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RESUMO

Introducéo: O tecido adiposo € responsavel pela secrecdo de inumeras citocinas
(como leptina, adiponectina e resistina) que podem atuar local ou sistemicamente na
obesidade e na resisténcia a acdo da insulina. Valores aumentados de adiponectina
plasmatica estdo associados a uma melhora na sensibilidade a acdo da insulina e no
perfil lipidico sérico. A FOXO1 é um fator de transcricdo responsavel pela modulacédo de
genes envolvidos na diferenciagao, proliferacao e sobrevivéncia celular. A expresséao de
FOXO1 parece estar associada a expressdo de adiponectina devido a sua acédo na
formacao de um complexo promotor da transcricdo de adiponectina.

Objetivo: Avaliar a expressao relativa de mRNA de adiponectina e FOXO1 em tecidos
adiposo visceral e subcutaneo de individuos obesos grau Il (IMC 240 kg/m?) e nao
obesos (IMC <30 kg/m?).

Materiais e métodos: Foram coletadas amostras de tecido adiposo (subcuténeo e
visceral) de individuos obesos por cirurgia bariatrica e de ndo obesos por cirurgia
eletiva. Foram obtidos de prontuario médico os dados bioquimicos (glicose e insulina
plasmaticas e perfil lipidico sérico) e antropométricos (peso, altura, circunferéncia da
cintura) dos individuos obesos. As amostras coletadas foram imediatamente imersas
em TriZol® para a extragcdo de RNA total e posterior sintese de cDNA (método de
Trizol®). A quantificacdo da expressdo de mRNA foi feita por qRT-PCR com primers
para adiponectina, FOXO1 e beta-2-microglobulina como padréao interno.

Resultados: A expressao relativa de mRNA de adiponectina no tecido adiposo visceral
em pacientes ndo obesos foi maior do que em pacientes obesos: 1,016 (0,53 — 2,24) vs
0,111 (0,002 - 0,46); p=0,028. Entretanto, a expresséo relativa do mRNA de FOXO1 no
mesmo tecido n&o foi diferente entre os dois grupos de pacientes. Em tecido adiposo
subcutaneo, as expressoes relativas de mRNA de adiponectina e de FOXO1 nao foram
diferentes entre os individuos ndo obesos e obesos. Ao comparar a expressao de
MRNA entre os tecidos, a expressdo de mRNA de FOXO1 foi maior no tecido adiposo
subcutaneo do que no tecido visceral, tanto em obesos [1,74 (137 — 2,75) vs 0,81 (0,61
- 1,22), p= 0,004] quanto em nao obesos [2,50 (1,52 — 3,33) vs 0,96 (0,64 — 1,89), p=
0,012]. A expressdao de mRNA de adiponectina nao foi diferente entre os tecidos. A
expressdao de mRNA de FOXO1 correlacionou-se inversamente com a idade [r = -0,681]
e os triglicerideos séricos [r = -0,758] em obesos (p<0,05 para todas as correlagdes).
Conclusédo: A expressdo de mRNA de adiponectina e FOXO1 podem estar
relacionadas a génese da obesidade e resisténcia a agdo da insulina.

Palavras-Chave: Obesidade; Adiponectina; resisténcia a insulina.
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LISTA DE ABREVIACOES
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A prevaléncia da obesidade vem aumentando em proporgcdes epidémicas nas
ultimas décadas. Atualmente, cerca de 40% da populagéo adulta brasileira tem excesso
de peso sendo que 11,1% destes individuos ja sdo considerados obesos'. Nos Estados
Unidos, 24,6% dos individuos adultos sdo obesos®. A organizacdo mundial da satude
(OMS) estima que para 2015, aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos estardo com
sobrepeso e mais de 700 milhdes destes serdo obesos®. A ascendéncia da obesidade
constitui um grave problema de saude publica, estando associado com o aumento da
morbi-mortalidade®*. Além disto, individuos obesos possuem maior resisténcia a acdo da

insulina® e apresentam, mais frequentemente, anormalidades lipidicas®

A obesidade é considerada uma desordem metabdlica de etiologia multifatorial,
que envolve em sua génese fatores genéticos, ambientais, psicolgicos e sociais’.
Apesar da complexidade, sabe-se que o desequilibrio entre ingestdo e gasto energético
é 0o mecanismo basico do seu desenvolvimento®. O excesso de energia proveniente
desse desequilibrio é estocado nos adipdcitos que sofrem hiperplasia e/ou hipertrofia,

aumentando assim o volume do tecido adiposo®.

1.2 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo, considerado por muito tempo apenas um reservatério

energético, é entendido atualmente como érgdo enddcrino de mdltiplas funcdes'®,



sendo responsavel pela producao e secrec¢ao de inumeras citocinas — conhecidas como
adipocinas’''. Estes peptideos (resistina, fator de necrose tumoral alfa, leptina e
adiponectina) podem atuar, direta ou indiretamente, em processos metabolicamente
adversos como a resisténcia a acgdo da insulina, por exemplo'"'2. Além disso, as
funcdes do adipdcito sdo reguladas por diversos sinais como os da insulina, do cortisol

e das catecolaminas'®.

Anatomicamente o tecido adiposo abdominal pode ser dividido em subcutaneo
(anterior e posterior) e intra-abdominal (visceral e retroperitoneal)'®. Estes tecidos
exibem diferencas metabdlicas e no padrdo de expressdo de adipocinas'. O tecido
adiposo visceral é metabolicamente mais ativo, possui maior sensibilidade a acéao
lipolitica, maior resisténcia a acao da insulina, além de secretar maiores quantidades de
adipocinas quando comparado ao tecido subcutaneo'. Esta situagdo, favorece a
liberacdo de acidos graxos livres diretamente na veia porta, induzindo ao aumento na
produgdo hepatica de glicose e o acumulo de lipideos em outros tecidos que néo o

tecido adiposo®.

Ja o tecido adiposo subcutdaneo € menos sensivel a acao de catecolaminas,
porém mais sensivel a agdo da insulina'. Existe a hipdtese de que o seqiestro de
triglicerideos para o tecido subcutaneo seja o componente que induz ao aumento da
sensibilidade a acdo da insulina exercida pelas tiazolidinedionas''®. De fato, em um
estudo com cultura primaria de pré-adipdcitos expostos a tiazolidinedionas, somente os
pré-adipocitos provenientes do tecido adiposo subcutdneo se diferenciaram em
adipocitos maduros quando comparados com os pré-adipédcitos do tecido adiposo

visceral'®.



1.3 RESISTENCIA A ACAO DA INSULINA

A insulina é€ um horménio anabdlico essencial para a manutencdo da
homeostase da glicose, crescimento e diferenciagao celular. A secregao deste horménio
€ estimulada por substratos energéticos metabolizaveis pelas células 3 pancreaticas,
principalmente a glicose. A glicose é transportada para o interior da célula § pancreatica
por uma proteina integral de membrana, denominada Glut 2%°. A acdo da insulina na
célula inicia-se pela sua ligagdo ao receptor de membrana plasmatica que se
autofosforila, aumentando a sua capacidade de fosforilar um ou mais substratos
protéicos intracelulares. A fosforilagdo de seus substratos desencadeia uma série de
eventos incluindo a cascata de reacbes de fosforilagdo e defosforilagdo que regula os
seus efeitos. Essas vias regulam a agao da insulina na redugado da gliconeogénese,
glicogendlise hepatica, no aumento do anabolismo protéico e da captagdo de glicose

periférica, além da redugao da lipdlise nos adipdcitos, entre outros mecanismos '°2'.

Resisténcia a acdo da insulina pode ser definida como uma falha na sua
atividade fisiolégica causada pela deficiéncia na transducdo de sinal via seus
receptores’®. Clinicamente apresenta-se por uma resposta abaixo do normal da
insulina, ou seja, ocorre quando altas concentra¢des deste horménio estdo associadas
a concentragdes de glicose plasmaticas normais ou alteradas. O termo “resisténcia a
acao da insulina” comegou a ser usado com a introducdo da insulinoterapia, em
meados da década de 20, quando pacientes diabéticos requeriam altas doses de
insulina para o controle da hiperglicemiazz. Atualmente, a resisténcia a acao da insulina
€ reconhecida como um componente de diversas desordens incluindo sindrome dos

ovarios policisticos, sindrome metabdlica, obesidade, diabete melito tipo 2 2.

Os mecanismos fisiopatogénicos de associagdo da gordura visceral com a
resisténcia a acado da insulina ainda ndao estdo bem esclarecidos. Acredita-se que os
acidos graxos livres circulantes, provenientes da lipdlise e das lipoproteinas ricas em
triglicerideos, podem atuar no figado aumentando a produgcdo de glicose com

conseqliente resposta compensatéria da producdo de insulina *>% (Tabela 1). Além



disso, a maior secregao de algumas adipocinas, como a adiponectina, parece estar

relacionada com o aumento da sensibilidade a acéo da insulina®’.

Tabela 1. Efeito da resisténcia a acdo da insulina nos diferentes 6rgéaos.

LOCAL ACAO

Musculo Piora no transporte transmembrana de glicose.

Figado Aumento da gliconeogénese e piora na absorgao de glicose.
Tecido Adiposo Reducé&o da absorc¢ao de glicose mediada por insulina.

Fonte: Adaptado de Fulop, T e colaboradores, 2006%.

Em um estudo de coorte com 1513 participantes do Hoorn Study (homens e
mulheres caucasianos) com idade entre 50 e 75 anos, foi observado uma associagao
inversa entre o menor quartil de adiponectina plasmatica com metabolismo prejudicado

da glicose e diabete melito®.

1.4 ADIPONECTINA

A adiponectina, produto do gene apM1, € uma proteina composta por 244
aminoacidos também conhecida por GBP-28 (gelatin binding protein-28), adipoQ,
adipsina e Acrp30. Esta adipocina € largamente secretada por adipdcitos, embora
possa ser também secretada por cardiomiécitos, hepatédcitos e placenta em menores

29,30 31,32

concentragdes Sua estrutura pode ser divida em trés dominios e esta

demonstrada na Figura 1:

Dominio N-Terminal, com grande variagado na sequéncia de aminoacido

entre as espécies;
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Dominio semelhante ao colageno (assim chamado devido a homologia
com o colageno VII, X e ao fator complemento C1q);

Dominio globular da regido C-terminal.

Seqiéncia  Reogido Dominio seme hante Dominio
Sinal Variawvel ao colageno Globular
N . 1 -
1 19 42 108 2440

Figura 1. Estrutura da adiponectina humana.
Fonte: Adaptado de Richards AA e colaboradores (2006)*

A adiponectina é abundante no plasma humano em concentragcbes que variam
de 5 a 30 mg/dL, na forma de multimeros®**. A habilidade de multimerizacdo da
adiponectina é uma caracteristica atribuida a um residuo de cisteina na posi¢céo 39,
localizado no dominio semelhante ao colageno®. Um estudo com filtragdo em gel e
velocidade de gradiente revelaram que a adiponectina (com peso molecular de 30
KiloDaltons) circula no plasma com diferentes formas, sendo que algumas podem ter
até 100 KiloDaltons®®. A reducdo na expressdo de adiponectina esta relacionada a

hipertrofia de células adiposas®®.

O efeito da adiponectina na melhora da sensibilidade a ac&do da insulina talvez
seja explicado pela supressdo da gliconeogénese e aumento da oxidagcdo de acidos
graxos no musculo®®. Um estudo em cultura de hepatdcitos murinos observou que o
tratamento com adiponectina reduz a producado hepatica de glicose sem alterar as
concentracdes de insulina®’. Ratos sem o gene para adiponectina apresentam baixos
niveis circulantes de mRNA de proteinas transportadoras de acidos graxos em seus
musculos*?. Um experimento em ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica observou
que a infusdo de adiponectina reduziu a concentragdo plasmatica de acidos graxos
livres, com perda de peso e redugdo da concentragdo de triglicerideos hepatico e

muscular dos animais quando comparados aqueles que n&o receberam a infusao®.



11

Além disto, em individuos obesos foram observados valores plasmaticos
menores de adiponectina em relacdo a individuos ndo obesos. Neste estudo, os
valores de adiponectina foram inversamente correlacionados com o IMC, principalmente

em homens.

1.5FOX01

Forkhead/winged helix (FOX0)* é uma superfamilia de fatores de transcrigdo
responsaveis pela modulagdo de genes envolvidos em inumeras fungdes celulares
(diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular)®. Existem varias isoformas:
FOXO1, FOX03a, FOXO4 e FOX06*. As proteinas FOXO, que contém 110
aminoacidos, sdo compostas por trés alfa-hélices arranjadas em forma ecliptica em
torno de uma hélice central, rodeada de alcas; esta estrutura é referida como “hélice
alada” ou “cabega em forquilha”. Por esse motivo, as proteinas desta familia sdo tidas
como fatores de transcrigdo “pioneiros” pois facilitam a ligacdo de outros fatores
transcricionais*'.

A FOXO1 esta amplamente expressa em tecidos insulino-responsivos, como
figado, tecido adiposo e pancreas*?. Em auséncia de insulina, a FOXO1 encontra-se no
nucleo celular onde participa da transcricdo de genes que regulam a gliconeogénese.
Ja na presenca de insulina e em resposta da ligagdo desta ao seu receptor, a proteina
quinase Akt (fosfatidilinositol-quinase dependente) fosforila a FOXO1 e inativa sua
atividade transcricional, deixando-a retida no citoplasma®. A inativacdo da FOXO1, no
pancreas, induz a expressdo do fator promotor de insulina 1 que tem um papel

importante na secrecdo de insulina e na proliferagdo de células p pancreaticas*.

Os efeitos da FOXO1 na obesidade e na resisténcia a agao da insulina ainda nao
estdo esclarecidos. Existe a hipétese que o aumento da expressao de FOXO1 contribua
para a resisténcia a acdo da insulina através da inibicdo da diferenciacido de pré-

adipdcitos em adipdcitos*®. Em um experimento de diferenciacédo de pré-adipdcitos 3T3-
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L1 por dez dias, a expressdo da FOXO1 mostrou ser estagio dependente, ou seja, esta
inibida durante a expansao clonal e ativada no inicio da fase de diferenciagao terminal
dos pré-adipécitos em adipdcitos maduros*. Foi visto em pré-adipocitos 3T3-L1 que
constante ativacdo de FOXO1 impediu o inicio da expansdo clonal e,

conseqiientemente, a diferenciacdo dos adipécitos*.

Outros mecanismos envolvendo a FOXO1 podem estar relacionados com a
sensibilizagdo a ac&o da insulina, como a redugéo na produgao hepatica de glicose e o
aumento da expressado de genes sensiveis a agao da insulina no tecido adiposo**. Em
ratos haploinssuficientes para FOXO1, apds inducdo de resisténcia a agao da insulina
através de dieta hiperlipidica, a inativacdo de FOXO1 mostrou exercer efeito protetor na

resisténcia & acdo da insulina e na hipertrofia dos adipdcitos**.

A expressao de FOXO1 parece estar diretamente associada a expressao de
adiponectina em virtude de sua agao na formagdo de um complexo com C/EBP «
(C/Enhancer-binding protein o) para promover a ativagdo da transcricdo de
adiponectina®. Em ratos, a haploinssuficiéncia de FOXO1 levou a uma significativa
reducdo na expressdo de adiponectina quando comparado ao controle sem
haploinssuficiéncia®*. Além disso, em outro estudo experimental, a expressdo de mRNA
de adiponectina em pré-adipécitos induzidos a diferenciagdo foi menor no grupo de
adipocitos com FOXO1 inativada quando comparados com os adipécitos normais e
adipocitos com FOXO1 ativada®®. Este experimento sugere que a inativacdo da FOXO1

diminui a expressao de adiponectina em adipdcitos maduros.
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2 JUSTIFICATIVA

O tecido adiposo tem sido frequentemente associado ao desenvolvimento de
comorbidades relacionadas a obesidade, como a resisténcia a acdo da insulina ou a
dislipidemia'®. No entanto, pouco se sabe a respeito da regulagao deste tecido em nivel
molecular. Sabe-se que o padrao de expressao de diversos genes apresenta diferengas
entre o tecido adiposo visceral e o subcutaneo'. O tecido adiposo visceral, por
exemplo, esta fortemente relacionado ao desenvolvimento de resisténcia a acdo da

insulina, além de secretar maiores quantidades de adipocinas’.

Foi visto que valores de adiponectina plasmatica estdo inversamente
correlacionados com IMC*® e diretamente relacionados com sensibilidade a acgdo de
insulina®® em humanos. Por outro lado, o aumento da expressdo de FOXO1 parece
contribuir para a resisténcia a agao da insulina através da inibicado da diferenciacéo

terminal de adipdcitos*®

Estudos experimentais demonstraram que a expressdo da FOXO1 aumenta a
expressdo de mRNA de adiponectina®®. Entretanto, ndo ha na literatura atual, descricéo

do padrao de expressao de mRNA de FOXO1 no tecido adiposo de humanos.

A hipotese do presente trabalho € que a expressdo relativa de mRNA de
adiponectina e da FOXO1 estejam reduzidas em obesos quando comparados com

individuos n&ao obesos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar e quantificar a expressao relativa de mRNA de adiponectina e FOXO1

em tecido adiposo visceral e subcutdneo de obesos grau lll e de ndo-obesos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a expressao relativa do mRNA de adiponectina e FOXO1 no tecido

adiposo visceral e subcutaneo.

- Comparar a expressao relativa do mRNA de adiponectina e FOXO1 entre

obesos grau lll e ndo obesos.

- Comparar a expressao relativa do mRNA de adiponectina e FOXO1 entre os

tecidos visceral e subcutaneo em obesos grau lll e ndo obesos.

- Correlacionar os padrdes bioquimicos e antropométricos dos individuos obesos

grau lll com a expressao relativa do mRNA de adiponectina e FOXO1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Pacientes

Foram coletadas amostras de tecido adiposo visceral e subcutdaneo de 13
individuos obesos grau Ill, com IMC (indice de massa corporal: obtido pela divisdo do
peso corporal, em Kilogramas, pelo quadrado da altura em metros) maior que 40 Kg/m2
submetidos a cirurgia bariatrica no Centro de Obesidade Moérbida da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (COM-PUCRS)’. Juntamente com as
amostras de tecido, foram obtidos os dados bioquimicos e antropométricos dos

prontuarios destes pacientes.

Amostras iguais de tecido adiposo visceral e subcutaneo foram obtidas de 10
individuos ndo obesos (IMC <30 Kg/m?) submetidos a cirurgia eletiva. Este tltimo grupo

nao teve os dados antropométricos e bioquimicos coletados.

Os individuos submetidos a pesquisa nao faziam uso de agentes antiobesidade,
hipolipemiantes ou antidiabéticos (agentes orais e insulina). O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande Do Sul. Todos os integrantes
da pesquisa assinaram um consentimento livre e informado antes da participacdo do

estudo.

4.2 Avaliagdo Antropométrica

Para avaliagdo antropométrica foram utilizados dados de peso, altura e
circunferéncia da cintura. A medida do peso corporal foi obtida com o paciente em
jejum, vestindo avental hospitalar, com posterior desconto do peso do avental em
balanca eletronica da marca Filizola®. A altura foi medida com o paciente descalco,

ereto, com os bragos estendidos ao longo do corpo, cabega erguida, olhando para um
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ponto fixo na altura dos olhos, com os calcanhares, ombros e nadegas em contato com
o estadidmetro vertical marca Sanny®. A circunferéncia da cintura foi feita em torno da
cicatriz umbilical com uso de fita de fibra flexivel. Valores de cintura acima de 90 cm
para homens e 80 cm para mulheres foram considerados alterados conforme critério

proposto pelo International Diabetes Federation®’.

4.3 Avaliacado Biogquimica

Para avaliagao laboratorial foram utilizados dados de glicose plasmatica (em
jejum) e perfil lipidico sérico realizados pelo método de quimica seca. A insulina
plasmatica em jejum foi obtida pelo método de quimioluminescéncia. Todos os exames
foram realizados no laboratério de analises clinicas do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Os valores de referéncia utilizados estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de referéncia dos exames clinicos laboratoriais.

Medida Laboratorial

Valores de referéncia

Glicose plasmatica
Insulina plasmatica
Colesterol total sérico
Colesterol LDL sérico

Colesterol HDL sérico

Triglicerideos séricos

<100 mg/dL
3a25uU/mL

< 200 mg/dL

<100 mg/dL
Homens: > 40 mg/dL
Mulheres: > 50 mg/dL
<150 mg/dL.
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Valores de glicose acima de 100 mg/dL foram considerados alterados conforme

critério proposto pelo IDF*’.

Para estimativa da resisténcia a acdo da insulina foi utilizada a férmula
matematica HOMA IR (Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance) =
[(glicemia de jejum em mg/dL x 0,05551) x insulina de jejum em pU/mL] / 22,5. Foram
considerados resistentes a acao da insulina os individuos com HOMA IR >3,8 mmol/L x
HU/mL*849.

4.4 Andlise Molecular

4.4.1 Sintese de cDNA

Durante o processo cirurgico, os tecidos eram coletados e imediatamente
imersos em 500 pl uma solugdo monofasica contendo fenol e tiocinato de guanidina
(Trizol®, Invitrogen, Gaithersburg, MD, Estados Unidos). Em laboratdrio, esse tecido era
macerado com pistilo de vidro dentro do proprio microtubo até que o seu conteudo
ficasse turvo. Em seguida eram adicionados 100 ul de cloroférmio (1:5 de cloroférmio
para Trizol®) nas amostras que eram homogeneizadas por 30 segundos em voértex até
que se obtivesse uma solugao rosacea de aspecto leitoso. Apds a homogeneizagao as
amostras eram centrifugadas a 18,290 x g por 15 minutos a 6°C (Microcentrifuga
Eppendorf modelo 5417R) para que ocorresse a separagao das fases. Apds a
centrifugagao eram visiveis 3 fases: a primeira, aquosa, que continha o RNA; a interfase
branca e leitosa com DNA majoritariamente e a fase inferior rosea que continha
predominantemente proteinas. A fase superior (fase aquosa) era entdo cuidadosamente

aspirada (cerca de 200 pl) e transferida para um novo microtubo.
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No novo microtubo, as amostras eram adicionadas 250 pl de isopropanol (1:2 de
isopropanol para Trizol®) que eram entdo homogeneizadas em vértex por 1 minuto e
incubadas por 10 minutos. Apds a incubagdo as amostras eram centrifugadas por
18,290 x g por 10 minutos a 6°C. Feita a centrifugagao, conteudo liquido foi vertido e
descartado de uma so6 vez. Os microtubos eram entdo colocados sobre papel toalha
para secagem por 10 minutos. Apds a secagem foi acrescentado 500ul de alcool a
75%, o conteudo foi homogeneizado (60 segundos em vortex) e entdo centrifugado a
21,340 x g por 5 minutos a 6°C. Nesta fase, ocorrera a formagdo de um precipitado
visivel no fundo do microtubo. Apds a centrifugagcéo o conteudo liquido foi vertido e o
microtubo posto para secar sobre o papel toalha por 2 ou 3 horas. Feito isso o pellet de

RNA total era ressuspenso em 25 ul de agua (agua ultrapura estéril).

Para a extracdo de RNA mensageiro (mMRNA) foram pipetadas em um microtubo

limpo: 1ul de primer poli Tou T23V (5" TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV 3 a uma
concentragdo de 1ug/ul), 5ul de agua ultrapura estérii e 10ul de RNA total. Os
microtubos foram entdo colocados no termociclador (Termociclador Thermo Hybaid
PCR Sprint) a 70°C por 5 minutos.

Para a reacao de sintese de cDNA foram pipetados em cada microtubo contendo
mRNA: 1ul de enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen®), 5ul de tampao 5
vezes para enzima MMLV e 2,5ul de deoxinucleotideos (ANTP). Essa mistura foi levada
ao termociclador onde sofria aquecimento até 42°C por 50 minutos para o alongamento
do cDNA. Posteriormente foi feita a desnaturagao da enzima a 70°C por 15 minutos. O
cDNA resultante foi entdo diluido em 225 ul de agua ultrapura estérii a uma

concentragao de 1:10 para a estocagem a —20°C.
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4.4.2 Quantificacdo da expressao génica.

Para a analise da expressao relativa dos genes da adiponectina e FOXO1 foi
utilizado o método de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR). A
quantificagao do produto da reacdo em cadeia da polimerase em cada ciclo se deu pela
deteccao de fluorescéncia existente em cada amostra de produto. Esta fluorescéncia é
emitida, pois ha a incorporacdo do corante fluoréforo SYBR Green nas duplas fitas de

DNA sintetizadas na etapa de extensdo da cadeia de DNA.

Foram utilizados primers para adiponectina, FOXO1 e beta-2-microglobulina
(B2M), para padrao interno. A sequéncia dos primers estéo listados na Tabela 3. A
reacao foi composta por uma etapa inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 95°C
seguida por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 10 segundos a 60°C, 15 segundos a
72°C e 35 segundos a 60°C; as amostras foram retidas por mais 15 segundos a 95°C
para anelar e entdo foram aquecidas por 1 minuto a 60°C (com taxa de aumento de

0,1°C/s). Foi utilizado termociclador Applied-Biosystem 7500 real-time cycler®.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados na reagao de PCR em tempo real, de 5’ para 3’

GENE SEQUENCIA

Senso 5-TGGTGAGAAGGGTGAGAA-3’

Adiponectina
Antisenso 5-AGATCTTGGTAAAGCGAATG-3’

FOXO1 Senso 5-TGGACATGCTCAGCAGACATC-3’
Antisenso 5-TTGGGTCAGGCGGTTCA-3’

B2M Senso 5-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3'
Antisenso 5' TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGTS3'




20

A reacao foi feita com um volume final de 20 pl, os quais foram compostos de: 10
bl de transcriptase reversa (diluigdo de 40:100); 2 yl de tampéo10 vezes para PCR, 1,2
ul de MgCl, 50 mM, 0,1 pl de dNTPs 5 mM, 0,4 ul de primer a 10 yM, 4,25 pl de agua
de agua ultrapura estéril, 2,0 ul de SYBR green (1:10,000 Molecular Probe®), e 0,05
de Platinum Taq DNA polymerase 5 U/ul (Invitrogen®).

4.5 Modelo Matematico

A quantificacdo da expressdo génica foi feita utilizando método 2**“* (threshold
cycle). Para cada amostra, analisada em quadriplicata, o valor de ACt foi obtido
subtraindo o valor de Ct da B2M do valor de Ct do gene de interesse®. A expressio
relativa de mRNA entre individuos obesos e n&o obesos foi calculada utilizando a
expressao de nao obesos para a calibragdo. Para comparar a expressao relativa entre
os tecidos utilizou-se como calibrador a expressdo do gene de interesse em tecido

adiposo visceral de ndo obesos.

4.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartil (percentis de 25 e
75) ou numero de casos para o total de individuos. Para a comparagao da expressao
relativa de mRNA de adiponectina e de FOXO1 no tecido adiposo visceral e no

subcutaneo em obesos e nao obesos foi utilizado teste U de Mann-Whitney.

Para a avaliacido da correlacao entre caracteristicas dos pacientes [perfil lipidico

(colesterol total e triglicerideos séricos), HOMA-IR e IMC] com a expressao relativa de



MRNA de adiponectina e de FOXO1 foi utilizado coeficiente de correlagao de

Spearman.

O nivel de significAncia considerado foi de 5%.

Para as analises estatisticas foi utilizado o pacote estatistico SPSS (Statistical

Package for Social Sciences), versédo 13.0.

21
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5 RESULTADOS

A tabela 4 apresenta o perfil bioquimico e antropométrico dos individuos obesos.
Todos os pacientes obesos apresentaram circunferéncia da cintura aumentada (como
ja esperado) e 38,5% dos pacientes apresentaram glicemia de jejum alterada conforme
os critérios do IDF*®. Dos 13 individuos estudados, 10 tiveram indice HOMA maior que
3,8 mmol/L x pU/mL “%.

Tabela 4. Caracteristicas antropométricas e bioquimicas do grupo de obesos (n=13).

Caracteristicas Valores
Sexo (masculino) 7 (53,85 %)
Idade (anos)’ 33 (28 — 38)
IMC (kg/m?)" 49,6 (43,8 — 55,3)
Cintura (cm)’ 130,7 (120,1 — 141,3)
Glicose plasmatica (mg/dL)’ 128 (72 — 184)

% de glicemia alterada® 38,46%
Insulina plasmatica (uU/mL)" 26,4 (18,6 — 34,2)
HOMA IR (mmol/L x pU/mL )* 8,2(4,7-11,7)

% de HOMA alterado 76,9%
Colesterol Total sérico (mg/dL)’ 203 (167 — 239)
Colesterol HDL sérico (mg/dL)’ 47,9 (38,4 — 57,3)

Homens 39,3 (18,2 - 60,3)

Mulheres 52,6 (33,9 -71,5)
Colesterol LDL sérico (mg/dL)’ 116,6 (97,8 — 135,3)
Triglicerideos séricos (mg/dL)° 171 (101,5 — 226,5)

' Dados apresentados em média (Intervalo de confianca de 95%)

% Cintura alterada = circunferéncia = 80 cm em mulheres e = 90 cm em homens™.

® Glicemia alterada = > 100mg/dL*.

* HOMA IR (Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance) = [(glicemia de jejum em
mg/dL x 0,05551) x insulina de jejum em pU/mL]/ 22,5.

® Dados apresentados em mediana (intervalo interquartil - 25 e 75)
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A Figura 2 apresenta a expressao relativa do mRNA de adiponectina e FOXO1
em tecido adiposo visceral de pacientes obesos e ndo obesos. A expresséao relativa de
mRNA de adiponectina em pacientes n&o obesos foi maior que em pacientes obesos:
1,016 (0,53 — 2,24) vs 0,111 (0,002 — 0,46); p=0,028. Entretanto, a expressao relativa
do mRNA de FOXO1 n&o foi diferente entre os dois grupos de pacientes: 0,96 (0,64 —
1,89) vs 0,84 (0,62 — 1,44); p=0,227.
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Figura 2: Expresséo relativa de mRNA de Adiponectina (A) e FOXO1 (B) em tecido adiposo
visceral de individuos ndo-obesos (barras escuras) e obesos (barras claras). Trago largo indica
mediana, a caixa representa o intervalo interquartil e a linha vertical indica o valor minimo e

maximo.

Em tecido adiposo subcutdneo de individuos ndo obesos e obesos, as
expressdes relativas de mRNA de adiponectina [1,09 (0,24 - 5,59) vs 1,81 (0,09 —
1,81), p=0,824] e de FOXO1 [1,01 (0,61 — 1,46) vs 0,73 (0,54 — 0,73), p=0,381] nado

foram diferentes entre os grupos (Figura 3).



24

10,00— 10,00 *

8,00 8,00—

6,00— 6,00

Adiponectina

4,00

2

)

& -

0,00 — 0,00

I I I I
N&o Obeso Obeso N&o Obeso Obeso

2,00 e

Expressao Relativa de mRNA de
Expresséo Relativa de mRNA de FOXO1

Figura 3: Expressao relativa do mRNA de Adiponectina (A) e FOXO1 (B) em tecido adiposo
subcutaneo de individuos ndo-obesos (barras escuras) e obesos (barras claras). Trago largo
indica mediana, a caixa representa o intervalo interquartil e a linha vertical indica o valor minimo

e maximo.

Foram realizadas analises de correlacdo entre as caracteristicas clinicas e
antropomeétricas dos individuos obesos com a expressao relativa de adiponectina e de
FOXO1 (Figura 4), tanto no tecido adiposo subcutédneo quanto no visceral. Nao foram
observadas correlagdes entre: a expressao relativa do mRNA de adiponectina no tecido
adiposo subcutaneo e visceral com os parametros estudados nos individuos obesos. A
expressao relativa de FOXO1 no tecido adiposo subcutaneo apresentou correlagéo
negativa com idade (r = -0,681; p=0,021) e com os valores séricos de triglicerideos (r = -
0,758; p=0,011). Também nao foram observadas correlagdes entre a expressao relativa
de mRNA de FOXO1 no tecido adiposo visceral e demais parametros avaliados nos

individuos obesos (dados n&o apresentados).
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Figura 4: Correlagbes (Spearman) entre a expressao relativa de mRNA de FOXO1 no tecido
adiposo subcutdneo e a idade (em anos) e os valores de ftriglicerideos séricos (mg/dL) em

individuos obesos grau lIl.

Foi analisada a expresséao relativa de adiponectina e FOXO1 entre os tecidos
adiposos visceral e subcutadneo. Para comparar a expressao relativa entre os tecidos
utilizou-se como calibrador a expressdo do gene de interesse em tecido adiposo
visceral de ndo obesos.

Em individuos ndo obesos e obesos, ndao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na expressao relativa de adiponectina entre os tecidos
subcutaneo e visceral (Figura 5): individuos ndo obesos = 0,49 (0,10 — 2,52) vs 1,01
(0,53 — 2,54), p=0,402; individuos obesos = 0,81 (0,03 — 3,54) vs 0,11 (0,004 - 0,80),
p=0,065, respectivamente. No entanto, observa-se em obesos uma tendéncia a
diminuicdo de mRNA de adiponectina em tecido adiposo visceral.

Tanto em individuos ndo obesos quanto em obesos, a expressao relativa de
FOXO1 foi maior no tecido adiposo subcutdaneo do que no tecido adiposo visceral
(Figura 6): individuos nao obesos = 2,50 (1,52 — 3,33) vs 0,96 (0,64 — 1,89), p= 0,012;
individuos obesos = 1,74 (137 — 2,75) vs 0,81 (0,61 — 1,22), p= 0,004, respectivamente.
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Figura 5: Expressao relativa de mRNA de adiponectina em tecido adiposo subcutaneo (TAS —
Barra cinza) e visceral (TAV — Barra branca) de pacientes nao-obesos (A) e obesos (B). Trago
largo indica mediana, a caixa representa o intervalo interquartil e a linha vertical indica o valor

minimo e maximo. p>0,05 (Teste U de Mann-Whitney).
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Figura 6: Expressao relativa de mRNA de FOXO1 em tecido adiposo subcutaneo (TAS — Barra
cinza) e visceral (TAV — Barra branca) de pacientes nao-obesos (A) e obesos (B). Trago largo
indica mediana, a caixa representa o intervalo interquartil e a linha vertical indica o valor minimo

e maximo. Teste U de Mann-Whitney.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho avaliou-se a expresséo relativa de mRNA de adiponectina e
FOXO1 em tecido adiposo subcutaneo e visceral de pacientes ndo obesos e de obesos
grau lll, comparando as expressodes entre os individuos e também entre os tecidos. No
tecido adiposo visceral encontramos que a expressao de mRNA de adiponectina esta
diminuida em individuos obesos grau lll. Observamos que a expressdo do mRNA de
FOXO1 em tecido adiposo subcutadneo € maior que em tecido adiposo visceral tanto em
obesos quanto em nao obesos. Em tecido adiposo subcutaneo, a expressdo de mRNA
de FOXO1 correlacionou-se inversamente com a idade e triglicerideos séricos dos

individuos obesos.

A quantificagao relativa por qRT-PCR foi o método utilizado para a quantificagao
da expressdo génica neste estudo, sendo indicado por descrever o padrdao de
expressao de mMRNA de um determinado gene em relagdo a expressdo em um outro
grupo, chamado calibrador®. No entanto, a expressdo de adiponectina em tecido
adiposo de humanos por qRT-PCR ainda é pouco estudada. Por outro lado, n&o
existem estudos sobre a expressao relativa de mRNA de FOXO1 em tecido adiposo de

humanos.

A expressao relativa de mRNA de adiponectina em tecido adiposo visceral foi
nove vezes maior em individuos ndo obesos que em obesos. Nenhum estudo de nosso
conhecimento quantificou e comparou a expressao relativa do mRNA de adiponectina
entre obesos e ndo obesos. Conforme a literatura, altas concentragdes plasmaticas de
adiponectina sdo encontradas em individuos ndo obesos®®, da mesma forma que a
expressao relativa de mRNA de receptores de adiponectina em tecido adiposo € maior

em individuos n3o obesos quando comparados com os obesos®".

Comparando a expressdo de mRNA de adiponectina entre tecido adiposo
subcutaneo e visceral, em individuos obesos, observamos uma tendéncia a uma

diminuicdo desta expressao no tecido visceral. Um estudo observou que a expresséao
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de mRNA de adiponectina no tecido adiposo visceral foi menor em individuos com
diabetes tipo 1l que em individuos obesos ndo diabéticos®?. Além disso, a redugdo da
expressdo de adiponectina esta relacionada com a hipertrofia de adipdcitos*® — evento
associado a piora da sensibilidade a acdo da insulina®. Este fendmeno associa o tecido
adiposo visceral mais intensamente a resisténcia a insulina do que o tecido subcutéaneo
propriamente dito. Dessa forma, o baixo padrdo de expressdo de adiponectina em
obesos grau lll pode estar associado ao desenvolvimento da obesidade e da resisténcia

a insulina nestes individuos.

A expressao relativa de mRNA de FOXO1 nao apresentou diferencas
significativas entre obesos e ndo obesos em ambos os tecidos estudados. No entanto,
a expressao relativa de mRNA de FOXO1 foi maior em tecido adiposo subcutaneo
comparado ao tecido adiposo visceral tanto em obesos quanto em ndo obesos. Nao
existem na literatura dados sobre o padrao de expressdo de mRNA de FOXO1 em
humanos. Contudo, um estudo que avaliou a expressdo de mRNA de FOXO1 em
modelo porcino adulto, encontrou que a expressdo de mRNA de FOXO1 é maior no
tecido adiposo subcutaneo que no visceral®. Em pré-adipdcitos, a expressdo da
FOXO1 parece ser estagio dependente, ou seja, esta inibida durante a expanséo clonal
de pré-adipocitos e ativada no inicio da fase de diferenciagdo terminal em adipocitos
maduros*. Além disso, a inativacdo da FOXO1 reduz a hipertrofia de adipdcitos em
ratos haploinssuficientes**. Em tecido adiposo subcutaneo, a hiperplasia (aumento do
nuamero de células) de adipécitos promove a sensibilizagdo a acédo da insulina'” ao
passo que a hipertrofia de adipdcitos relaciona-se com a piora da sensibilidade a acao
da insulina®. Dessa forma, o aumento na expressdo de mRNA de FOXO1 em tecido
adiposo subcutaneo comparado ao visceral poderia induzir a piora da sensibilidade a
acgao da insulina tanto em obesos quanto em nao obesos por bloquear a diferenciagao

de adipdcitos.

A expressao relativa de mRNA de FOXO1 em tecido subcutdneo apresentou
correlagao inversa com a idade. Um estudo que comparou a expressao de mRNA de
FOXO1 em tecido adiposo subcutaneo de porcos com um dia e com 180 dias de vida

observou que a expressdo de FOXO1 era maior no grupo mais jovem®. As proteinas
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FOXO interagem com diversos fatores de transcricao (como NF-kB e p53) responsaveis
pela resisténcia ao estresse oxidativo, a sobrevivéncia celular e a longevidade®. Além
disso, a Sirtuina (proteina associada ao aumento da longevidade) promove ativagao

das proteinas FOXO em diversos organismos®°.

A expressdo relativa de mRNA de FOXO1 em tecido adiposo subcutaneo
apresentou ainda correlagdo inversa com os triglicerideos séricos. Como dito
anteriormente, a ativagao de FOXO1 esta associada a inibicdo da diferenciagao de pré-
adipocitos em adipdcitos*®. Por outro lado, o aumento da expressdo de FOXO1 pode
facilitar a transcrigdo génica de adiponectina®. Baixos valores de adiponectina foram
encontrados em individuos com infarto agudo do miocardio ndo fatal e estes valores

foram associados a altos valores de triglicerideos plasmaticos®®.

Dentre as limitagbes do presente estudo, a auséncia de dados clinicos dos
individuos ndo obesos e a auséncia de um grupo de individuos eutréficos devem ser
considerados. O conhecimento das caracteristicas clinicas do grupo controle permitiria
um melhor esclarecimento dos resultados. Afinal, individuos com sobrepeso podem
apresentar resisténcia a acado da insulina. Outro aspecto a ser considerado é que a
determinagdo de expressdo dos mRNA estudados foi no tecido adiposo total, ou seja,

contendo células mesenquimais, pré-adipdcitos e adipdcitos maduros.

Considerando o papel da Sirtuina na ativagdo da FOXO1 e de C/EBP o* na
expressdo de adiponectina pretendente-se, como perspectiva deste trabalho avaliar a
expressdao de mRNA de Sirtuina e C/EBP o mas mesmas amostras de tecido adiposo
visceral e subcutdneo de individuos obesos grau Ill e ndo obesos. Essa analise
permitira o entendimento dos aspectos relacionados a expressao de adipocinas e o
desenvolvimento de comorbidades relacionadas a obesidade, como resisténcia a acao

da insulina.
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7 CONCLUSAO

O padrao de expressao do mRNA da adiponectina em tecido adiposo visceral de
obesos e ndo obesos sugere uma possivel associagéo desta proteina a obesidade e a

resisténcia a acao da insulina.

Os valores de FOXO1 entre individuos obesos e nado obesos revelam que a
obesidade nao altera a expressdao de mRNA de FOXO1. Os achados na expresséo de
FOXO1 em tecido adiposo subcutaneo comparado ao visceral evidenciam a importancia

deste tecido na patogénese da resisténcia a agao da insulina.

Os resultados sugerem que a expressdo de mRNA adiponectina e FOXO1

podem estar relacionadas a génese da obesidade e resisténcia a acdo da insulina.
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