UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

FABIANO HONORATO PEREIRA E SILVA

EXPRESSAO DO GENE VEGFA EM TECIDO ADIPOSO
SUBCUTANEO E VISCERAL DE MULHERES COM
OBESIDADE GRAU I

VITORIA
2013



FABIANO HONORATO PEREIRA E SILVA

EXPRESSAO DO GENE VEGFA EM TECIDO ADIPOSO
SUBCUTANEO E VISCERAL DE MULHERES COM
OBESIDADE GRAU Il

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pé6s-Graduacdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientadora: Prof2 Dr2 Flavia Imbroisi
Valle Errera

VITORIA
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA

“Expressao do gene VEGFA em Tecido Adiposo Subcutaneo e Visceral de
Mulheres com Obesidade"

Fabiano Honorato Pereira e Silva
Dissertagao submetida ao Programa de P6s-Graduagao em Biotecnologia da
Universidade Federal do Espirito Santo como requisito parcial para a obtengao

do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Aprovada por:

Prof2. Dr?. Flavia Imbroisi Valle Errera (UFES)

Orientadora

Prof2. Dr?. Flavia de Paula (UFES)
Membro Interno

{

\

Profe. Dr2. Everlayny Fiorot Costalonga (UVV)

Membro Externo

Vitéria-ES, 25 de fevereiro de 2013.



Dedico essa dissertacido aos perseverantes e corajosos alunos de
programas de pos-graduacdo, mestrandos e doutorandos, de todo

o Brasil que, com fé, vao sempre em busca de um sonho.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), ao Programa de P6s-Graduacio
em Biotecnologia e a seus membros, por possibilitarem a oportunidade de realizacao
do Mestrado em Biotecnologia.

A Prof2 Dr2 Flavia Imbroisi Valle Errera, pela orientacdo na pesquisa, pelo incentivo
constante, pelo aconselhamento em momentos dificeis e por me mostrar os valores

de um pesquisador, sempre com muita honestidade, dedicacéo e determinagéao.

A Profé Dr2 Maria Rita dos Santos e Passos Bueno e ao Laboratério de Genética do

Desenvolvimento da Universidade de S&ao Paulo, por me receberem prontamente.

Ao Prof. Dr. Elisardo Corral Vasquez e ao Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da

UFES, pela disponibilizacdo de equipamentos e laboratérios para a pesquisa.

Aos colegas do Laboratério de Genética da EMESCAM e da USP, pela companhia
agradavel e pelo aprendizado muito mais que cientifico e em especial a Karine, pela
amizade, pelas longas discussfes e por me mostrar como funciona de fato a Ciéncia

no Brasil e no Espirito Santo.

Ao Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes (HUCAM), ao Programa de
Cirurgia Bariatrica, ao Dr. Gustavo Peixoto e a toda sua equipe por possibilitarem a
coleta de material e as pacientes voluntarias da cirurgia bariatrica, pelo
consentimento e por se doarem a pesquisa. A Leonardo Costa Pereira e Janine

Batista Coimbra pela coleta das amostras de tecidos.

Aos membros da banca de defesa Prof® Dr2 Everlayny Fiorot Costalonga e Prof? Dr2

Flavia de Paula, por aceitarem o convite.

A Beatriz, a0s meus amigos e aos meus pais e irmaos pelo apoio e compreensao.

As agéncias de apoio e financiamento: CAPES, FAPES, CNPq e FAPESP.



“Se as portas da percepgao fossem limpas, tudo apareceria ao homem tal como é:
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RESUMO

A obesidade é uma doenca crénica e multifatorial que resulta de uma interacao
complexa entre fatores de risco genéticos e ambientais. Apesar de esforcos para o
desenvolvimento de medidas de prevencao e controle, a prevaléncia da obesidade
continua crescendo em todo o mundo. Essa doenca € caracterizada pelo excesso de
peso e acumulo de gordura corporal em depdsitos de tecido adiposo subcutaneos
(TAS) e viscerais (TAV). O tecido adiposo é altamente vascularizado e possui
intensa atividade angiogénica. Para sua expansdo € necessario que ocorra
angiogénese, que é o desenvolvimento de vasos sanguineos a partir de vasos pré-
existentes. O gene VEGFA € um dos principais fatores pro-angiogénicos e atua
promovendo a vasopermeabilidade, migracdo e proliferacdo de células endoteliais.
Os objetivos desse trabalho foram verificar se ha diferenga na expresséo de VEGFA
em TAS e TAV e se a expressao desse gene esta associada a parametros clinicos e
a expressdo do gene da adiponectina, uma adipocina anti-inflamatéria associada a
protecdo contra alteracfes da tolerancia a glicose. Foi realizada uma analise da
expressdo do gene VEGFA, por meio da técnica de PCR quantitativa em tempo real,
em amostras de TAS e TAV de 33 pacientes do sexo feminino, com obesidade grau
[l (IMC = 40), sendo que para 25 pacientes a analise pareada para TAS e TAV foi
realizada. A amostra total foi dividida em dois grupos: um com alteragcbes na
tolerancia a glicose (n= 9) e outro sem essas alteracdes (n=19). Na amostra total, o
VEGFA foi expresso de forma semelhante nos dois depdsitos. No entanto, mulheres
com alteracdes na tolerancia a glicose apresentaram expressao reduzida de VEGFA
no TAV. Além disso, no TAS a idade foi correlacionada negativamente a este gene e
no TAV o VEGFA foi positivamente associado ao excesso de peso e negativamente
associado aos niveis de colesterol total e HDL. Também foram observadas
correlacdes positivas consistentes entre VEGFA e adiponectina, tanto no TAS,
guanto no TAV. Esses resultados sdo importantes, pois ajudam a esclarecer o

envolvimento e a atividade do VEGFA no tecido adiposo.

Palavras-chave: VEGFA. Obesidade. Tecido Adiposo. Expressdo génica.

Alteracdes na tolerancia a glicose.



ABSTRACT

Obesity is a chronic and multifactorial disease resulting from a complex interaction of
genetic and environmental risk. Despite efforts to develop actions to prevent and
control, the prevalence of obesity continues to grow around the world. This disease is
characterized by excess of body fat accumulation in adipose tissue deposits,
subcutaneous (SAT) and visceral (VAT). Adipose tissue is highly vascularized and
has intense angiogenic activity. For its expansion is required to occur the
development of blood vessels from pre-existing vessels. The VEGFA gene is a
important pro-angiogenic factors and acts promoting vasopermeability, migration and
proliferation of endothelial cells. The objectives of this study were to observe the
differences in the expression of VEGFA in SAT and VAT. The objectives of this study
were to observe the differences in the expression of VEGFA in SAT and VAT. In
addition, we also analyzed associations with clinical parameters and gene expression
of adiponectin, a anti-inflammatory adipokine associated with protection against
changes in glucose tolerance. In this study was performed, using the technique of
guantitative PCR in real-time, the analysis of VEGFA gene expression in SAT and
VAT of 33 female patients with morbid obesity (BMI = 40). The sample was divided
into two groups: a group with abnormal glucose tolerance (n = 9) and a group without
these abnormalities (n = 19). In the total sample, the VEGFA was expressed similarly
in both deposits. However, women with abnormal glucose tolerance had reduced
expression of VEGFA in VAT. Moreover, in SAT the age was negatively correlated to
this gene and in VAT the VEGFA gene was positively associated with overweight and
negatively associated with total cholesterol and HDL. Furthermore, consistent
positive correlations were observed between VEGFA and adiponectin, both SAT and
in VAT. These results are important because they help to clarify the involvement and

activity of VEGFA in adipose tissue.

Keywords: VEGFA. Obesity. Adipose Tissue. Gene expression. Changes in glucose

tolerance.
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1 INTRODUCAO

7z

A obesidade @ uma doenca crbnica, com prevaléncia crescente, que requer
estratégias eficientes para prevencao e tratamento. Esta doenca possui etiologia
complexa e sua manifestacdo depende tanto de fatores genéticos quanto
ambientais. Além disso, a obesidade é fator de risco para o desenvolvimento de
multiplas comorbidades, constituindo-se em um grave problema de saude publica
(NIH, 2001; WHO, 2000).

Esta doenca é caracterizada pelo acumulo de gordura em depdésitos de tecido
adiposo, os quais tem sido foco de pesquisa em estudos da obesidade (WHO,
2000). Esse tecido é altamente vascularizado e sua expansao durante a progressao
da doenca depende de intensa atividade angiogénica (CAO, 2007). Assim, a analise
da expresséao de genes relacionados com a angiogénese pode viabilizar a ampliacao
de conhecimentos sobre os mecanismos envolvidos nas transformacfes desse

tecido.

O principal gene envolvido no processo de angiogénese € o VEGF. A expressao
desse gene atua diretamente no endotélio vascular, induzindo a
vasopermeabilidade, migracdo e proliferacdo de células endoteliais, promovendo a
vascularizacdo do tecido. Desse modo, € crescente o numero de pesquisas
indicando que o VEGF esta relacionado ao desenvolvimento e expansao do tecido
adiposo e por esta razdo, esta molécula tem sido considerada um novo alvo no
tratamento contra a obesidade (CELEC e YOUNEMITSU, 2004; FERRARA, 2004).

Assim, neste trabalho foi realizada uma analise de expressao do gene VEGFA em

tecido adiposo de mulheres obesas, com e sem alteracdes na glicemia.
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1.1 A Obesidade

Em uma analise mais simplificada pode-se dizer que a obesidade é causada por um
desequilibrio energético gerado entre as calorias consumidas e as calorias gastas
pelo organismo. Por exemplo, um aumento exagerado do consumo de alimentos
altamente caldricos, sem a intensificacdo de atividades fisicas, pode gerar um
balanco energético positivo e consequente producdo de gordura e ganho de peso.
Esse desequilibrio energético pode ocorrer em virtude de multiplos fatores, tais
como: sedentarismo, ma alimentacao, fisiopatologias, desordens emocionais, fatores
genéticos e soécio-econdmicos (Figura 1). Assim, essa doenca € de natureza

complexa e multifatorial na maioria dos casos (NIH, 2001).

Fatores
Genéticos

Consumo
de
Energia

Fatores
Fisiologicos

OBESIDADE

Fatores Fatores
Sociais Psicolégicos

Gasto de
Energia

Figura 1: Fatores que podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade. Fonte: Préprio autor.

A obesidade é definida como o acumulo excessivo ou anormal de gordura nos
depdsitos de tecido adiposo (WHO, 2000). Este excesso pode ser estimado e
avaliado por meio de diferentes métodos, dentre os quais destacam-se as medidas

indice de Massa Corporal (IMC), Circunferéncia Abdominal, Dobras Cutaneas e
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Bioimpedancia (Tabela 1), além de exames de imagem como Ressonancia
Magnética Nuclear, Tomografia computadorizada e Ultra-sonografia (KOPELMAN,
2000). Porém, cada um desses métodos possui aplicacdes e limitacbes, que devem

ser bem avaliadas no processo de identificacdo da doenca.

Tabela 1: Principais métodos para avaliar a obesidade. Fonte: KOPELMAN, 2000 (adaptado).

METODO DEFINIGAO PRINCIPAIS LIMITAGOES

IMC Peso, em quilogramas, dividido pelo Este indice ndo distingue massa
guadrado da altura, em metros. gorda e massa magra.

_ ) Apesar de fornecer medidas para
Medida, em centimetros, da ] o .
) . ) ) ) avaliar a deposicdo superior de
Circunferéncia  circunferéncia abdominal no ponto .
. ) o gordura no corpo, ndo fornece
Abdominal médio, entre a borda inferior das o ) i
. estimativas precisas de gordura intra-
costelas e a borda superior da pelve. )
abdominal.

As medicbes sdo  subjetivas,
Dobras Medicdo com pinca da espessura de  requerem pingcas precisas e hao
Cuténeas dobras cutdneas (em centimetros). fornecem informacdes sobre a

gordura abdominal e intramuscular.

Medicdo de resisténcia a uma .
] ] ) Nao gera resultados
o o corrente fraca (impedancia), aplicada ] ) ]
Bioimpedancia ) consideravelmente mais precisos do
através de extremidades, que fornece ) ) o
o que simples medidas antropométricas.
uma estimativa da gordura corporal.

O IMC é um método bastante conhecido para identificacdo do excesso de peso e da
obesidade na populacdo. Este método pode ser aplicado da mesma forma entre
homens e mulheres e em adultos com qualquer idade (acima dos 20 anos). No
entanto, deve ser considerado como um guia geral, uma vez que nem sempre
corresponde a quantidades iguais de gordura em individuos diferentes. Apesar
dessas limitacfes, o IMC € a técnica mais utilizada para identificacdo de obesidade
em estudos epidemioldgicos. Por se basear em medidas antropométricas, este é um

método simples e com aplicabilidade ampla. Esse indice é obtido por meio da
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divisdo entre o peso, em quilogramas, e o quadrado da altura, em metros (kg/m?).
Assim, de acordo com os valores de IMC, a obesidade pode ser classificada de
modo que para valores acima de 25 s&o identificadas diferentes formas de excesso
de peso, enquanto que individuos com IMC menor que 18.5 sao considerados de
baixo peso (Tabela 2) (WHO, 2000).

Tabela 2: Classificagdo da obesidade em adultos de acordo com o IMC. Fonte: WHO, 2000

(adaptado).
CLASSIFICACAO IMC RISCO DE COMORBIDADES
Baixo Peso <185 Baixo (mas com alto risco para outros
problemas clinicos)
Variagdo Normal 18.5 - 24.99 Médio
Excesso de Peso: >25.0
Sobrepeso 25.0 - 29.99 Aumentado
Obesidade Grau | 30.0 - 34.99 Moderado
Obesidade Grau I 35.0-39.99 Alto
Obesidade Grau lll =>40.0 Muito Alto

A distribuicdo de gordura na regido média do corpo também é um dos parametros
mais importantes para a avaliacdo da obesidade. De acordo com a relagéo cintura /
quadril (RCQ), individuos obesos podem apresentar duas formas corporais
diferentes, a androide (também conhecida como “macd”) e a ginoide (também
conhecida como “péra”) (Figura 2). A forma androide ¢ identificada pela RCQ > 1.0
em homens e RCQ > 0.85 em mulheres, enquanto que a forma ginoide € identificada
pela RCQ < 1.0 em homens e RCQ < 0.85 em mulheres. A forma corporal androide
apresenta deposicdo de gordura principalmente ao redor da cintura e na regiao
abdominal superior do corpo. Essa distribuicdo de gordura, na regido central, € mais
comum em homens e frequentemente € associada ao desenvolvimento de
comorbidades. O tipo ginoide é geralmente encontrado em mulheres e caracteriza-
se pela deposicdo de gordura em torno dos quadris, coxas e nadegas. Embora

exista essa tendéncia, ndo ha uma regra e tanto homens quanto mulheres podem
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apresentar qualquer uma dessas formas de distribuicdo da gordura corporal. Além
disso, nos dois casos pode haver o risco de surgimento de comorbidades (NIH,
1998; WHO, 2000). As comorbidades mais comuns sé&o Diabetes Mellitus Tipo 2
(DM2), Dislipidemia, Hipertenséo, outras Doengas Cardiovasculares, doengas osteo-
articulares e alguns tipos de Cancer (LAWRENCE e KOPELMAN, 2004). No entanto,
essas doencas também sdo complexas e podem se manifestar independentemente

da obesidade, em individuos normais ou mesmo de baixo peso.

Figura 2: Distribuicdo de gordura corporal, andréide (maca) e ginoide (péra). Fonte: ADAM, 2012
(adaptado).

1.2 Epidemiologia e Impacto Socioeconémico da Obesidade

A maior parte da populacdo mundial vive em paises nos quais 0 excesso de peso
causa mais mortes que o baixo peso. Isto €, a obesidade e o0 sobrepeso
paradoxalmente sdo problemas maiores que a subnutricdo e ndo é raro encontrar

7

localidades onde estes problemas coexistem. Assim, esta doencga é classificada
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como um dos problemas de salde mais preocupantes em todo o mundo (WHO,
2012a e 2012b).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a Obesidade e o sobrepeso
sdo considerados uma epidemia global crescente, que esta assumindo propor¢cdes
cada vez maiores em quase todos os paises. Entre os anos de 1980 e 2008 a
prevaléncia mundial dessa doenca praticamente dobrou e a obesidade, que afetava
5% dos homens e 8% das mulheres em 1980, alcangou em 2008 a 10% dos homens
e 14% das mulheres. Assim, no ano de 2008 aproximadamente 1,5 bilhdes de
adultos, com 20 anos de idade ou mais, apresentavam algum tipo de excesso de
peso, sendo que mais de meio bilhdo eram obesos. Ou seja, no geral, pelo menos
um em cada dez individuos da populacdo mundial adulta estava obeso (WHO,
2012a, 2012b e 2012c).

Essas estatisticas tornam-se ainda mais preocupantes. Pelo menos 2,8 milhdes de
pessoas morrem a cada ano como resultado do excesso de peso. Além disso, as
comorbidades relacionadas a obesidade foram responsaveis em 2008 pela morte de
36 milhdes de pessoas. Ou seja, 63% do total de Obitos do mundo foram por
doencas que podem ter sido geradas ou agravadas em razdo da obesidade (WHO,
2012a e 2012d).

O excesso de peso € bastante prevalente tanto em paises de baixa renda quanto em
paises de média e alta renda. Mas a maior prevaléncia dessa doenca ainda é na
regido das Ameéricas (62% com sobrepeso e 26% com obesidade) e a menor, na
regidio do Sudeste da Asia (14% com sobrepeso e 3% com obesidade) (WHO,
2012d).

Além disso, é possivel observar que existem diferencas significativas na prevaléncia
de obesidade entre homens e mulheres. As regibes da Europa, do Leste
Mediterraneo e das Américas apresentam mais de 50% de mulheres com excesso
de peso. Para essas trés regides, cerca de metade das mulheres acima do peso séo
obesas (23% na Europa, 24% no Leste Mediterraneo, 29% nas Américas) e em
todas as regides o sexo feminino apresenta prevaléncia de obesidade maior que o

sexo masculino. Entre os paises com diferentes situagdes econémicas (classificados
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como de renda baixa, média ou alta) a prevaléncia de obesidade foi considerada
maior nas mulheres em todas as categorias, exceto em paises com renda alta
(Figura 3) (WHO, 2012d).
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Figura 3: Prevaléncia da obesidade entre os continentes e os paises em diferentes situacdes
econdmicas. AFR: Regido da Africa, AMR: Regido das Américas, EMR: Regido do Leste
Mediterraneo, EUR: Regifo da Europa, SEAR: Regido do Sudeste da Asia, WPR: Regido do Pacifico
Ocidental. Fonte: WHO, 2012d (adaptado).

No Brasil, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade acompanha a tendéncia mundial.
A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), mostrou que em 2008-2009 mais da metade dos
brasileiros apresentavam excesso de peso (IMC = 25). A obesidade foi observada
em 12,5% dos homens e em 16,9% das mulheres (IBGE, 2010). Essa pesquisa
mostrou também um aumento constante de excesso de peso e de obesidade na
populacdo brasileira adulta, com 20 anos de idade ou mais, desde 1974-1975 até
2008-2009. A prevaléncia de obesidade aumentou mais de quatro vezes entre
homens (de 2,8% para 12,4%) e em mais de duas vezes entre mulheres (de 8,0%
para 16,9%) (Figura 4).
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Prevaléncia do excesso de peso e obesidade na populagao com 20
anos ou mais de idade, por sexo
Brasil — Periodo de 1974-75, 1989, 2002-2003 e 2008-2009
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Figura 4: Prevaléncia do excesso de peso e obesidade na populagdo adulta brasileira com 20 anos
ou mais de idade, por sexo, entre 0s anos de 1974-1975 a 2008-2009. Fonte: IBGE, 2010.

A regido Sul foi a que revelou os maiores indices de obesidade, com prevaléncia de
19,6% entre mulheres e 16,9% entre homens, seguida pela regido Sudeste, com

prevaléncia de 17,4% no sexo feminino e 13% no sexo masculino (IBGE, 2010).

A frequéncia de pessoas com excesso de peso no pais aumentou em mais de um
ponto percentual ao ano. Esse aumento acelerado é preocupante e a OMS estima
gue em 2015, no Brasil, a prevaléncia da obesidade alcancara cerca de 40% das

mulheres e 21,6% dos homens com idade superior a 30 anos (WHO, 2011).

Segundo o Ministério da Saude (2003), no Espirito Santo o quadro geral da
obesidade se assemelha ao restante do pais. Nos ultimos dados disponiveis, de
2002-2003, a prevaléncia de sobrepeso na populacao de Vitéria era de 29,2% e de
obesidade 8,2%. Além disso, o0 excesso de peso alcancou 18% dos individuos entre
15 a 24 anos, 43,3% dos individuos entre 25 a 49 anos e 46% dos individuos com

mais de 50 anos de idade.
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As complica¢Bes ocasionadas pela obesidade podem gerar graves danos a saude,
além de comprometer a produtividade dos individuos afetados e a economia do pais.
No Brasil, a obesidade e suas comorbidades representam grande parcela das
despesas com assisténcia hospitalar no Sistema Unico de Salde (SUS) e no Setor
Suplementar. O Ministério da Saude, no ano de 2005, estimou que cerca de R$3,8
bilhdes foram gastos em cuidados ambulatoriais e R$3,7 bilhdes gastos em
internacao, totalizando quase R$7,5 bilhdes nesse ano em gastos (MALTA et al.,
2006). Isto é, além de contribuir para diminuicdo da qualidade de vida da populacéo
a obesidade gera alto prejuizo econbmico e assim torna-se cada vez mais
indispensavel a busca pelo desenvolvimento de estratégias que visem a diminuir
seus impactos sociais e econdmicos. Desse modo, a pesquisa em genética da
obesidade pode auxiliar no desenvolvimento de medidas mais eficazes contra a

doenca.

1.3 Consideracbes Genéticas e Moleculares sobre a Obesidade

Com o avanc¢o da genética e da biologia molecular, a compreensao da influéncia
genética na variacdo do excesso de peso tem aumentado. Estudos de familias de
gémeos e de adocédo indicam herdabilidade que variam de 20% a mais de 70% para
variacdes no IMC, sugerindo que o0 excesso de peso esta fortemente associado a
fatores genéticos (HEDEBRAND e HINNEY, 2009; HERRERA e LINDGREN, 2010)

A forma mais comum de obesidade resulta de interacfes entre fatores ambientais e
genéticos. Esses fatores determinam variacGes fisiologicas e bioquimicas em
resposta a dieta e atividades fisicas. Assim, o corpo de cada individuo responde de
maneira diferente a estimulos relacionados ao consumo e gasto energético, que
estdo ligados ao desenvolvimento do tecido adiposo (HEDEBRAND e HINNEY,
2009).

De forma geral, ha pelo menos trés formas de obesidade, classificadas de acordo

com a origem em: monogénica, sindrémica e multifatorial, sendo esta ultima a mais



24

comum. Isto €, a obesidade comum é geralmente considerada uma desordem
poligénica resultante da interacdo sinérgica entre multiplos genes. Esses genes
interagem de modo que cada um deles contribui moderadamente para um efeito
metabdlico maior que, em conjunto com fatores ambientais, resultam na obesidade
(LOSS e BOUCHARD, 2003).

A identificacdo e o estudo de genes envolvidos na obesidade podem ser feitos por
diferentes abordagens, tais como a estratégia do Gene Candidato (com o estudo de
polimorfismos ou PCR quantitativa) e técnicas genémicas como Microarray (LIU et
al., 2003). Estudos feitos por meio da estratégia do gene candidato buscam por uma
variacdo genética em um gene que participe na fisiopatologia e que justifique em
parte a alteragéo fenotipica de individuos afetados. A maioria dos genes candidatos
em estudos da obesidade sdo genes relacionados a homeostase energética, a
aspectos metabdlicos do tecido adiposo ou a qualquer alteracdo que possa induzir a
essa doenca. Uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares e genéticos
envolvidos no desenvolvimento do tecido adiposo e na regulacdo do peso corporal
podera proporcionar o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas mais eficientes

contra a obesidade.

Muitos genes candidatos que sao expressos no tecido adiposo se relacionam
diretamente com a regulacao enddcrina desse tecido. O tecido adiposo é um érgéo
endodcrino ativo e desempenha papel central no metabolismo dos lipidos e da
glicose, produzindo grande quantidade de hormdnios e citocinas (adipocitocinas)
(Tabela 3), envolvidos no desenvolvimento de comorbidades como sindrome
metabdlica, DM2 e outras doencas vasculares (HAJER, HAEFTEN e VISSEREN,
2008). Além da manutencao do estado nutricional, este tecido também desempenha
funcdes corporais importantes, relacionadas ao comportamento alimentar, ao

crescimento e ao metabolismo.

Algumas das moléculas produzidas e secretadas pelo tecido adiposo sé&o
importantes para o controle da homeostase calérica do corpo e para o
desenvolvimento do proprio tecido. Compreender as relagcdes complexas que se
estabelecem entre essas moléculas e vias metabdlicas é objetivo fundamental de

pesquisas que visam o tratamento da obesidade. Nesse sentido, a andlise da
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expressdo de genes no tecido adiposo € indispensavel para o embasamento de
pesquisas em genética da obesidade.

Tabela 3. Principais citocinas produzidas no tecido adiposo (adipocitocinas). Fonte: HAJER,
HAEFTEN e VISSEREN, 2008 (adaptado).

ADIPOCITOCINA NOME COMPLETO EFEITOS

Leptina Leptina Ingestdo de alimentos
Adiponectina Adiponectina Resisténcia a insulina, Inflamacao
Resistina Resistina Resisténcia a insulina, Inflamacao
Visfatina Visfatina Resisténcia a insulina

Omentina Omentina Resisténcia a insulina

Vaspin Serpina derivada do tecido adiposo visceral Resisténcia a insulina

Apelina Apelina Vasodilatagéo

CETP Proteina de transferéncia de colesteril éster Metabolismo de lipideos

LPL Lipoproteina lipase Metabolismo de lipideos

HSL Lipase hormdnio-sensivel Metabolismo de lipideos
Perilipina Perilipina Metabolismo de lipideos

ASP Porteina estimulante de acilacédo Metabolismo de lipideos

AT I Angiotensina Il Presséo sanguinea

ACE Enzima conversora de angiotensina Presséo sanguinea

AGT Angiotensinogénio sanguineo Presséo sanguinea

TNFA Fator de necrose tumoral A Inflamacao

IL-6 Interleucina 6 Inflamacao

CRP Proteina C reativa Inflamacao

A Adiponectina € uma importante citocina secretada exclusivamente pelo tecido
adiposo e sua producdo esta negativamente correlacionada a obesidade (KIESS et
al., 2008; KERN et al.,, 2003; SILHA et al., 2003). Esta molécula participa da
regulacdo e homeostase energética, atuando sobre o metabolismo dos lipideos e da
glicose. Embora tenha sido extensivamente estudada, o envolvimento dessa
molécula em processos como a angiogénese e alteracdes na tolerancia a glicose
ainda permanece controverso (OKAMOTO et al., 2002; UKKOLA e SANTANIEMI,
2002; YAMAUCHI et al., 2001; SUN et al., 2011)
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No presente estudo a expressdo do gene da adiponectina (ADIPOQ) também foi
verificada (em colaboracdo com outros pesquisadores do grupo de pesquisa).
Assim, esses dados puderam ser correlacionados a expressao do gene VEGFA.

1.4 O Tecido Adiposo

7

O tecido adiposo, um tipo especializado de tecido conjuntivo, € importante na
manutencdo da homeostase calérica do organismo, sendo considerado o maior
reservatorio de energia do organismo e capaz de armazenar de maneira eficiente o
excesso de calorias na forma de lipideos. Desse modo, o tecido adiposo é
responsavel por suprir as demandas de energia do corpo sempre que for necessario.
No entanto, além de reserva energética, o tecido adiposo possui ainda outras
funcdes importantes, tais como modelar a superficie do corpo, absorver choques
mecanicos, preencher espacos entre 0Orgdos, promover isolamento térmico,
participar da imunomodulagéo, sintetizar e secretar citocinas e, em alguns casos,
participar da termorregulacdo (WRONSKA e KMIEC, 2012; ROSS e PAWLINA,
2008).

Os adipdcitos séo as células principais do tecido adiposo. Essas células armazenam
calorias na forma de triglicerideos e podem ser organizadas em dois tipos diferentes,
formando adipdcitos uniloculares, ou brancos, e adipécitos multiloculares, ou
marrons. Assim como todas as células do tecido conjuntivo, os adipécitos séo
derivados de células-tronco mesenquimais multipotentes, as quais dao origem aos
pré-adipécitos (HENRIKSON, KAYE e MAZURKIEWICZ, 1997; ROSS e PAWLINA,
2008).

A diferenciacdo de pré-adipécitos em adipdcitos maduros € denominada
adipogénese. Durante esse processo, humerosas gotas lipidicas comecam a se
acumular no interior do pré-adipdcito. No adipdcito branco, essas gotas se fundem
para formar uma Unica e grande goticula de gordura que preenche completamente a

célula, comprimindo o citoplasma, o nlcleo e as organelas celulares. Ja no adipécito
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marrom, ao fim da adipogénese cada gota lipidica permanece separada uma da
outra no citoplasma, formando mdaltiplas goticulas de gordura (Figura b5)
(HENRIKSON, KAYE e MAZURKIEWICZ, 1997; SAELY, GEIGER e DREXEL,
2012).

Célula-tronco
Mesenquimal

e
— &

Fibroblastos

Adipocito Marrom

Adipdcito Branco

Figura 5: Desenvolvimento de adipdcitos. Fonte: HENRIKSON, KAYE e MAZURKIEWICZ, 1997
(adaptado).

O tipo tecido adiposo em que ha predominancia de adipécitos marrons é

denominado Tecido Adiposo Multilocular (ou marrom), enquanto que o Tecido
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Adiposo Unilocular (ou branco) € aquele predominante em adipdcitos brancos
(Figura 6).

O tecido adiposo marrom (Figura 6a) é especializado na termogénese, de modo que
os lipideos presentes nesse tecido, ao serem oxidados, produzem calor ao invés de
ATP, como nos outros tecidos do corpo. Em alguns mamiferos, o tecido adiposo
marrom é importante na hibernacdo. Na espécie humana, este tecido é abundante

no recém-nascido e sua quantidade diminui gradualmente no decorrer do tempo.

Durante os primeiros estagios de vida, a funcdo desse tecido é produzir calor,
protegendo o recém-nascido contra o frio (SAELY, GEIGER e DREXEL, 2012;
ROSS e PAWLINA, 2008).

Figura 6: Fotomicrografia de tecido adiposo multilocular (a) e tecido adiposo unilocular (b). Fonte:
ALLPOSTERS, 2012 (adaptado).

O tecido adiposo branco (Figura 6b) esta envolvido principalmente na estocagem de
energia, armazenando calorias na forma de triglicerideos. Para esse processo 0S
triglicerideos sao transportados na corrente sanguinea em quilomicrons e VLDL e,
chegando ao adipdcito, sofrem acdo da Lipoproteina Lipase (LPL), liberando acidos
graxos e glicerol. Os &cidos graxos sdo captados pelos adipocitos e podem ser
oxidados como combustiveis ou novamente esterificados para armazenagem. Entre

as refeicbes e no estado de fome, os triglicerideos armazenados podem ser
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mobilizados, sofrendo agdo das enzimas Triacilglicerol Lipase e Lipase Homonio
Sensivel, sendo a insulina e as catecolaminas os principais reguladores desse
mecanismo. As catecolaminas, e também o glucagon, estimulam a lipdlise, enquanto
gue a insulina inibe esse processo e estimula a lipogénese (Figura 7)
(KARASTERGIOU et al., 2012).

ENDOTHELIUM

»~ Insulina

I Secrecaode FA

|

\
\

\

Catecolaminas

Figura 7: Esquema geral dos processos de lipogénese e lipdlise. TG: Trigliceridios. LPL: Lipoproteina
Lipase. FA: Acidos Graxos. ATGL: Triacilglicerol Lipase. HSL: Lipase Horménio Sensivel. Fonte:
KARASTERGIOU et al., 2012 (adaptado).

O tecido adiposo branco € o mais predominante em homens e mulheres de idade
adulta. Este tecido possui distribuicdo corporal bastante heterogénea e, de acordo
com sua deposicado, pode ser classificado em Tecido Adiposo Subcutaneo (TAS) e
Tecido Adiposo Visceral (TAV).
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O TAS representa a solucao fisiolégica para estocagem de energia, depositando
gordura na regido que forma o paniculo adiposo e também na regido gluteofemoral.
O TAV encontra-se distribuido principalmente na cavidade intra-abdominal, onde
pode ser dividido em trés depdsitos principais: omental, que € a gordura mais
superficial que circunda os intestinos; mesentérico, que é a gordura mais profunda
em torno dos intestinos e retroperintoneal, que se localiza perto dos rins no lado
dorsal da cavidade abdominal (Figura 8). Além disso, quantidades menores de TAV
sdo encontradas no mediastino (tecido adiposo intratoracico) e em torno de 6rgaos
especificos, como o coracdo (tecido adiposo epicéardico), estdbmago (tecido adiposo
epigastrico) e vasos sanguineos (tecido adiposo perivascular) (I0ZZO, 2011;

WRONSKA e KMIEC, 2012).
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Figura 8: Distribui¢@o corporal do tecido adiposo branco. Fonte: WRONSKA e KMIEC, 2012
(adaptado).
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Na obesidade, a expansao tanto de TAS quanto de TAV pode estar relacionada ao
risco de desenvolvimento de comorbidades. No entanto, a deposicdo de gordura
ectopica e riscos elevados a salude sao mais fortemente associados a obesidade
visceral, como esquematizado na Figura 9, e seus mecanismos ainda n&o s&o
totalmente conhecidos. Estudos mais recentes indicam que a deposi¢cao de gordura
em TAS gera um efeito protetor contra lipotoxicidade (DESPRES e LEMIEUX, 2006;
WRONSKA e KMIEC, 2012).
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Figura 9: Deposicdo de gordura ectépica na obesidade visceral e na obesidade subcutanea. Fonte:
DESPRES e LEMIEUX, 2006 (adaptado).

A expansdo do tecido adiposo pode ocorrer por hiperplasia, por hipertrofia de
adipdcitos ou por ambos. A hiperplasia esta relacionada ao nimero de adipécitos
maduros que compdem o tecido e depende de adipogénese, como ja ilustrado na
Figura 5. A hipertrofia e quaisquer outras alteraces no volume e tamanho de
adipdcitos acontecem em resposta a fungdes metabdlicas tipicas como lipogénese e

lipdlise. Essa resposta varia de acordo com a necessidade de incorporacdo e
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liberacdo de lipideos pela célula e com o equilibrio entre lipdlise e lipogénese.
Assim, a hipertrofia pode sofrer influéncia de fatores como estado nutricional, gasto
energético e resposta hormonal (QUEIROZ et al., 2009; GRAY e VIDAL-PUIG,
2007).

Ha evidéncias indicando que a capacidade de expansao do tecido adiposo é limitada
e quando o acumulo de gordura nos depdésitos alcanca seu limite maximo, alguns
orgaos podem ser seriamente prejudicados. Essa limitacdo pode gerar deposicao de
gordura ectépica e ocasionar graves danos a saude. O excesso de gordura nos
orgédos contribui para o desenvolvimento de algumas das comorbidades associadas
a obesidade e pode causar lipotoxicidade em individuos obesos (SETHI e VIDAL-
PUIG, 2007; VIRTUE e VIDAL-PUIG, 2008).

Além disso, o efeito prejudicial da expansao exagerada do tecido adiposo pode gerar
um quadro complexo de disfungbes no organismo, como acontece no
desenvolvimento de DM2. A elevada taxa de lipdlise que ocorre na obesidade é
responsavel por uma constante liberacdo de acidos graxos livres, prejudicando a
absorcdo de insulina, que possui atividade anabdlica e atua em muitas vias
metabolicas do organismo. Esse processo resulta em aumento da gliconeogénese,
além de induzir a producdo de glicose pelo figado e gerar dislipidemia sistémica.
Todos esses fatores em conjunto contribuem para alteracdo nas concentracfes
circulatorias de insulina e aumento da resisténcia a insulina, assim como reducéo na
captacdo de glicose. Inicialmente, as células B do pancreas compensam estes
processos, produzindo mais insulina, resultando em hiperinsulinemia. Com o tempo,
essa situacdo pode levar a faléncia das células B, reduzindo drasticamente a
producédo e secrecdo de insulina. Dessa forma, ocorre aumento nas concentracées
de glicose no sangue (hiperglicemia) e, consequentemente, desenvolvimento de
DM2 (Figura 10) (KOPELMAN, 2000; HAJER, HAEFTEN e VISSEREN, 2008).
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Figura 10: Obesidade e DM2. Fonte: KOPELMAN, 2000 (adaptado).

Multiplas vias metabdlicas estdo envolvidas no processo de expansdo do tecido
adiposo. Assim, é importante compreender o envolvimento e a influéncia desses
processos no desenvolvimento e expansao desse tecido e de que forma isso pode

ter repercussao clinica.

1.5 VEGF e Obesidade

O tecido adiposo é altamente vascularizado e possui intensa atividade angiogénica.
Para a expansao fisiologica desse tecido é necessario recrutamento de células
precursoras adipogénicas, assim como uma resposta angiogénica eficiente, com o

desenvolvimento de grande quantidade de vasos sanguineos (CAO, 2007,



34

FOLKMAN, 2006). Ou seja, € necessaria vascularizacdo que acompanhe o

desenvolvimento normal desse tecido (Figura 11).

Adipocitos maduros

Pré-adipécitos

Angiogénese

Figura 11: Expanséo e angiogénese do tecido adiposo. Fonte: SUN et al., 2011 (adaptado).

O gene VEGF possui funcdo central nesse processo e atua promovendo a
vascularizacdo do tecido. Participa de mecanismos que induzem a migracao e
proliferacdo de células endoteliais e estad diretamente associado a expansao do
endotélio vascular e a vasopermeabilidade (CELEC e YOUNEMITSU, 2004;
FERRARA, 2004).

A producéo de VEGF pode ser regulada por fatores enddégenos e exdégenos, como a
atividade de citocinas e, principalmente, a hipoxia. Além disso, a regulacdo pode
ocorrer de maneira indireta, agindo nos receptores desse gene. O VEGF liga-se a
trés principais receptores especificos: VEGFR-1, VEGFR-2 e o VEGFR-3. Os dois
primeiros sdo expressos geralmente em células endoteliais vasculares e
hematopoiéticas, enquanto que o VEGFR-3 é expresso principalmente no endotélio
linfatico (CELEC e YOUNEMITSU, 2004).

A familia VEGF é formada por alguns dos mais importantes fatores proangiogénicos.
Esta familia é atualmente composta pelos membros VEGFA, VEGFB, VEGFC,
VEGFD, VEGFE e PIGF, que compartilham dominios homdlogos. Além disso, o
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VEGFB possui duas isoformas (VEGFBis7 € VEGFBi1gs) € 0 VEGFA possui sete
isoformas (VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF183, VEGF189 e VEGonﬁ)
(HOEBEN et al. 2004; CELEC e YOUNEMITSU, 2004).
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Figura 12: Principais membros da familia VEGF e suas isoformas. Fonte: HOEBEN et al., 2004

(adaptado).

O VEGFA é formado a partir da transcricdo de 8 éxons e suas isoformas sao
formadas por meio de splicing alternativo entre os éxons de 6 a 8 (Figura 12). Isto €,
0s aminoacidos codificados pelos éxons de 1 a 5 sdo conservados em todas as
isoformas, enquanto que o splicing envolve os éxons 6, 7 e 8. A presenca ou
auséncia destes dominios influencia na solubilidade da molécula e na ligacdo a
receptores (HOEBEN et al. 2004; CELEC e YOUNEMITSU, 2004).

O VEGFA possui grande importancia na angiogénese e niveis elevados de RNAm
deste gene podem ser encontrados em muitos tecidos e 6rgaos (HOEBEN et al.

2004). Assim, algumas vezes a atividade do gene VEGFA e de outros membros
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dessa familia é relacionada a obesidade e a processos de expansdo do tecido

adiposo, como pode ser observado a seguir.

Miyazawa-Hoshimoto et al. (2003) fizeram correlagbes com as concentracoes
séricas de VEGF de 38 individuos (10 homens e 28 mulheres) com sobrepeso ou
obesidade (IMC = 33.8 = 5.1). Os resultados demonstraram que as concentragdes
séricas de VEGF foram positivamente correlacionadas com o IMC e com a area de
gordura visceral. A andlise de regressdo mostrou que a area de gordura visceral é
um dos fatores de determinacdo mais importantes para os niveis de VEGF
circulante. Assim, foi possivel concluir que o aumento das concentracbes de VEGF
associado ao acumulo de gordura visceral no corpo pode influenciar na funcéo

endotelial vascular de individuos com excesso de peso.

Silha et al. (2005) analisaram as concentracdes de VEGFA, VEGFC, VEGFD e do
receptor soluvel de VEGF 2 (sVEGFr2) em 58 individuos magros (24 homens, 34
mulheres, IMC = 22.2 + 0.3) e 42 individuos obesos ou com sobrepeso (16 homens,
26 mulheres, IMC = 35,5 + 1.2). Um dimorfismo sexual foi observado nas
concentragcbes de VEGFC e VEGFD. Os niveis dessas moléculas foram
significativamente mais elevados em mulheres que em homens. O IMC foi
positivamente correlacionado as concentracdes de VEGFC, VEGFD e sVEGFr2,
mesmo depois que os valores foram ajustados por idade e sexo, demonstrando que
niveis elevados de fatores de crescimento endotelial vascular estdo presentes em

individuos obesos ou com sobrepeso.

Garcia de La Torre et al. (2008) analisaram a relacdo entre o peso e o VEGFA
circulante em individuos obesos morbidos antes e depois da cirurgia bariatrica. O
estudo foi feito em um total de 45 mulheres obesas morbidas (IMC = 49.9 + 8.1),
com idade variando entre 20 e 65 anos, e 9 magras controle (IMC = 20.6 = 0.7).
Para a analise foram coletadas amostras de soro de VEGFA antes da cirurgia
bariatrica e de 9 a 12 meses depois. As pacientes obesas apresentaram niveis de
VEGFA maiores que os controles (306.3 + 170.3 vs. 187.6 = 91.9 pg/ml).
Interessantemente, esses nhiveis decresceram apds a cirurgia bariatrica (246.1 +

160.4 pg/ml). Com isso, concluiu-se que o0s niveis séricos de VEGFA sao
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significativamente aumentados em pacientes obesas, quando comparadas a

controles magros e que esses niveis decrescem apés a perda de peso.

GoOmez-Ambrosi et al. (2009) compararam as concentracbes de VEGFA, VEGFB,
VEGFC e VEGFD em 12 homens e 12 mulheres obesos (IMC = 47.6 + 5.9), com
meédia de idade de 33.5 £ 11.2 anos, e em 7 homens e 8 mulheres magros (IMC =
20.3 £ 2.5). Pacientes obesos apresentaram aumento significativo nas
concentragdes de VEGFA (150 + 104 vs. 296 + 160 pg/ml), VEGFB (2788 + 1038 vs.
4609 £ 2202) e VEGFC (13453 £ 5750 vs. 17635 = 5117 pg/ml). As concentragdes
de VEGFA decresceram significativamente apos perda de peso decorrida da cirurgia
bariatrica (345 + 229 vs. 290 + 216 pg/ml). Além disso, foi realizado também um
estudo em modelos animais (murinos) que demonstrou aumento significativo nas
concentragdes de VEGFA apo0s 12 semanas de dieta rica em gordura (43.3 + 9.0 vs.
29.7 = 9.1 pg/ml; p<0.01). Esses dados indicam o envolvimento do VEGF na
expansdo do tecido adiposo que ocorre na supernutricdo ou em dietas

hipercaloricas.

Lieb et al. (2009) realizaram analises de correlacbes com as concentracdes de
VEGF circulante em 3754 participantes do Estudo Framinghan, sendo 1752 homens
(IMC = 27.8 + 4.6) e 2002 (IMC = 25.9 + 6) mulheres. As concentracdes de VEGF
foram positivamente associadas a presenca de obesidade abdominal, hipertenséo e
sindrome metabdlica. Além disso, o VEGF foi positivamente correlacionado ao
aumento do IMC. O estudo revelou também que a herdabilidade das concentracfes
desta molécula foi de quase 80%. Assim, foi demonstrado que o VEGF pode estar
também associado a fatores de risco a saude e que o padrdo de herdabilidade da

expressao desse gene é elevado.

Mais recentemente, Loebig et al. (2010) analisaram as concentracdes de VEGFA em
15 individuos de peso normal, 15 de baixo peso e 15 obesos do sexo masculino e
com idades variando entre 18 e 30 anos. As concentracfes de VEGFA diferiram
significativamente entre os grupos de IMC. Os niveis de VEGFA foram mais baixos
em individuos normais que em obesos e mais altos em obesos comparados a
individuos de baixo peso, demonstrando assim uma correlacdo positiva entre 0s
niveis de VEGFA e o IMC.
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Esses estudos revelam a importancia do VEGFA na obesidade e demonstram que
essa molécula é importante para o desenvolvimento do tecido adiposo. Assim, a
hip6tese desse trabalho é que ha diferencas na expressdo de VEGF em TAS e TAV
e que alteracbes na expressdao do VEGFA nesses depdsitos podem estar
associadas a maior freqiéncia de alteracbes da tolerancia a glicose. Neste trabalho
foi realizada uma analise de expressédo do gene VEGFA em TAS e TAV de mulheres
com obesidade grau Ill e também do gene da adiponectina, visto que este € um dos

principais marcadores para alteracdes na tolerancia a glicose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a expressdo do gene VEGFA em TAS e TAV de mulheres com obesidade

grau lll, com e sem altera¢des na tolerancia a glicose.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar a expressdo do gene VEGFA entre os depésitos TAS e TAV na
amostra total e na amostra dividida de acordo coma a presenca de alteracfes da

tolerancia a glicose.

e Correlacionar a expressdo do gene VEGFA a fatores antropométricos,

bioquimicos e clinicos.

e Correlacionar a expresséo do gene VEGFA a expressao do gene ADIPOQ.
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3 METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade
Federal do Espirito Santo - UFES, com o protocolo nimero 049/06. Todos o0s
sujeitos selecionados receberam esclarecimentos sobre os objetivos do trabalho,
isto €, que as analises moleculares tém finalidade de contribuir para o melhor
entendimento da obesidade e suas comorbidades, de identificar fatores de risco e/ou
predisposicao a obesidade, mas que ainda ndo sdo utilizadas para fins diagnosticos.
Foram informados que os resultados sé&o confidenciais e que teriam privacidade
garantida. Além disso, foram informados ainda que poderiam ter acesso aos
resultados da pesquisa, se assim desejassem. Assim, a coleta dos tecidos foi
realizada somente apdés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) pelo paciente ou por um responsavel.

Para a execucdo do projeto as normas de biosseguranca foram adotadas a fim de
garantir um ambiente limpo e seguro para 0os manipuladores dos materiais biolégicos
retirados dos sujeitos selecionados para a pesquisa. Além disso, uma politica de
reducdo de geracdo de residuos foi seguida e os residuos gerados foram

descartados de forma adequada.

3.1 Sujeitos e Métodos

A amostra deste estudo foi constituida por um total de 33 pacientes do sexo feminino
com obesidade grau lll. A coleta deste material foi realizada pelas professoras Flavia
Imbroisi V. Errera e Elaine Cristina Viana, junto com os estudantes Leonardo Costa
Pereira e Janine Batista Coimbra, no Programa de Cirurgia Bariatrica do Hospital
Universitario Cassiano Antonio Moraes da Universidade Federal do Espirito Santo
(HUCAM/UFES), em colaboracdo com o Dr. Gustavo Peixoto (GSPM). As pacientes
foram voluntarias de um protocolo de pesquisa, tese do Dr. GPSM, que visava

comparar duas técnicas cirargicas do trato digestivo (registrado em clinicaltrials.gov -
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NCT00873405) (MIGUEL et al.,, 2011). Essas pacientes haviam realizado muitas
tentativas, sem éxito, de reducdo de peso e nenhuma possuia histérico de doenca
mental, uso de drogas ilicitas, risco cirdrgico elevado, compulsdo por doces e
cirurgia anterior no trato digestivo. Além disso, ndo apresentavam doencas
inflamatorias, infecciosas e tireoidianas e também ndo faziam uso de anti-

depressivos ou drogas anti-obesidade durante o periodo de estudo de cirurgia.
Foram incluidas apenas pacientes que ndo estavam na menopausa e que possuiam

o IMC = 40 (obesidade grau lll). As principais caracteristicas clinicas encontram-se

expostas na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristica clinicas das pacientes (n=33)

Média+ DP Mediana Variacao

Idade (anos) 355+54 36.0 21.0-43.0
IMC (kg/m?) 425+ 1.6 42.5 40.0 - 44.9
Peso (kg) 111.5+10.7 110.0 92.7 - 139.0
Excesso de peso (kg) 54.6 £ 6.6 53.1 43.9-71.8
Circunferéncia abdominal (cm) 119.8 £ 6.5 120.0 107.0 - 138.0
%Gordura 489+ 25 49.1 41.0-52.1
Glicemia em jejum (mg/dL) 91.9+129 89.0 70.0 - 125.0
Glicemia / 2h (mg/dL) 1189+ 36.4 112.0 63.0 - 195.0
Triglicerideos (mg/dL) 137.8 £ 69.8 114.0 68.0 - 228.0
Colesterol total (mg/dL) 183.6 + 33.4 189.0 104.0 - 258.0
HDL (mg/dL) 40.0 £ 10.0 39.0 16.0 - 74.0
LDL (mg/dL) 122.6 £49.9 120.0 67.6 - 289.0

DP = Desvio Padréo; IMC = indice de Massa Corporal; TOTG = Teste Oral
de Tolerancia a Glicose; HDL = Lipoproteina de Alta Densidade; LDL =

Lipoproteina de Baixa Densidade.

O DM2 e o Grau de Tolerancia Oral a Glicose foram classificados de acordo com
critérios da IDF (2006). Foram realizadas anéalises na amostra total e também em
grupos separados de acordo com alteragBes na tolerancia a glicose, de modo que
tanto a presenca de DM2 quanto de intolerancia a glicose (IGT) foram consideradas

alteragcbes na tolerancia a glicose. Assim, o grupo com presenca de alteracbes na
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tolerdncia a glicose foi chamado de Hiperglicémicas (HGLY) e o grupo sem
alteracoes foi chamado de Normoglicémicas (NGLY).

3.2 Antropometria, Composi¢cdo Corporal e Parametros Bioquimicos

Todas as pacientes foram acompanhadas seguindo o0s protocolos clinicos
multidisciplinares do Programa de Cirurgia Bariatrica, os quais viabilizaram a
obtencdo dos dados dessa pesquisa. Foram analisados dados relativos ao peso
corporal (kg), IMC (indice de Massa Corporal) (kg/m?) e circunferéncia abdominal
(cm), bem como porcentagem de gordura corporal (%) e porcentagem de massa
magra (%). O excesso de peso foi calculado pela diferenca entre o peso das
pacientes e o peso ideal, de acordo com a altura. Além disso, também foram
verificados dados bioquimicos relativos aos niveis do TOTG, Teste de Glicemia em

Jejum, Triglicerideos, Colesterol Total e fracdes.

3.3 Amostras de Tecido Adiposo, Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

As amostras de TAS da parede abdominal, e TAV do omento, foram coletadas
durante a cirurgia bariatrica. Essas amostras foram congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -80°C até o isolamento do RNAmM. Um total de 80-100 mg de cada
amostra de TAS e TAV das 33 pacientes foi homogeneizado em Qiazol com auxilio
do Tissue Ruptor (Qiagen). O RNA total foi tratado com DNase | (Kit RNase-Free
DNase set, Qiagen) e isolado usando o Kit RNeasy Lipid Tissue Mini (Qiagen). A
gualidade e a concentracdo do RNA foram avaliadas no equipamento NanoDrop®
ND-1000 e em gel de agarose 1%. O cDNA foi sintetizado a partir de 2000ng de
RNA usando Kit Superscript Il (Invitrogen™), de acordo com as recomendagdes do
fabricante, e armazenado a -20°C até a realizagdo da PCR quantitativa em tempo
real (QRT-PCR).
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3.4 Analise de PCR quantitativa em tempo real

A principal vantagem da gRT-PCR em relagéo a PCR tradicional é a possibilidade de
acompanhar o andamento da reacdo. A técnica de gRT-PCR é realizada a fim de
monitorar o progresso de uma reacdo de PCR a medida que ela ocorre. As reacdes
sdo caracterizadas pelo ponto no tempo durante a sucessédo de ciclos em que a
amplificacdo de um alvo é primeiramente detectada e ndo pela quantidade de alvo
acumulado apés um namero fixo de ciclos. Quanto maior o numero de copias iniciais
do acido nucléico alvo, em menor tempo um aumento significativo na fluorescéncia é

observado.

A expressédo dos genes VEGFA e ADIPOQ em TAS e TAV das mulheres obesas foi
verificada por meio de gRT-PCR, em colaboragdo com a Dr? Maria Rita Passos-
Bueno (USP) e também com a colaboracdo da aluna de Doutorado Karine
Lourenzone de Araujo Dasilio (RENORBIO). Um total de 1ul (30ng) de cada amostra
de cDNA foi misturada a 2.5 pl de primer especifico a 1 uM, 12.5 pl de 1X SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e DNase/RNase-free water para um
volume final de 25 pul. As reagdes de qPCR foram realizadas em triplicatas usando
ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System (Applied Biosystems) com
protocolo de temperatura padrdo. Os primers dos genes controles enddgenos
(SDHA, HPRT1 e GAPDH) e dos genes VEGFA e ADIPOQ estéao listados na Tabela
5. O Ct (Cycle threshold) foi definido como o numero do ciclo em que um aumento

significativo no sinal da fluorescéncia foi detectado pela primeira vez.

Uma curva padrdo para cada conjunto de primers foi gerada pela diluicdo em série
de amostras aleatorias de cDNA, com base na relacao linear entre o Ct e o logaritmo
da quantidade inicial de cDNA. Cada uma dessas reacoes foi feita em duplicata e as
médias foram usadas para calcular o declive. A eficiéncia de amplificacdo (E) de
cada primer foi calculada de acordo com a equacgdo E=100Y4"®) O programa
GeNorm v3.4 foi usado com todos os 3 genes enddgenos para calcular o fator de
normalizacdo para cada amostra. Os valores de expressdo foram calculados de
acordo com Pfaffl (2001).



Tabela 5: Lista primers usados na gPCR para medir os niveis de transcricdo dos genes-
alvo estudados e dos genes-controle SDHA, HPRT1 e GAPDH.

Gene Primer Senso Primer Anti-senso

ADIPOQ  CCCTGGTGAGAAGGGTGAGA AAAGCCTCGGGGACCTTCAG
VEGFA CTTTCTGCTGTCTTGGGTGC TCGTGATGATTCTGCCCTCC
SDHA TGGGAACAAGAGGGCATCTG CCACCACTGCATCAAATTCATG

HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGAT TTCTCCATGGTGGTGAAGAC

Todas as sequéncias estao listadas no sentido 5" - 3’. ADIPOQ = Adiponectina; COL18A1
= Colageno, Tipo XVIII, Alfa 1; IL6 = Interleucina Tipo 6; TCF7L2 = Fator de Transcricao
7-like 2; VEGFA = Fator de Crescimento Endotelial Vascular A (todas isoformas); SDHA =
Complexo Succinato Desidrogenase, Subunidade A; HPRT1 = Hipoxantina

Fosforibosiltransferase 1; GAPDH = Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase.

3.5 Analise Estatistica
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Como os valores referentes a glicemia em jejum, colesterol total, HDL, triglicerideos

e expressdo génica ndo apresentaram distribuicdo normal, foram utilizados testes

nao-paramétricos para a analise de dados. O numero exato de pacientes foi

diferente para cada analise e encontra-se especificado nos resultados.

O teste pareado de Wilcoxon foi usado para comparacdo de valores relativos de

expressdo génica entre TAS e TAV. Para a comparacdo entre dois grupos nao

pareados a significAncia estatistica foi avaliada de acordo com o Teste de Mann-

Whitney. Coeficientes de Correlagcdo de Spearman foram calculados para avaliar a

forca da associacdo. Para as andlises estatisticas foi adotada uma significancia de

p<0.05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software

GraphPad Prism 5 para Windows (versédo 5.00.288).
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4 RESULTADOS

A amostra foi composta por um grupo homogéneo de mulheres com obesidade grau

I, cujas principais caracteristicas clinicas estdo descritas na Tabela 4.

4.1 Expressao de VEGFA nos depoésitos TAS e TAV na amostra total

No TAV foi encontrada maior variagdo de expressao para o gene VEGFA, com
valores entre 0.0002606 e 0.08165 (SD * 0.01815). Foram observados valores
meédios de expressdo de VEGFA semelhantes entre TAS e TAV (0.02170 %
0.002997 vs. 0.02157 + 0.003631, p=0.7672, n=25).

4.2 Correlacdo da expressdo de VEGFA com dados clinicos e

parametros bioquimicos na amostra total

Uma analise de correlacédo foi feita entre os valores da expressdo de VEGFA e
algumas variaveis clinicas (Tabela 6). No TAS, a idade foi correlacionada
negativamente ao VEGFA (n=29, r=-0.4409, p=0.0167). No TAV, este gene foi
positivamente associado ao excesso de peso (n=28, r=0.3824, p=0.044) e
negativamente associado aos niveis de colesterol total (n=27, r=-0.3957, p=0.0411)
e HDL (n=28, r=-0.4130, p=0.0289). Nenhuma correlacao significativa foi encontrada

em relacdo ao IMC, circunferéncia abdominal e porcentagem de gordura corporal.



Tabela 6: Correlagéo da expressao do gene VEGFA a dados clinicos,

em TAS e TAV.
TAS
r p r p

Idade (anos) -0.441 <0.05 -0.011 NS
IMC (kg/m2) 0.281 NS 0.233 NS
Excesso de peso (kg) 0.286 NS 0.382 <0.05
Glicemia em jejum (mg/dL) -0.231 NS -0.029 NS
Trigliceridios (mg/dL) 0.165 NS 0.262 NS
Colesterol Total (mg/dL) -0.204 NS -0.396 <0.05
HDL (mg/dL) -0.126 NS -0.413 <0.05
LDL (mg/dL) -0.215 NS -0.291 NS

NS = N&o Significativo; IMC = indice de Massa Corporal; HDL =

Lipoproteina de Alta Densidade; LDL
Densidade

= Lipoproteina de Baixa
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4.3 Correlagbes entre as expressdes de VEGFA e ADIPOQ no Tecido

Adiposo

A expressdo de RNAm do gene VEGFA foi positivamente correlacionada a

expressdo de ADIPOQ tanto no TAS (n=29, r=0.5793, p=0.001) quanto no TAV

(n=28, r=0.5523, p<0.01).

4.4 Expressado de VEGFA nos grupos com e sem alteracdes natolerancia

aglicose

A amostra total foi subdividida em (HGLY) e NGLY (Tabela 7). Foi possivel observar

gue, no TAV, pacientes HGLY apresentaram expressdo de VEGFA menor que
NGLY (HGLY: 0.01364 + 0.003740, n=9 vs. NGLY: 0.02614 + 0.004474, n=19;

p=0,0491) (Figura 13). Além disso, do mesmo modo como ocorre ha amostra total,
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nao foram observadas diferencas significativas quando comparadas as expressoes

de VEGFA entre TAS e TAV em cada um desses grupos.

Tabela 7: Correlacbes de expressdo do gene VEGFA com separacdo em hiperglicémicas e

normoglicémicas.

HGLY NGLY
TAS (n=11) TAV (n=9) TAS (n=18) TAV (n=19)
r p r p r p r p
ADIPOQ 0.664 <0.05 0.867 <0.01 0573 0.01 0402 <0.01
Idade (anos) -0.547 NS -0.119 NS -0.406 NS -0.119 NS
IMC (kg/m2) 0392 NS 031 NS 0055 NS 0.191 NS
Excesso de peso (kg) 0.218 NS 0.433 NS 0.265 NS 0.38 NS
Glicemia em jejum (mg/dL) -0.429 NS -0.029 NS -0.043 NS 0.027 NS
Trigliceridios (mg/dL) 0.017 NS 0.405 NS 0.345 NS 0.515 <0.05
Colesterol Total (mg/dL) 0333 NS -0524 NS -0378 NS -0.154 NS
HDL (mg/dL) 0151 NS -0335 NS -029 NS -0425 NS
LDL (mg/dL) 0.027 NS -0333 NS -0334 NS -0.181 NS

NS = N&o Significativo; HGLY = Hiperglicémicas; NGLY = Normoglicémicas; HDL = Lipoproteina de
Alta Densidade; LDL = Lipoproteina de Baixa Densidade; ADIPOQ = Adiponectina; VEGFA = Fator

de Crescimento Endotelial Vascular A.

0.04+

p<0.05

0.034

0.02-

0.014

Expresséao relativa de VEGFA

0.00 T
NGLY

HGLY

Figura 13. Média de expressdo do gene VEGFA em TAV de
Normoglicémicas (NGLY) e Hiperglicémicas (HGLY).
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5 DISCUSSAO

A adipogénese € caracterizada principalmente pela diferenciacdo de pré-adipécitos
em adipocitos maduros, gerando desenvolvimento e expansdo do tecido adiposo.
Esse processo abrange diferentes vias metabdlicas e grande quantidade de
moléculas. A adipogénese esta diretamente relacionada a angiogénese do tecido
adiposo e nesse contexto o gene VEGF desempenha funcdo importante. Assim,
alguns estudos relatam o aumento dos niveis séricos (SILHA et al.,, 2005;
MIYAZAWA-HOSHIMOTO et al., 2003) e de RNAm (LEDOUX et al., 2008) deste
gene durante a obesidade.

GoOmez-Ambrosi et al. (2009) demonstraram que um grupo de 24 obesos (12
homens e 12 mulheres) apresentou aumento significativo de VEGF circulante
guando comparado a um grupo de 15 individuos ndo obesos (7 homens e 8
mulheres). O estudo mostrou também que os niveis de VEGFA diminuiram
significativamente ap0s a perda de peso decorrida da cirurgia bariatrica em 19
pacientes. Além disso, Elias et al. (2012) observaram que, em camundongos
transgénicos, a superexpressdao do gene VEGF induz a um aumento do
recrutamento de macrofagos, mantendo um meio anti-inflamatério e evitando a

resisténcia a insulina, contribuindo para um efeito protetor durante a obesidade.

Alguns autores encontraram correlacdes positivas entre os niveis de VEGF e o IMC,
sugerindo a associacdo dessa molécula com o excesso de peso (MIYAZAWA-
HOSHIMOTO et al., 2003; LOEBIG et al.,, 2010; SIERVO et al., 2012). Nesses
estudos a amostra geralmente apresentava grande variacdo nos valores de IMC,
possibilitando andlises de correlacdo com essa variavel. No entanto, a amostra do
presente estudo (Tabela 4) apresentou apenas individuos com obesidade grau 3 e
IMC variando entre 40,0 e 44,9. E possivel que essa caracteristica da amostra tenha
inviabilizado correlacdes de expressao génica com este indice. Apesar disso, a
expressdo de VEGFA foi correlacionada positivamente a variavel excesso de peso

(Tabela 6), a qual influencia no calculo do IMC.
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A obesidade é associada ao acumulo de tecido adiposo branco ou unilocular. Esse
tecido € heterogéneo e pode ser classificado, por sua distribuicdo, em subcutaneo
(TAS) e visceral (TAV). Nesse estudo, a expressédo de VEGFA foi similar em cada
um dos dois depositos, sugerindo que TAS e TAV apresentam um mesmo padrao de
expressdo para este gene. Dados semelhantes também foram observados por
Ledoux et al. (2008) em um modelo de estudo in vivo, no qual uma porgao do tecido
dos pacientes da amostra (36 obesos, sendo 7 homens e 29 mulheres, com 22% de
diabéticos) foi mergulhada e estimulada em membrana corioalantéide de frango.
Nesses resultados foi mostrado que n&do houve diferengas significativas entre TAS e
TAV quanto a expressdo de RNAm dos genes VEGFA e VEGFC. No presente
estudo, a expressdo de VEGFA permaneceu semelhante entre os depdsitos mesmo
guando a amostra foi subdividida, de acordo com presenca de alteracbes na
glicemia, indicando que TAS e TAV podem expressar VEGFA em niveis bastante

préximos e simultaneamente, mesmo em grupos com perfis diferentes.

Por outro lado, a expressao do gene VEGFA foi diferentemente correlacionada a
alguns parametros que também podem estar envolvidos com a adipogénese no TAS
e no TAV (Tabela 6). Isso indica que a regulacdo do VEGFA possui especificidades
diferentes em cada um desses depodsitos. Nesse sentido, Miyazawa-Hoshimoto et al.
(2003), em uma amostra de 38 obesos, mostram que as concentracfes séricas de
VEGF circulante sdo positivamente correlacionadas a area de TAV e nao a area de
TAS (obtidas por meio de tomografia computadorizada). Esses achados mostram
gue a regulacdo do gene VEGFA pode nao ser constante. Isto é, é possivel que a
atividade reguladora deste gene possa variar de acordo com a amostra e com 0
depdsito de tecido adiposo analisado. Assim, as correlagdes feitas entre VEGFA e
outros fatores podem oscilar de maneira complexa em analises e estudos diferentes,

de acordo com parametros como alteracdes da glicemia.

No presente estudo o gene VEGFA também foi associado a dados bioquimicos e
parametros clinicos. Assim observou-se que a expressdo deste gene esta
negativamente correlacionada aos niveis de HDL e Colesterol total no TAV. Alguns
estudos indicam efeitos especificos na angiogénese gerados por dislipidemias ou
hipercolesterolemias (BLANN et al., 2001; RYU et al., 2006; JANG et al., 2000).

Esses estudos mostram que altos niveis lipidicos podem prejudicar o
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desenvolvimento de vasos sanguineos em diferentes tecidos. A correlacdo negativa
entre niveis de colesterol e VEGFA corrobora esses dados e sugere que € possivel
que esse efeito ocorra durante a obesidade. Porém, essa associacdo ainda

necessita de mais esclarecimentos.

Além desses resultados, a idade das pacientes foi correlacionada negativamente ao
VEGFA, sugerindo que este parametro pode influenciar na expressdo do gene.
Alguns autores corroboram essa hip6tese e discutem que a angiogénese é
prejudicada pelo envelhecimento (MIENO et al., 2006; HOFSTAETTER et al., 2007,
RIVARD et al., 1999). No entanto, a relacdo direta entre o envelhecimento e a
expressdo do gene VEGFA precisa ser mais profundamente investigada.

Ha evidéncias da presenca de dimorfismo sexual nas concentracdes séricas de
VEGF, em que mulheres apresentam niveis maiores dessa molécula que homens
(SILHA et al., 2005). Esse fato ajuda a explicar o motivo pelo qual a prevaléncia da
obesidade € mais acentuada em mulheres. Nesse contexto, a amostra deste estudo
€ constituida exclusivamente por um grupo uniforme de mulheres obesas. Esse fato
tornou os resultados consistentes e homogéneos. Apesar disso, algumas vezes
esses resultados podem ser alterados ou sofrer interferéncias se o grupo total de

individuos for dividido por algum parametro em grupos menores.

Quando a amostra total foi estratificada em HGLY e NGLY, foi observado que
nesses grupos menores algumas correlacées foram modificadas ou desapareceram
(Tabela 7). E possivel observar também que a expressdo de VEGFA no grupo das
HGLY é menor que em NGLY (Figura 13). Nesse sentido, estudos indicam que o0s
niveis de glicose podem interferir na angiogénese (OREN et al., 2003; LING et al.
2012). Assim, por meio de andlises in vitro, Dubois et al. (2010) mostraram que
ilhotas pancreéticas, apos receberem tratamento com altos niveis glicémicos,
apresentaram significativa diminuicdo das concentracdes séricas de fatores pro-
angiogénicos e da expressdo do RNAm de VEGFA. Dessa forma, a alteracdo de
expressdo observada em HGLY pode estar associada a glicotoxicidade gerada pelos

altos niveis de glicose.
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Além disso, existe ainda a hipétese de que expansdo do tecido adiposo ndo € um
processo ilimitado e que, na verdade, a limitagdo na capacidade de expansao desse
tecido é um fator determinante para o surgimento de comorbidades associadas a
obesidade (TAN e VIDAL-PUIG, 2008). Assim, é possivel que o desenvolvimento da
hiperglicemia e de outras comorbidades em obesos possa ser em razao de uma
reducdo na capacidade do tecido adiposo em expandir-se, a qual pode ser
influenciada geneticamente. Entédo, a baixa expresséo de VEGFA no TAV de HGLY
(Figura 13) pode ser reflexo da limitagdo da adipogénese mediada por uma baixa
atividade angiogénica do tecido adiposo nesses individuos.

Nos resultados deste estudo foram observadas algumas correlacbes entre a
expressdo do gene VEGFA e a expressao do gene ADIPOQ. Esse é um dos
principais resultados desse estudo, pois se mantém bastante consistente no TAS e
no TAV, mesmo depois que a amostra total foi dividida de acordo com altera¢cdes na
tolerancia a glicose. Nesse contexto, Nannipieri et al. (2007) analisaram o gene da
adiponectina no TAS e no TAV de 30 obesos com DM2, 19 obesos com IGT, 54
obesos normais e 13 magros controle e foi observado que a presenca ou auséncia
de diabetes ndo gerou nenhum efeito adicional significativo na expressao de
ADIPOQ. Assim, é possivel que no presente estudo a conservacao das correlagbes
entre VEGFA e ADIPOQ, mesmo apds a estratificacdo da amostra, seja em razao de
gue alteracbes da glicemia ndo geram grandes influéncias na expressao deste gene

no tecido adiposo.

A adiponectina € sintetizada e secretada exclusivamente pelo tecido adiposo e sua
atividade € muitas vezes associada a uma fungcédo protetora contra aterosclerose e
diabetes (SHIBATA et al., 2004; OKAMOTO et al., 2002; UKKOLA e SANTANIEMI,
2002; YAMAUCHI et al., 2001). A producdo de adiponectina decresce durante o
desenvolvimento da obesidade e individuos obesos possuem a expressdo dessa
molécula em niveis menores que individuos ndo obesos (KIESS et al., 2008; KERN
et al., 2003; SILHA et al., 2003).

A funcdo da adiponectina na angiogénese ainda permanece controversa. Alguns
autores defendem que a adiponectina induz mecanismos antiangiongénicos (SUN et

al.,, 2011) e também propdem, por meio de experimentos in vitro e em modelos
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animais, que essa molécula inibe a proliferacdo e migracdo de células endoteliais e
impede o crescimento de novos vasos sanguineos (BRAKENHIELM et al., 2004).
Por outro lado, estudos mostram que a adiponectina é promotora da angiogénese e,
nesse sentido, alguns autores propdem um mecanismo de acdo para a funcao
proangiogenica dessa molécula e defendem que a adiponectina promove a
angiogénese por meio da estimulagdo da Sinalizagdo de uma Proteina Quinase
AMP-ativada (SHIBATA et al., 2004; OUCHI et al., 2004; NAKAMURA et al., 2009;
EREN et al.,, 2009). A correlagdo positiva estabelecida entre o VEGFA e a
Adiponectina nos resultados deste estudo indica que € possivel que a adiponectina
possa estimular a angiogénese ou que ela tenha efeito compensatorio contra um

estimulo angiogénico.

Em sintese, foi possivel observar com este estudo que as concentracdes de RNAmM
de VEGFA foram semelhantes no TAS e no TAYV, indicando que o padrdao de
expressao deste gene foi 0 mesmo para os dois depdsitos. Apesar disso, o0 VEGFA
apresentou correlacdes diferentes em cada um dos depdsitos de tecido adiposo,
sugerindo que este gene participa de interacdes complexas e variaveis. Foram
observadas também correlacbes do gene VEGFA com o gene ADIPOQ, as quais
podem estar associadas a obesidade. Além disso, alteracbes na glicemia e nos
niveis de colesterol parecem influenciar na expressdo do VEGFA. Esses resultados
sdo importantes, pois contribuem para gerar mais esclarecimentos sobre a

expressdo do gene VEGFA no tecido adiposo de mulheres obesas.
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6 CONCLUSOES

A expressdo de RNAm do gene VEGFA foi semelhante em TAS e TAV de mulheres

com obesidade grau lll.

O excesso de peso, altos niveis de colesterol e glicemia estdo associados a
expressao de VEGFA.

Individuos com alteracdes na glicemia apresentam concentracdes de VEGFA
reduzidas em TAV, indicando interacdes metabolicamente especificas neste tecido.

A expressdo do VEGFA é correlacionada positivamente a expressdo do gene

ADIPOQ em ambos os depdsitos do tecido adiposo.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo | - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que concordo em participar do projeto “Estudo genético e molecular
da obesidade”. Este projeto faz parte de uma linha de pesquisa que tem como
objetivo buscar uma melhor compreensao dos fatores genéticos relacionados com o
diabetes e obesidade. Fui informado que esse estudo é independente do meu
tratamento no hospital, que devo manter todas as recomendacdes médicas e que
sera realizada uma coleta de 5ml de sangue, como ocorre em qualquer exame
laboratorial de rotina, e que a mesma serd realizada com material estéril e
descartavel. O sangue coletado sera utilizado para dosagens laboratoriais e estudo
do meu material genético-DNA. Autorizo a utilizagdo do meu DNA, bem como as
informacfes obtidas na entrevista e nos exames laboratoriais, para os objetivos
desse projeto e de outros relacionados a obesidade e diabetes,. Tenho a liberdade
de cancelar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem que isso traga prejuizo ao meu atendimento e tratamento. Me foi dada a
garantia de nado ser identificado (a) e que todos os dados referentes a mim serao
confidenciais, podendo ser acessados por mim e pelos pesquisadores envolvidos a

gualquer tempo.

Por este documento, tomo parte voluntariamente do presente estudo.

Local: Data:

Assinatura do paciente

Assinatura do entrevistador Assinatura do pesquisador responsavel

Pesquisadora responsavel: Flavia Imbroisi Valle Errera Tel:3334-3547/3340-1353

Comité de ética em Pesquisa da EMESCAM: 3334-3586 email: comite.ética@emescam.br
Av. Nossa Senhora da Penha, 2190 - Prédio central da EMESCAM, 2° andar
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8.2 Anexo Il - Modelos de Fichas para Coleta de Dados

Ficha com as informacd@es clinicas obtidas dos prontuarios

Nome: RGHC:
DN: Idade: Local do Nascimento:
Feminino () Masculino () CorrB()MC()MM()ME ()N ()
Endereco: N°:
Bairro: Cidade:
Tel: Tel: Cel:
Altura: peso: IMC: Cintura:___ Quadril:__ WHR:___
Tem parente no ambulatorio? N&o () Sim () Nome:
Tel:

Fumo: N&o () Sim () Ex- fumante 1 ano () 5 anos () OBS:
Alcool: N&o () Sim () Socialmente () Todos os dias () OBS:
Exercicio: N&o () Sim () As vezes () 3x semana ou mais ()
Obesidade: Sim () Nao () Tipo:
Operada: Nao () Sim () Quando?

Hipertensédo: () Nao Sim () PA: Duracdo:

Antes do DM () Ap6s DM () Antes OB () Ap6s OB ()

Tipo de Diabetes: Tipo | () Tipo Il () Outros () Inicio:___ Duracao:
OBS:

Sintomas:

Insulina no 1° ano? Sim () N&o ()

Complicacdes: Cardiovasculares( ). Angina( ). Infarto( ). AVC( ). Trombose().
Renais() Neuroldgicas(). Artrite( ). Artrose( ).

Relacionadas avisdo : Retinopatia() Refrativo() Catarata() Glaucoma()

Outras Doencas:

Medicacéo:

Em qual tipo abaixo vocé se identifica:
( ) branco ( ) negro ( ) mulato () indio ( ) outros

Descendéncia Avos Maternos

Descendéncia Avos Paternos
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Dosagens:
/ /. / /l_ / / / / / /|
Uréia Uréia Uréia Uréia Uréia
Creatinina Creatinina Creatinina Creatinina Creatinina
Colesterol Colesterol Colesterol Colesterol Colesterol
LDL LDL LDL LDL LDL
HDL HDL HDL HDL HDL

Triglicerideos | Triglicerideos

Triglicerideos

Triglicerideos

Triglicerideos

Sédio Sédio Sédio Saédio Saédio
Potassio Potassio Potassio Potassio Potassio
TSH TSH TSH TSH TSH

T3 T3 T3 T3 T3

T4 T4 T4 T4 T4
Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia
Gli prandial Gli prandial Gli prandial Gli prandial Gli prandial
Hb glicada Hb glicada Hb glicada Hb glicada Hb glicada

Histoérico Familiar:
Obesidade:

Diabetes:

Hipertenséo:

Dislipidemias:

Doenca Cardiovascular:

Tireoideopatias:

Cancer:

Asma:

Cefaléia:

Surdez:




