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1. INTRODUCAO

A obesidade é amplamente definida como o excesso de peso corporal para
uma determinada altura. E uma preocupacdo de salde global, pois esta
relacionada ao aumento do risco de varias doencas crénicas ndo transmissiveis
como diabetes tipo 2, hipertensdo e doencas cardiovasculares (GADDE et al.,
2018). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, mais de 650 milhdes de
adultos em todo o mundo séo considerados obesos (KHODARAHMI et al., 2020).

A obesidade é considerada uma doenca complexa envolvendo varios
fatores como ambiental, comportamental e genético. Muitos genes associados a
obesidade estdo envolvidos na regulacdo da ingestdo de energia, metabolismo
lipidico, adipogénese, termogénese, sintese de adipocitocinas e fatores de
transcricdo. (CROVESY et al., 2019).

O fendtipo da obesidade vem aumentando nas uUltimas décadas e acredita-
se que as causas para este disturbio complexo estejam relacionadas com um
desequilibrio entre a ingestdo de energia e o gasto energético devido a mudancas
nos estilos de vida, incluindo a exposicdo a um ambiente ndo favoravel
(ALBUQUERQUE et al., 2014).

A andlise do genoma humano vem sugerindo que variacdes estruturais
também podem desempenhar papéis importantes na variacao fenotipica entre os
seres humanos, podendo estar ligada ao desenvolvimento de doencgas,
predisposicdes genéticas e até mesmo ao modo como respondemos a
determinados medicamentos. Futuramente, testes especificos poderdo fornecer
previsbes exatas sobre a resposta de um individuo a uma determinada dieta
(PEREIRA FILHO et al., 2021).

Um gene que vem sendo bastante estudado em relacdo a obesidade e
suas comorbidades é a Apolipotroteina A2. Ela é a segunda apolipoproteina mais
comum no HDL humano e foi considerada de grande importancia fisioloégica no
metabolismo das lipoproteinas. Um estudo anterior relatou que a deficiéncia de
APOA2 tem uma influéncia menor nos perfis de lipidios e lipoproteinas ou na
ocorréncia de doenca cardiaca coronaria em humanos (TAILLEUX, et al. 2002).

Portanto, o objetivo deste estudo foi padronizar em um laboratério com
poucos recursos uma ferramenta biotecnolégica simples, eficiente, com baixo
custo e de facil aplicagcdo para genotipagem por tetra-primes ARMS-PCR para
polimorfismos genéticos ligados a obesidade e suas comorbidades.

2. METODOLOGIA
2.1 Coleta de material biol6gico
Para coleta de material biologico, foi utilizada raspagem de células das
bochechas com “Swab” de voluntarios conhecidos, pois a coleta foi repetida mais
de uma vez. As amostras foram mantidas em gelo até o armazenado em freezer a
temperatura de -20°C (MARTINEZ et. al, 2018).
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2.2 Extragdo DNA gendomico

Para extracdo do DNA gendmico o Swab foi colocado em micro tubo estéril
de 1,5 ml com 600 pl do tampéao de lise e 20 ul de proteinase K (20mg/ml). Ap6s
vortex, as amostras foram incubadas a 55°C overnight. Foi entdo realizado o
resfriamento em gelo, e inversdo da posigcdo dos “Swabs” e uma rapida
centrifugacdo para a retirada do liquido preso ao algodao do “Swab”. Foram
adicionados 200 pl de Solugéo de Precipitacdo de proteinas (60 ml de Acetato de
Potassio 5M; 11,5 ml de Acido Acético; 28,5 de agua destilada), apds as amostras
foram incubadas em gelo por 3 minutos. Apés resfriamento e centrifugacdo a
13500 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de 1,5 ml
com 600 pl de isopropanol e homogeneizado para incubagdo por 5 minutos a
temperatura ambiente. O DNA foi precipitado a 13500 por 10 minutos e lavado
com etanol 70% (600 pl). Apos secagem a temperatura ambiente, o “pellet” foi
ressuspendido em 50 pl de tampéo T.E.

2.3 Obtencdo da sequéncia periférica ao polimorfismo com marcacgdes
de SNPs, regibes repetitivas, exons e introns

A ferramenta BLAT disponibilizada pela Santa Cruz Univerity of California
Genomics Institute, foi utilizada afim de verificar a sequéncia de 1000 pares de
bases no entorno do polimorfismo estudado. O objetivo foi identificar possiveis
locais dentro desta sequéncia para confeccao dos “primers”.

2.4 Desenho de provaveis sequéncias de iniciagcao

Com a sequéncia identificada, foi utilizada outra ferramenta online
chamada “OligoPerfect Primer Designer’ disponibilizada pela ThermoFisher e
desta forma foram escolhidos “primers” especificos para cada sequéncia de cada
polimorfismo genético.

2.5 Verificacdo do viés intrinsecos das sequéncias escolhidas
Apos a escolha dos “primers”, foi utilizado o programa GeneRunner para
confirmacédo dos “primers” escolhidos e verificacdo da temperatura de
anelamento. Foram escolhidas apenas sequéncias que possuiam baixa chance
de formacé&o destes comportamentos dos oligonucleotides.

2.6 Confirmacéao dos resultados obtidos

A confirmacéo foi feita por sequenciamento usando o método de Sanger.
Para isso, os “primers” externos e os “amplicons” das PCRs foram enviados para
confirmacédo de sequenciamento em laboratérios comerciais.

2.7 Técnica tetra-primer ARMS-PCR

A técnica utilizada para padronizacao das reacfes consiste em um método
simples e econémico de genotipagem de SNPs envolvendo uma Unica reacao de
PCR seguida por eletroforese em gel. Esta técnica adota certos principios do
meétodo de PCR tetra-primer e o sistema de mutacéo refrataria de amplificacao
(YE et al., 2001).

2.8 Iniciadores oligonucleotidicos

Para a utilizacdo da técnica tetra-primer ARMS-PCR foram criados quatro
“primers” especificos para cada SNP. A ligagdo dos “primers” durante a reagao
deve gerar trés “amplicons” de tamanhos distintos podendo entdo ser
identificados os alelos especificos por eletroforese em gel.

2.9 Design de “primers”

Foram projetados os “primers” para cada reacao de forma individual, mas
buscando compatibilidade nas temperaturas de anelamento. Uma sequéncia de
1000 pares de bases no entorno de cada SNP foi analisada a fim de selecionar as
melhores posicdes para cada primer especifico. Estes “primers” foram entao
testados no programa GeneRunner e seus tamanhos aumentados em numero de
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bases buscando uma temperatura de anelamento similar para todos os “primers”.
Apods o design dos “primers” iniciaram-se 0s testes de genotipagem utilizando o
tetra-primer ARMS-PCR. Nessa fase foram testadas as quantidades de
reagentes, tempo de anelamento, temperatura correta para que cada fase da
amplificacdo ocorra de forma eficiente e interacdo entre os “primers” para
obtencéo das bandas em tamanhos corretos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados testes de quatro SNPs na mesma
temperatura de anelamento, a fim de buscar a simultaneidade das reacfes
tornando o diagnédstico rapido e menos oneroso. No entanto, ndo foi possivel
realizar todas as reacfes de forma simultdnea com sucesso entdo elas foram
padronizadas de forma individual. O teste individual de cada SNP em reacdes
separadas, a fim de modificar as concentragdes dos reagentes ou dos “primers” e
padronizar as reacdes foi realizado. Foram iniciados os testes dos “primers” do
Gene APOAZ2, polimorfismo rs3813627, diversos testes foram feitos, mudando a
concentracdo dos primers até se obter o resultado desejado.

APOA2 rs3813627

10 ul Gotaq

0,4 ul do primer F+R

0,7 ul do primer Air

0,3 ul do primer Gif

2 ul de amostra

6,2 ul H20 milliQ

Temperatura anelamento: 64°C

Tamanho esperado dos fragmentos
G- 209bp

R A- 464BP
A | Controle- 623bp

Figura 1. PCR APOAZ2 (rs3813627) temperatura de anelamento a 64°C “primers” R+F+Air+Gif. Foto
de Gel de agarose 1% apds eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de peso molecular 100
pb dna ladder (Ludwig, USA). Nesta reagdo foram utilizadas 4 amostras mais o branco (amostra sem DNA).
As amostras 1 e 4 foram formadas as bandas de 209 bp (alelo G) e a banda controle de 623 bp (genétipo
GC). Nas amostras 2 e 3 foram formadas as bandas de 464 pb (alelo A)e a banda controle de 623 bp
(gendtipo GC). Os diagnostico de cada amostra, estdo em vermelho na imagem a cima.

Neste estudo, apos a realizacdo de varias tentativas de padronizacao do
polimorfismo desejado, por meio de reacdes de PCRs contendo o polimorfismos
de nucleotideo Unico rs3813627 do gene APOA2, foram obtidos resultados
satisfatorios gerando assim a possibilidade de prote¢cdo do método junto ao INPI.
Para que possamos demonstrar o sucesso da padronizacdo do processo de
genotipagem e o correto funcionamento dos “primers” devemos ter pelo menos
uma das amostras com cada alelo para cada SNP. Apos os resultados positivos
foram encaminhados para registro de patente, a fim de garantir o direito
intelectual e Unico dos protocolos padronizados, como se sucedeu nas reacdes de
genotipagem dos SNPs rs3813627.

A utilizacdo de perfil poligénico que consegue fazer o diagndstico de
diversos genes, e vem sendo cada vez mais explorado atualmente por
pesquisadores. Essa técnica pode ser empregada para buscar genes
relacionados a diversas doengas, como por exemplo, obesidade e suas
comorbidades.
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Foi encontrado que o polimorfismo APOA2 rs3813627 pode influenciar
nos niveis de HDL, levantando a hipotese de que o risco genotipico desse
polimorfismo poderia estar associado a variaveis antropométricas, metabolismo
da glicose e caracteristicas lipidicas. Em humanos, este polimorfismo do gene
APOAZ2 foi associado ao acumulo de gordura visceral e ao metabolismo de
lipoproteinas ricas em triglicerideos. O seu homozigoto foi associado a baixos
niveis de HDL nos individuos com sobrepeso/obesidade.

Ainda sera feita a testagem e padronizacdo de outros genes e
polimorfismos citados na revisao bibliografica, que renderdo mais patentes e no
final serd desenvolvido o kit diagndstico para identificacdo desses polimorfismos
de forma eficiéncia e de baixo custo para a comercializagao.

4. CONCLUSOES

O polimorfismo padronizado neste trabalho se mostrou bastante promissor
para a montagem do kit diagndstico para identificacdo de obesidade e suas
comorbidades. Podendo ser utilizados para buscas de perfil genético de
individuos, identificando as informacBes genéticas para buscar os fenotipos
ligados a obesidade e assim contribuir para um melhor tratamento dos mesmos,
oferecendo um tratamento mais individualizado para cada paciente e contribuindo
para a melhora da qualidade de vida. Este trabalho também rendeu uma patente
dos polimorfismos rs3813627 dos gene APOA2.
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