferentes
graus de obesidade e individuos com diabetes mellitus tipo 2, haja vista a existéncia de
evidéncias de que a expressdo génica dos principais genes envolvidos na B-oxidacdo e
manuten¢do dos niveis de glicose (CPT1A/B e PDK4, respectivamente) sdo afetados por
esses fatores. Em estudos complementares a este, seria importante comparar a expressao
génica de CPT1B em individuos com obesidade extrema, em PBMCs e musculoesquelético
para a validagdao do uso de PBMCs em pacientes com obesidade extrema, ao invés de estudo

musculoesquelético, desse modo, evitando estudos invasivos. Embora os resultados em foco
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ndo tenham enunciado diferenca estatisticamente significante na expressdo génica da CPT1B,
entre os grupos, foi possivel visualizar uma tendéncia de diminuicdo na [-oxidagdo
musculoesquelética. Os resultados obtidos nesta pesquisa podem ser importantes para a

analise de intervencdes dietéticas e diagnostico precoce ainda em estagio subclinico.
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CONCLUSAO FINAL

O objetivo do estudo, como descrito, foi avaliar as diferencas na expressao de
genes-alvo do PPARa e na concentragdo plasmatica de acidos graxos livres no sangue, entre
individuos obesos e ndo-obesos, apds 24 horas de jejum.

Os resultados permitiram confirmar que os genes estudados, ativados por PPARa,
sdo passiveis de analise através da expressdo génica em células mononucleares periféricas do
sangue, na populacdo brasileira. Ademais, confirmou-se que a ativagao dos genes através do
PPARa ¢ susceptivel ao aumento da concentragdo plasmatica de acidos graxos livres (AGL).

Todos os genes estudados apresentaram incremento na expressao (fold change)
quando comparados com o tempo Oh, em ambos os grupos (obesos € ndo-obesos). O resultado
observado, em relagdo ao gene PDK4, justifica-se em razdo da manutengao da glicose apos o
periodo de intervengdo, 24 horas; ¢ o aumento da CPT1A indica que o mecanismo da -
oxidagdo foi utilizado para o fornecimento de energia para tecidos e drgaos extra-hepaticos.
Além disso, foi possivel observar uma diminui¢dao discreta na expressao (fold change) do
CPTIB, no grupo obeso em relacdo ao grupo ndo-obeso, assinalando que € possivel ter
ocorrido uma resisténcia a insulina aumentada no musculoesquelético.

O presente estudo, portanto, evidencia dados de interesse clinico na area de
nutricdo e fisiopatologia da obesidade. Os dados corroboram os achados da literatura,
distinguindo que, em individuos obesos, os niveis de AGL estdo aumentados. Conquanto nao
tenha sido foco do presente estudo, sabe-se que esse evento, associado a uma diminui¢do na
B-oxidacdo musculoesquelética, pode conduzir ao inicio do diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Mais estudos devem ser realizados, em especial, com individuos com DM?2 e diferentes graus
de obesidade, para confirmar essa hipdtese na populagdo brasileira. No entanto infere-se que o
estudo em PBMCs para avaliacdo da expressdo génica e a avaliagdo de genes ativados por
PPARa s3o de extrema importancia para o entendimento de anormalidades clinicas

desencadeadas pela associacdo entre a obesidade e alteragdes no perfil lipidico e glicolitico.
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APENDICE A — Dieta dos individuos

Grupo obeso, dados apresentados em porcentagem.

Consumo de carne, aves e peixes

Fritos e Fritos e Fritos, Assados e Fritos, Grelhados, Assados e
Assados cozidos Cozidos Cozidos
20 30 10 40
Consumo legumes/semana Consumo massas/semana
Ix 3x 5x  Mais de 5x Ix 3x J5x Mais de 5x
30 50 10 10 60 30 10 O

Consumo frutas/semana Consumo verduras/semana
Ix 3x 5x  Mais de 5x Ix 3x 5x Mais de 5x
40 40 20 0 0 60 30 10

Grupo nado-obeso, dados apresentados em porcentagem.

Consumo de carne, aves e peixe

Fritos Cozidos Fritos e Assados Fritos e cozidos
28,57 7,14 35,71 14,29

Fritos, Grelhados, Assados e Cozidos
14,29

Consumo legumes/semana
Ix  3x Sx Mais de 5x
7,14 42,86 35,71 14,29

Consumo frutas/semana

Ix 3x S5x Mais de 5x
21,43 50,00 14,29 14,29

Consumo massas/semana

Ix 3x S5x Mais de 5x
35,71 50,00 7,14 7,14

Consumo verduras/semana

Ix 3x S5x Mais de 5x
14,29 35,71 28,57 21,43
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Gostariamos de convida-lo a participar de um grupo de pessoas que passario por um
periodo de jejum de 24 horas, para o desenvolvimento de uma pesquisa. Esse trabalho
visa comparar a expressao de genes relacionados com lipidios e a quantidade de acidos
graxos livres no sangue de individuos obesos e nao-obesos. Se vocé aceitar participar
dessa pesquisa nio tera nenhum tipo de custo. Vocé passara por uma pré-avaliacio,
onde obteremos seu peso e altura para calcular o indice de massa corporal (IMC) e
também realizaremos um exame rapido de glicose, apos jejum de 8 horas (noturno),
exame de urina e vocé respondera a um questionario. Necessitamos de informacgodes que
estdo em seu prontuario médico, que possam nos informar sobre seu estado de saude,
como exames de sangue prévios e uso continuo de medicamentos. Apos analise dos
exames e do questionario, entraremos em contato com vocé e o informaremos sobre sua
participacao no estudo, 26 individuos fardo parte do estudo. Todo esse procedimento
acontecera no proprio Campus da UEL, nio tendo nenhum custo extra para vocé com o
transporte e os resultados do teste rapido de sangue e de urina serdo entregues a vocé
sem custo algum. Os questionarios e os resultados dos exames de pré-avaliacido serao
armazenados até a conclusdo da pesquisa. Caso o grupo de pesquisa decida dar
continuidade ao estudo vocé sera informado, e dara um novo consentimento para
utilizarmos novamente seus dados. Os individuos selecionados, apds a pré-avaliacio,
receberio duas refeicoes balanceadas antes e apos o periodo de jejum, serao
acompanhados por uma nutricionista, uma biomédica (pesquisadora responsavel) e um
enfermeiro. Esse trabalho nao trara risco a sua satiide, mas apenas o desconforto de
retirar sangue, antes e apos o periodo de 24 horas de jejum. Qualquer queixa de saude
durante o periodo de 24horas podera ser feita a pesquisadora responsavel, a
nutricionista ou ao enfermeiro, eles dardo o suporte necessario. Caso isso ocorra o
enfermeiro avaliara os sinais vitais e dosara sua glicemia para avaliar se o mal-estar é
devido ao jejum ou ao estresse e/ou cansaco. Nesse periodo de 24 horas de jejum ¢é
possivel que vocé apresente crise hipoglicémica, os sintomas mais comuns sdo: confusio
mental, irritabilidade, agressividade ou lentidao; incapacidade para realizar coisas
comuns, como somar 2 + 2; distdrbios visuais, como visio dupla ou turva; tontura;
palpitacio; tremores; suor excessivo. Sera constata crise hipoglicémica caso apresente

esses sintomas e o resultado de sua glicemia esteja abaixo de 50mg/dL, entdo vocé
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recebera um copo (150mL) de suco de laranja e apos 10 minutos sua glicemia sera
medida novamente. Em caso de crise hipoglicémica moderada a severa (glicemia abaixo
de 36mg/dL), sera administrado glucagon via subcutinea e/ou soro glicosilado, de
acordo com a necessidade.

4

Caso se verifique que é necessario a presenca de um médico, esse sera solicitado, ou
conduziremos vocé ao hospital. Vocé podera desistir do estudo a qualquer momento sem
prejuizos médicos, nutricionais ou pessoais. Os dados obtidos no estudo e no
questionario serio mantidos em total sigilo. Vocé sera dispensado de sua atividade
profissional diaria durante o periodo do estudo, sem qualquer prejuizo. Porém, sera
necessario seu comparecimento ao Campus da UEL, onde permanecera o dia todo em
observacio, para garantir que nio ocorrera nenhum prejuizo médico, nutricional e
pessoal.

Os resultados obtidos nesse estudo poderio serio armazenados e publicados em revistas,
jornais, eventos, teses e etc, porém em nenhum momento serio divulgados nomes,
mantendo-se sempre o sigilo. Como no caso dos questionarios e dos resultados de pré-
avaliacdo, caso seja necessario utilizar novamente seus dados, entraremos em contato

para obtermos nova autorizagio.

I. Identificacdo dos Sujeitos:

Nome do voluntario

Endereco:

Cidade:

Bairro: CEP: Estado:

Telefone:
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Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da expressdo de genes alvos do receptor ativado por
proliferadores do peroxissoma alfa (RAPPa) em individuos obesos e ndo-obesos, em estado

de jejum.

Consentimento Pos-informado.

Eu, abaixo

assinado, declaro que fui esclarecido sobre o presente estudo e concordo, portanto, em
participar, na qualidade de voluntario, do referido projeto de pesquisa, sob livre e

espontinea vontade.

Londrina , de de

Voluntario Ingrid Felicidade — pesquisadora responsavel

Profa. Dra. Lucia Regina Ribeiro

Contato do pesquisador

Ingrid Felicidade — Biomédica; Tel. (43) 3343 - 3226 ou (43) 9126 -2491
E-mail: Ingrid_felicidade@hotmail.com

R: Frederico Balan, 130, Apt. 207, BI. 03.

Comité de Etica e pesquisa em seres humanos da UEL: 3371-2490



I1. Informacoes pessoais:

APENDICE C - Questionario
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Nome do voluntario

Idade

Endereco:

Cidade:

Bairro:

CEP:

Estado:

Telefone: Escolaridade:

III.  Habitos alimentares (assinale com um x):
1. Normalmente vocé come carnes /peixes:
a)Fritos b) Grelhados c¢) Assados d) Cozidos

2. Com qual frequéncia vocé come legumes:
a) 1 vez por semana b) 3 vezes por semana c) 5 vezes por semana

d) Mais de 5 vezes por semana

3. Com qual frequéncia vocé come frutas:
a) 1 vez por semana b) 3 vezes por semana c) 5 vezes por semana

d) Mais de 5 vezes por semana

4. Com qual frequéncia vocé come verduras:
a) 1 vez por semana b) 3 vezes por semana c) 5 vezes por semana

d) Mais de 5 vezes por semana

5. Com qual frequéncia vocé come massas:
a) 1 vez por semana b) 3 vezes por semana ¢) 5 vezes por semana

d) Mais de 5 vezes por semana

Iv. Historico de doencas cronicas (assinale com um X, caso haja uma resposta, e
especifique o tipo da doenga):

a) Diabetes
b) Hemofilia
c) Doenga cardiovascular

Qual?




d) Anemia

e) Doengas gastrointestinais

Qual?

f) Doengas da Tireoide

Qual?

g) Cancer

Qual?

V. Historico familiar de doencas cronicas (assinale com um X, caso alguém de sua

familia possua esse tipo de doenca, e especifique o tipo da doenca e o parentesco):
a) Diabetes. Quem?

b) Hemofilia. Quem?

¢) Doenga cardiovascular
Qual?

Quem?

d) Anemia. Quem?

e) Doengas gastrointestinais
Qual?

Quem?

f) Doengas da Tireoide
Qual?

Quem?

g) Cancer
Qual?

Quem?

VI.  Atividade fisica
a) Com qual freqiiéncia vocé pratica atividade fisica?

b) Qual atividade fisica vocé pratica?

VII. Uso de medicamentos
a) Faz uso de medicamento?

b)  Qual(is)?

VIII. Habito de fumar
a) Vocé ¢ fumante?

b) Hé quanto tempo?
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c) Quantos cigarros vocé fuma por dia?

Eu, abaixo
assinado, declaro serem verdadeiras todas as informacgdes aqui contidas.

Londrina, de de

Voluntario Ingrid Felicidade
Pesquisadora responsavel

Profa. Dra. Lucia Regina Ribeiro



ANEXO 1

Situagdo do Projeto; APROVADO

Informamos que deverd ser comunicada, por escrito, qualquer modificagic que ocoma no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ac CEF/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

K

Prof. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL
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