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Resumo

A dislipidemia é uma condi¢do multifatorial caracterizada por alteragées no metabolismo lipidico, sendo
um importante fator de risco para doengas cardiovasculares. Fatores genéticos, como polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs), podem influenciar a suscetibilidade individual a dislipidemia. O gene
PPARGC1A, envolvido na regulacdo do metabolismo energético, apresenta o SNP +482G/A, que tem
sido associado a patogénese dessa condigéo. Este estudo teve como objetivo investigar a associagao
entre o SNP +482G/A e a condigéo de dislipidemia em brasileiros. Foram analisados 77 individuos
divididos em dois grupos: 46 individuos com dislipidemia (grupo caso) e 31 saudaveis (grupo controle).
Amostras de sangue foram coletadas para analise bioquimica de triglicerideos e colesterol total, e para
a analise de genotipagem por PCR-RFLP, com validagdo por gPCR TagMan SNP Genotyping. Foram
identificados os gendtipos GG, GA e AA, e a analise estatistica foi realizada pelo teste do qui-quadrado.
Observou-se associagao significativa entre o alelo G e alteragbes nos niveis de colesterol total e
triglicerideos (p< 0,007), permitindo relacionar esse SNP a predisposicéo a dislipidemia.

Palavras-chave: Polimorfismo. Gene PPARGC1A. Predisposic¢ao. Dislipidemia.
Area do Conhecimento: Biomedicina
Introdugao

A dislipidemia é uma condicao crénica de carater mundial que afeta de 20 a 80% da populagao,
dependendo de critérios como regido, idade, sexo e etnia (Al-Hassan et al., 2018). No Brasil, a sua
prevaléncia varia entre 43 e 60% (Ministério da Saude, 2020). O diagnéstico precoce € essencial para
um bom progndstico, especialmente na atencdo primaria. Trata-se de uma alteragdo metabdlica
caracterizada pelos niveis anormais de lipidios no sangue, como colesterol total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol e ftriglicerideos (TG) (Xia et al., 2023), podendo ocorrer isoladamente ou combinados,
resultando no aumento de LDL-c, TG e Lipoproteina (Lp(a)) e/ou redugdo de HDL-c (Valenga et al.,
2021). Esta condicao é multifatorial, influenciada por fatores genéticos, dieta inadequada, sedentarismo
e outros fatores ambientais (Karr, 2017), podendo ser primaria, de origem genética, ou secundaria,
decorrente de doengas ou medicamentos. Porém, independentemente da causa, a dislipidemia é um
fator de risco importante para doencas cardiovasculares (Pirillo et al., 2021).

A associagao entre dislipidemia e doengas cardiovasculares ateroscleréticas (DCVA) é amplamente
reconhecida (Al-Hassan et al., 2018). O acumulo de lipidios nas paredes arteriais contribui para a
aterogénese e formacdo de placas, podendo evoluir para infarto, angina e morte cardiovascular
(Ministério da Saude, 2020). Evidéncias clinicas, epidemioldgicas e genéticas reforcam a importancia
do controle lipidico na prevengéo cardiovascular (Rader, Hoeg e Brewer, 1994).

O gene PPARGC1A (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1 Alpha),
localizado em 4p15.2, possui 26 éxons e 25 introns (NCBI, 2025), e codifica a proteina PGC-1aq,
essencial no metabolismo energético (Esterbauer et al., 2002). A sua atuagao consiste na biogénese
mitocondrial, gliconeogénese, oxidagdo de acidos graxos, termogénese, sinalizagdo da insulina e
metabolismo da glicose (Liang e Ward, 2006; Montes-de-Oca-Garcia et al., 2022), sendo expresso
principalmente em tecidos de alta demanda energética, como coragéo e musculo esquelético, além de
figado, rins, tecido adiposo, cérebro e pancreas (Vohl et al., 2005). Este gene interage com PPARYy,
regulando genes do metabolismo lipidico e energético, sendo a sua expressao modulada pelo exercicio
fisico (Puigserver e Spiegelman, 2003; Bostrom et al., 2012). Estudos revelam que alteracdes pontuais
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no gene PPARGC1A estdo associadas a obesidade, DM2 e cardiomiopatias (Liang e Ward, 2006;
Vazquez-Del Mercado et al., 2015).

O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) +482G/A (rs8192678), localizado no éxon 8 do gene
PPARGC1A, promove a substituicao glicina/serina na posi¢cao 482 da proteina (Varillas-Delgado, 2024)
e esta relacionado a alteragbes de expressao de genes relacionados ao metabolismo energético por
ser um coativador transcricional (Esterbauer et al., 2002). O alelo G (482Gly) esta ligado ao aumento
da expressao génica e o alelo A (482Ser) a diminuigao da expressao desse gene (Taghvaei, Saremi e
Babaniamansour, 2021), este ultimo podendo afetar a biogénese mitocondrial e contribuir para
resisténcia a insulina (Leone et al., 2005; Wu et al., 2016). Além disso, o alelo A foi relacionado a um
perfil desfavoravel na popula¢cdes romena (Muntean et al., 2022) e brasileira (Queiroz et al., 2015),
sendo associado a maiores niveis de colesterol total, LDL e triglicérides, além de menores
concentragbes de HDL. Em contraste, na populagdo austriaca, o genoétipo heterozigoto G/A foi
associado a maiores niveis de colesterol HDL (Esterbauer et al., 2002). Estes estudos, reforgam a
hipétese que o alelo A também esteja relacionado com dislipidemia na populagéo brasileira.

Apenas um estudo foi encontrado contraditério aos demais, pois relacionou o alelo G ao aumento
dos niveis de lipideos, enquanto o alelo A foi relacionado a reducao desses marcadores lipidicos
(Vasquez-Del Mercado et al., 2015). Na populagao brasileira, até o momento nao ha trabalhos que
estudem a associagcdo do SNP +482G/A com dislipidemia, ressaltando a importancia da realizagao
trabalhos que avaliem esse SNP na nossa populagéo.

A identificagao de SNPs pode ser realizada por diferentes técnicas de genotipagem, entre as quais
se destacam a PCR-RFLP e a gqPCR. A RFLP é um método amplamente utilizado, de baixo custo e
relativamente simples de executar, embora demande mais tempo e apresente menor precisdao em
comparagao com a gPCR. Esta ultima oferece maior sensibilidade e rapidez, permitindo a analise em
tempo real, contudo exige maior investimento em equipamentos e insumos. Estudos comparativos
apontam que ambas as metodologias apresentam boa concordéncia nos resultados, sendo a escolha
do método dependente da disponibilidade de recursos e dos objetivos do estudo (Fitarelli-Kiehl, 2016;
Ayadi,2025).

Apesar de existirem evidéncias em diversas populagdes sobre o envolvimento do SNP +482G/A do
gene PPARGC1A com dislipidemia, ainda ndo ha estudos que investiguem, de forma direta, essa
relagdo na populagédo brasileira. Diante dessa lacuna e considerando o impacto direto do gene
PPARGC1A no metabolismo lipidico, este estudo tem como objetivo principal analisar a possivel
associacao entre o SNP +482G/A com a predisposi¢cao a dislipidemia em individuos brasileiros.
Adicionalmente, foi verificado a relagao da dislipidemia com os dados clinicos/pessoais € a avaliada a
reprodutibilidade de ambas as técnicas de genotipagem utilizadas.

Metodologia

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNIVAP (Parecer n°
7.294.487). A pesquisa ocorreu no Laboratério de Genética Molecular (GenelLab) do Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D). Os voluntarios assinaram o TCLE e responderam a um
questionario clinico-pessoal contendo as informagbes sobre idade, género, habito de exercicio fisico,
etilismo e dados de IMC (indice de massa corpoérea).

Foram coletadas amostras de sangue venoso de 77 individuos. A coleta de sangue foi realizada em
tubos contendo EDTA para a analise genotipica e tubos contendo ativador de coagulo (tubo amarelo)
para as analises bioquimicas. A andlise bioquimica incluiu as dosagens séricas de colesterol total e
triglicerideos, o que permitiu a separagcdo das amostras em dois grupos, baseado nos pardmetros da
Sociedade Brasileira de Cardiologia: grupo caso, constituido por 46 individuos com dislipidemia
apresentando colesterol total = 190 mg/dL ou triglicerideos = 150 mg/dL e grupo controle, constituido
por 31 individuos saudaveis com colesterol total < 190 mg/dL e triglicerideos < 150 mg/dL.

A analise genotipica do SNP +482 G/A (rs8192678) do gene PPARGC1A foi realizada pelos
métodos de Reagao em cadeia da polimerase - polimorfismo de comprimento de fragmento de restrigdo
(PCR-RFLP) e validagao pela PCR quantitativa em tempo real (QPCR). A extragao do DNA foi realizada
com o kit QlAamp DNA Blood Mini e a sua integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
a 1,6%. A quantificagdo e a avaliagdo da pureza do DNA foram realizadas no espectrofotémetro
NanoDrop (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific).
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Para a analise de PCR-RFLP foi realizada a digestdo enzimatica em volume final de 20 pL, contendo
7 uL do produto de PCR, 10 uL de agua ultrapura, 2 pL de tampao 10X e 1 yL da enzima de restrigao
Mspl. As reagdes foram incubadas a 37 °C por 1 hora no equipamento Eppendorf ThermoStat C. A
enzima utilizada na reagao de PCR-RFLP foi a Mspl com o sitio de restricao (5'C|CGG3') que permite
a identificacdo dos gendtipos AA, AG ou GG do SNP +482 G/A. O padrao de fragmentos observado no
gel apods a digestao pela PCR-RFLP e eletroforese varia de acordo com o genétipo obtido. Individuos
com o genétipo homozigoto GG geram dois fragmentos (366 pb e 245 pb), evidenciando a clivagem da
enzima em ambos os alelos. Os individuos heterozigotos GA, geram trés bandas no gel, sendo um
fragmento integro de 611 pb, além dos fragmentos de 366 pb e 245 pb. Os individuos homozigotos AA,
apresentam apenas um fragmento de 611 pb no gel, uma vez que a auséncia do sitio de restrigdo
impede a acdo da enzima.

Para a analise de gPCR foi utilizado o ensaio TagMan SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher
Scientific) no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). As reagoes,
preparadas em placas de 96 pogos com volume final de 20 L, continham 10 yL de TagMan Universal
Master Mix 2X, 1 uL sondas TagMan 20X especificas para cada alelo (VIC para alelo G e FAM para
alelo A), 8 uL agua livre de nucleases e 1 yL DNA gendmico (20 ng/uL). Como controle negativo das
reagdes de amplificagdo, em um poco da placa nao foi adicionado molde de DNA (NTC). O protocolo
de amplificagdo incluiu ativagdo da polimerase a 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C
por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.

As andlises que verificaram se a dislipidemia esta relacionada com as caracteristicas clinico-
pessoais obtidas (idade, género, habito de exercicio fisico, etilismo e IMC) e que comparou as
frequéncias alélicas e genotipicas com a presencga ou auséncia de dislipidemia (grupos caso e controle)
foram realizadas utilizado a analise estatistica pelo teste do qui-quadrado no software GraphPad Prism
5, considerando o valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo.

Resultados

As concentragdes de DNA de todas as 77 amostras obtidas foram adequadas e o DNA apresentou-
se integro, sem indicios de degradacdo, garantindo qualidade necessaria para a analise de
genotipagem. Pela analise de PCR-RFLP, a amplificagdo do fragmento pela PCR contendo o SNP
+482G/A do gene PPARGC1A mostrou alto rendimento e especificidade (Figura 1A) e a digestdo do
amplicon obtido pela PCR com a enzima Mspl permitiu a identificacdo dos trés gendtipos possiveis
para este SNP: GG, GA e AA (Figura 1B).

Figura 1 — Produtos da PCR (A) e da PCR-RFLP (B) referentes ao SNP +482G/A do gene PPARGC1A de quatro
amostras de DNA analisadas pela eletroforese em gel de agarose. GG: gendtipo representado pelas bandas de
366 e 245 pb); GA: representado pelas trés bandas no gel: 611, 366 e 245 pb; AA: gendtipo representado pela
banda de 611 pb no gel. M: marcador de peso molecular.

A

611 —»

M GA AA GG GG

Fonte: autores (2025).

Pela andlise de qPCR, foi possivel a obtengdo da curva de amplificagdo, demonstrando a
eficiéncia das sondas utilizadas para amplificar o DNA (Figura 2A) e realizagéo de discriminagéo alélica
dos trés gendtipos desse do SNP +482G/A (Figura 2B).
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Figura 2 — Curva de amplificacdo das amostras analisadas por gPCR SNP Genotyping do SNP +482 G/A do gene
PPARGC1A (A) e discriminagao alélica com separagao dos genotipos GG, GA e AA das amostras estudas (B).

A Amelfication Fiol B Alelic discrimination Plot

W rearcciac B PPARGCIAT

Fonte: autores (2025).

A condicao da dislipidemia ndo apresentou associagdo estatisticamente significativa com
nenhuma das caracteristicas clinico-pessoais observadas, sendo elas, idade (p = 0,718), género (p =
0,820), etilismo (p = 0,454), exercicio fisico (p = 0,749) e IMC (p = 0,470).

Os resultados da genotipagem obtidos por ambas as técnicas de PCR-RFLP e gPCR
mostraram 100% de concordancia nos gendtipos obtidos. Dos 31 individuos pertencentes ao grupo
controle verificou-se que 14 apresentavam o gendtipo homozigoto GG, 14 individuos apresentavam o
genotipo heterozigoto GA e trés tinham o genétipo homozigoto AA. No grupo dos 46 individuos com
dislipidemia, 22 possuiam o gendétipo GG, 19 individuos apresentavam o genoétipo GA e cinco possuiam
0 genotipo AA.

A andlise da associagéo entre os gendtipos do SNP +482G/A (GG, GA e AA) e a presenga ou
auséncia de dislipidemia ndo se mostrou significativa entre os grupos (p = 0,943) (dados nao
mostrados). Porém, foi observado relagdo estatisticamente significativa quando comparado os
genodtipos GG e GA desse SNP com os niveis de triglicerideos e colesterol quando analisados em
separado (Tabela 2).

Tabela 2 — Genétipos do SNP +482G/A em relagéo aos valores de triglicerideos e colesterol total nos grupos caso
e controle de 77 individuos analisados no estudo.

Variaveis Categoria GG GA AA
Caso  Controle p Caso Controle p Caso Controle p
N <150 11 14 8 14 3 3
Triglicerideos > 150 11 0 0,001 1 0 <0,001 5 0 0,206
Colesterol <190 5 1 5 14 0 3
total =190 17 2 <0001 4y 0 <0001 ) 4 0 0,005
Total 36 33 8
Fonte: autores (2025).
Discussao

O presente estudo investigou a possivel associagdo entre 0 SNP +482G/A do gene PPARGC1A e
a predisposi¢do a dislipidemia, considerando que essa variagdo genética pode afetar a biogénese
mitocondrial e o metabolismo lipidico (Esterbauer et al., 2002; Huang et al., 2023). A proteina PGC-1aq,
codificada por este gene, é reguladora central da oxidagdo de acidos graxos, gliconeogénese e
homeostase energética, de modo que alteragbes em sua expressdo podem contribuir para
desequilibrios metabdlicos associados a doengas cronicas, incluindo obesidade, diabetes e
dislipidemias (Montes-de-Oca-Garcia et al., 2022; Vazquez-Del Mercado et al., 2015).

Poucos trabalhos disponiveis na literatura exploraram especificamente a associacdo do SNP
+482G/A com a dislipidemia, e até o momento n&o ha registros de pesquisas conduzidas em amostras
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da populacéo brasileira. Essa lacuna reforga a importancia de estudos em diferentes contextos étnicos
e regionais, uma vez que a variabilidade genética pode se manifestar de formas distintas dependendo
do ambiente e da populagao estudada. Neste estudo, ndo foram observadas associagdes significativas
entre a dislipidemia e as caracteristicas clinicas como idade, género, etilismo, pratica de atividade fisica
e IMC, o que reforga o carater multifatorial da condigao (Pirillo et al., 2021). Na analise genotipica,
também nao foi observada relagédo entre os gendtipos e esse disturbio. Porém, foi observada a relagao
do alelo G (gendtipos GG e GA) com o0 aumento dos niveis de colesterol total e triglicerideos, enquanto
o alelo A nao teve relevancia nesse estudo.

Esses resultados estao de acordo com um estudo anterior que demonstrou efeitos do SNP +482G/A
no metabolismo lipidico, mostrando associa¢ao do alelo G a maiores niveis séricos de triglicerideos e
colesterol (Vazquez-Del Mercado et al., 2015), embora estudos em outras populagdes tenham
apontado efeitos distintos, demonstrando relagéo do alelo A com a dislipidemia (Queiroz et al., 2015;
Muntean et al., 2022). Essa divergéncia pode ser explicada por fatores como diferengas étnicas,
composicao da amostra, estilo de vida da populag&o e interacdo gene-ambiente.

Além disso, cabe destacar a escolha metodolégica empregada. Apesar da técnica de PCR-RFLP
ser uma metodologia de menor precisdo quando comparada a qPCR, neste estudo ela apresentou
resultados totalmente concordantes com a analise de qPCR. Entre suas vantagens estdo o custo
reduzido e a simplicidade de execugéo. Estudos comparativos mostram que a gPCR, embora mais
sensivel e rapida, requer maior investimento em equipamentos e insumos, enquanto a PCR-RFLP
permanece uma alternativa viavel e acessivel em pesquisas de genotipagem, especialmente em
laboratdrios com recursos limitados (Fitarelli-Kiehl et al., 2016; Ayadi et al., 2025).

A escassez de dados epidemioldgicos atualizados sobre a dislipidemia no Brasil reforga a relevancia
desta pesquisa, tanto para a pesquisa cientifica quanto para o aprimoramento de estratégias em saude
publica.

Conclusao

O presente estudo ndo encontrou associagdo significativa do polimorfismo +482G/A com a
predisposic¢ao a dislipidemia. Porém, foi observado relacédo dos genétipos GG e GA desse SNP com os
niveis de triglicerideos e colesterol alterados quando analisados individualmente. Amostras adicionais
serao analisadas com o objetivo de aumentar o poder estatistico e a confiabilidade dos nossos
resultados com o objetivo de confirmar a associagdo do alelo G do SNP +482G/A PPARGC1A com
esta condicado na populagao brasileira.
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