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RESUMO

O receptor prolifetador-ativado de peroxissomos gama (PPAR)-g é o principal regulador da
adipogénese e sensibilidade a insulina. Estudos recentes identificaram uma substituicdo de prolina
para alanina (Prol2Ala) no PPAR-g. Este polimorfismo foi associado com caracteristicas relaciona-
das a diabetes e/ou protecdo contra a diabetes tipo 2. Este trabalho teve por objetivo o estabeleci-
mento das metodologias de genotipagem do polimorfismo Prol2Ala e o estudo de sua frequéncia em
uma amostra de individuos normais caucasoides de Porto Alegre. A freqiiéncia do alelo Pro foi 0,80,
e 0 polimorfismo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg. As freqiiéncias obtidas néo diferem das
freqUéncias de outros grupos caucasdides anteriormente estudados. Serd realizado um estudo de
associacdo para analisar o polimorfismo Prol2Ala e parametros clinicos em individuos diabéticos e
ndo-diabéticos .
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ABSTRACT

Peroxisome proliferator-activated receptor-g (PPAR)-g is the main regulator of adipogenesis and insulin
sensitivity. Recent studies have identified a common proline-to-alanine substitution (Pro12Ala) in the PPAR-
g. This polymorphism has been associated with diabetes-related traits and/or protection against type 2
diabetes. The aims of this work were to define the genotyping methodologies of the Pro12Ala polymorphism
and to study its frequency in a sample of 100 normal Caucasian individuals from Porto Alegre. The Pro
allele frequency was 0.80, and the polymorphism is in Hardy-Weinberg equilibrium. The frequencies did
not differ from other Caucasian groups previously studied. An association study will be performed to
analyze the Prol12Ala polymorphism and clinical parameters in diabetic and nondiabetic individuals.

INTRODUCAO

As conexdes entre glicose, lipideos e metabo-
lismo de energia estdo se tornando melhor com-
preendidos ao nivel molecular conforme as malti-
plas fungdes dos receptores proliferadores ativados
de peroxissomos (PPAR) estdo sendo elucidadas.
Os PPARs sdo fatores de transcricdo dependentes
de ligantes que pertencem a superfamilia dos re-
ceptores nucleares. As trés isoformas atualmente
identificadas, PPAR-alfa, PPAR-beta e PPAR-
gama, tem dominios de ligacdo bem divergentes o
gue permite o reconhecimento de diferentes
ligantes, resultando em diferentes atividades bio-
I6gicas. O PPAR-gama é o principal regulador da
adipogénese, da expressdo génica em adipécitos e
da sensibilidade a insulina (Wilson et al., 2001), e
pode ser responsavel por outras func¢des (Michaud
& Renier, 2001; Duval et al., 2002).

Foram descritas algumas variantes genéticas
no gene do PPAR-gama, entre estas o
polimorfismo Prol2Ala (Yenetal., 1997). Oalelo
Ala deste polimorfismo foi associado com o risco
reduzido para o diabetes tipo 2 (Deeb et al.,
1998), mas outros estudos mostram resultados
divergentes (Mancini et al., 1999; Ringel et al.,
1999). Aparentemente, o efeito no individuo é

fraco, mas por causa de uma prevaléncia mais
de 75% do alelo Pro, de alto risco, o risco atri-
buivel a populagdo é grande. Os efeitos in vivo
do polimorfismo sdo secundarios a alteracGes no
tecido adiposo, onde o PPAR-gama é predomi-
nantemente expresso. A reducdo moderada na
atividade transcricional do PPAR-gama em con-
seqliéncia do polimorfismo modula a producéo
e a liberacdo de fatores derivados do tecido
adiposo. Estas alteracfes resultam em melhoria
secundaria na sensibilidade a insulina na cap-
tacdo de glicose e na supressdo da producdo de
glicose. O efeito deste polimorfismo na popula-
¢do pode ser modulado por fatores ambientais
ou genéticos tais como a obesidade, a
etnicidade, a relacdo entre acidos graxos
insaturados e saturados e o repertorio genético
(Stumvoll & Héring, 2002).

O presente trabalho representa a etapa ini-
cial de um projeto que tem por objetivo estudar
a associacao do polimorfismo Prol2Ala do gene
PPAR-gama com pardmetros clinicos no diabe-
tes tipo 2. Desta forma foram estabelecidas as
metodologias para genotipagem do polimorfismo
Prol2Ala e determinadas as freqiiéncias alélicas
e genotipicas deste polimorfismo em uma amos-
tra de individuos normais brasileiros.
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MATERIAL E METODOS

Individuos estudados

Foram estudados 100 individuos normais
caucaséides doadores de banco de sangue do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
A populacdo caucaséide de Porto Alegre € cons-
tituida de individuos descendentes de europeus,
principalmente de Portugal, Italia, Alemanha e
Espanha.

Extracdo de DNA

DNA de alto peso molecular foi extraido a
partir de sangue total utilizando o método néo
enziméatico descrito por Lahiri & Nurnberger
(1991).

Definicao dos Oligonucleotideos
Iniciadores

Foram selecionados um par de iniciadores
para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
baseados em seqiiéncias do gene do PPAR-gama
gue estavam disponiveis no banco de dados
GenBank (NCBI).

A seqiliéncia dos iniciadores foram: iniciador P2
5- GTGTATCAGTGAAGGAATCGCTTTCCG-
3’ e iniciador P3 5-GCCAATCAAGCCCAGTC-
3. Estes iniciadores amplificam um fragmento de
251 pares de bases (pb).

Determinacao dos Gendtipos

Foi feita uma mudanca de base na extremi-
dade 3’ do iniciador P2 para possibilitar a
genotipagem do polimorfismo Prol2Ala através
da clivagem com a enzima de restricdo BstU 1.
Os gendtipos foram determinados através da
presenca (alelo Ala) ou auséncia (alelo Pro) do
sitio de reconhecimento da enzima de restricao.
A presenca do sitio de clivagem gerava dois frag-
mentos: 227 pb e 24 pb.

Analise dos Produtos
Amplificados

Apos a clivagem os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2%. Os géis, corados com brometo de
etideo, foram expostos a luz ultravioleta, sendo
realizado o registro dos gendtipos em camara
escura. O tamanho dos fragmentos foi analisa-
do e estimado por comparacdo com a migracdo
das bandas de DNA do marcador de peso
molecular de 50 pb.

Analise Estatistica

As frequéncias alélicas foram determinadas
através da contagem direta dos alelos. As fre-
guéncias genotipicas foram testadas quanto ao
equilibrio de Hardy-Weinberg através do teste
de chi-quadrado (c?). Comparacgbes das fre-
guéncias alélicas entre os individuos estudados
e amostras de outras populagbes descritas na li-
teratura foram realizadas através do teste de c2.
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RESULTADOS E
DISCUSSAO

No presente trabalho foram determinadas as
freqliéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
Prol2Ala do gene do PPAR-gama em um amos-
tra de individuos caucasoides normais brasilei-
ros. As freqliéncias alélicas e genotipicas obtidas
sd0 mostradas na Tabela 1. A distribuicdo dos
genotipos estd em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Estudos anteriores mostram que as frequéncias
do polimorfismo Pro12Ala variam de acordo com
a etnicidade das populaces em estudo. A fre-
guéncia do alelo Ala observada em nosso traba-
Iho (0,10) ndo difere estatisticamente daquelas
reportadas para outros grupos de individuos
caucasoides estudados: italianos (0,096; Mancini
et al., 1999), filandeses (0,12; Deeb et al., 1998) e
americanos (0,11; Beamer et al., 1998).

A patogénese do diabetes tipo 2 é caracteri-
zada por disfuncéo das células beta para com-
pensar a diminuicdo na sensibilidade a insuli-
na. A etiologia é multifatorial e estudos de gé-
meos indicam um papel central de fatores gené-
ticos (Medici et al., 1999; Poulsen et al., 1999).
Além disto, um excesso de taxas de concordan-
cia em gémeos monozigdticos versus gémeos
dizigdticos claramente sugere uma contribuicéo
de fatores genéticos para a resisténcia a insuli-
na e disfuncdo das células beta. Entretanto,
devido a enorme heterogeneidade e provavel-
mente o carater poligénico, poucas variantes
genéticas foram identificadas como responsaveis

por uma proporcdo substancial da forma comum
da diabetes tipo 2.

A primeira evidéncia de associacdo entre o
polimorfismo Prol12Ala e diabetes tipo 2 foi relata-
da em um grupo de pacientes Nipo-Americanos
(Deeb et al., 1998). Este tipo de estudo de associa-
¢do, entretanto, € freqlientemente relacionado com
uma perda de reproducibilidade. Estudos posteri-
ores em outros grupos de pacientes ndo foram ca-
pazes de atingir estes resultados. A existéncia de
interacBes entre fatores da dieta e outros genes e
o0 polimorfismo Prol2Ala enfatizam a dificuldade
de analisar este polimorfismo e podem explicar a
heterogeneidade de achados nos estudos realiza-
dos até o momento (Luan et al., 2001).

Para fazer uso diagndstico, preventivo ou
terapéutico de um polimorfismo € necessario enten-
der como e em qual contexto metabolico, genético
e ambiental o gendtipo influencia o fendtipo. Estu-
dos recentes sobre vias metabolicas, subfen6tipos
diabéticos e ndo-diabéticos e efeitos de interacdes
génicas-ambientais e génicas-génicas tém forneci-
do algumas informaces Uteis sobre 0s mecanismos
potenciais pelos quais o polimorfismo Pro12Ala re-
duz o risco para o diabetes tipo 2. Geralmente, uma
variante genética que afeta o risco para diabetes
tipo 2 deve influenciar a sensibilidade a insulina, a
secrecdo de insulina ou a suscetibilidade a obesida-
de. A realizacdo de um estudo de associacdo visan-
do a andlise de pardmetros clinicos em individuos
diabéticos e ndo diabéticos serd o proximo passo de
nossa investigacao.

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA - n.1 - 2002



Tabela 1 - Fregliéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Prol2Ala do gene PPAR-gama em uma amos-

tra de individuos normais brasileiros (n=100).

Frequéncias*

Pro
Alelo
Ala
Pro/Pro
Genétipo Pro/Ala
Ala/Ala

180 (90,0)

20 (10,0)

81 (81,0)
18 (18,0)

1 (1,0)

*Valores entre parénteses sao porcentagens.
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