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Resumo

A obesidade € um grave problema de saude publica, associado a diversas
doencas, como diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica, doencas
cardiacas, entre outras. Embora seja influenciada por fatores ambientais e
socioculturais, a predisposi¢cao genética desempenha um papel significativo no
seu desenvolvimento. Com o avancgo das técnicas de genotipagem, tornou-se
possivel realizar investigagbes genéticas abrangentes, que fornecem milhdes
de resultados com menor custo. No entanto, apenas uma pequena fracao
desses polimorfismos é relevante para o diagndstico genético da predisposicao
a doencas associadas a obesidade, o que torna a grande maioria dos dados
irrelevantes. Além disso, a realizacdo desses exames ainda é limitada a poucos
laboratérios com equipamentos especializados, o que dificulta sua aplicagéo
clinica. O objetivo deste trabalho foi padronizar polimorfismo para diagnostico
de gendtipos relacionados a obesidade e suas comorbidades, além de
desenvolver um kit de genotipagem que utiliza alternativas de baixo custo para
o diagnéstico genético. Foram padronizadas as reacdes para os polimorfismos
rs3813627, rs11872992, rs10830963 e rs4673 nos genes Apoliproteina 2,
Receptor de Melanocortina-4, Receptor de Melatonina 1B e Cadeia leve do
citocromo neutrofilo humano, respectivamente, utilizando um método eficiente e
de baixo custo. Estes métodos ja estdo em processo de patente, somando-se a
outras seis variacbes genéticas ja patenteadas em nosso laboratério. A
padronizacdo de novas variagdes genéticas e a futura producdo de um kit
poligénico para identificagcdo da obesidade e suas comorbidades, com manual
de interpretagdo, visa facilitar o diagnostico e tratamento dessas condi¢oes

utilizando métodos de baixo custo e mais acessiveis.

Palavras-chave: Polimorfismo; Obesidade; Diabetes; Sindrome metabdlica;
Genética.



Abstract

Obesity is a serious public health problem, associated with several diseases,
such as type 2 diabetes mellitus, metabolic syndrome, heart disease, among
others. Although it is influenced by environmental and sociocultural factors,
genetic predisposition plays a significant role in its development. With the
advancement of genotyping techniques, it has become possible to perform
comprehensive genetic investigations, which provide millions of results at a
lower cost. However, only a small fraction of these polymorphisms are relevant
for the genetic diagnosis of predisposition to diseases associated with obesity,
which makes the vast majority of data irrelevant. In addition, the performance of
these tests is still limited to a few laboratories with specialized equipment, which
makes their clinical application difficult. The objective of this work was to
standardize polymorphisms for the diagnosis of genotypes related to obesity
and its comorbidities, in addition to developing a genotyping kit that uses low-
cost alternatives for genetic diagnosis. The reactions for the polymorphisms
rs3813627, rs11872992, rs10830963 and rs4673 in the genes Apolipoprotein 2,
Melanocortin-4 Receptor, Melatonin Receptor 1B and Human Neutrophil
Cytochrome Light Chain, respectively, were standardized using an efficient and
low-cost method. These methods are already in the patent process, joining six
other genetic variations already patented in our laboratory. The standardization
of new genetic variations and the future production of a polygenic kit for
identifying obesity and its comorbidities, with an interpretation manual, aim to
facilitate the diagnosis and treatment of these conditions using low-cost and

more accessible methods.

Keywords: Polymorphism; Obesity; Diabetes; Metabolic syndrome; Genetics.



1. Introducéo

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de tecido adiposo.
Trata-se de uma preocupagao global de saude, pois estd associada a
predisposicao a diversas doengas cronicas ndo transmissiveis, como diabetes
tipo 2 (DM2), hipertensdo e doencgas cardiovasculares (DCV) (GADDE et al.,
2018).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 650
milhdes de adultos em todo o mundo sao considerados obesos (KHODARAHMI
et al., 2020). A Associacado Brasileira para o Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabodlica (ABESO) estima que, até 2025, 2,3 bilhdes de adultos
estardo acima do peso, sendo 700 milhdes classificados como obesos, ou seja,
com Indice de Massa Corporal (IMC) superior a 30. No Brasil, a obesidade
cresceu 67,8% nos ultimos treze anos, passando de 11,8% em 2006 para
19,8% em 2018.

Este aumento da prevaléncia da obesidade esta ocorrendo pela
dificuldade de tratamento, uma vez que a obesidade é uma doenca complexa,
influenciada por diversos fatores ambientais, comportamentais e genéticos. A
predisposicdo genética a obesidade pode ser classificada como monogénica,
quando ha um polimorfismo em um Unico gene ou em uma regiao
cromossOmica especifica associada a doenca, ou poligénica, quando multiplos
genes estao envolvidos. A forma poligénica € a mais comum, na qual os alelos
de diferentes genes estdo associados a pequenas influéncias no IMC,
contribuindo para a determinagédo do peso corporal. Muitos genes associados a
obesidade desempenham papéis fundamentais na regulagdo da ingestao
energética, no metabolismo lipidico, na adipogénese, na termogénese, no
gasto energético em repouso, na sintese de adipocinas e na expressao de
fatores de transcricao (CROVESY et al., 2019).

O fendtipo da obesidade tem se tornado cada vez mais prevalente nas
ultimas décadas. Acredita-se que esse disturbio complexo resulte de um
desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético, influenciado por mudancgas
no estilo de vida e pela exposicdo a um ambiente obesogénico. Apesar disso,
estima-se que a predisposicao hereditaria a obesidade varia entre 40% e 70%
(ALBUQUERQUE et al., 2014).
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Estudos do genoma humano indicam que variagdes estruturais também
podem desempenhar um papel significativo na variagdo fenotipica entre os
individuos, podendo estar associadas ao desenvolvimento de doencas e até
mesmo a forma como respondemos a determinados medicamentos. Embora os
fatores genéticos sejam relevantes, escolhas nutricionais e habitos de vida
podem modular a expressao de genes relacionados a obesidade. Dessa forma,
a compreensdao da genética individual pode ser essencial para a
personalizacdo do manejo do peso. No futuro, testes especificos poderao
permitir previsbes mais precisas sobre a resposta de um individuo a
determinada dieta, possibilitando abordagens nutricionais mais eficazes
(PEREIRA FILHO et al., 2021).

Pesquisadores tém explorado amplamente essa tecnologia para
expandir as associacdes entre genes e doencas, além de produzir informacoes
genbmicas atualizadas. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica
mais utilizada para a genotipagem de polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) de baixo e médio rendimento, por ser uma metodologia de menor custo
e amplamente acessivel a diversos laboratorios (CHUANG et al., 2008).

No presente projeto, padronizamos a genotipagem de polimorfismos
associados a obesidade e suas comorbidades, visando o desenvolvimento de
um kit diagnoéstico contendo apenas os polimorfismos mais relevantes. O
método proposto € simples e compativel com os equipamentos ja disponiveis
em laboratérios de analises clinicas, facilitando sua implementacdao e

ampliacdo do acesso aos testes genéticos.
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2. Revisédo Bibliogréfica

A fome é um sinal precoce que desencadeia o inicio da alimentacao,
especialmente no contexto das refei¢coes, enquanto a soma dos sinais gerados
durante o ato de comer leva a sua finalizagdo. Os sinais de fome mais
perceptiveis tém origem no estdmago, onde impulsos elétricos transmitidos
pelo nervo vago indicam o estado de vazio ou plenitude, sendo refor¢cados pela
secrecado do hormdnio grelina e por sinais metabdlicos, como a hipoglicemia. A
saciedade, por sua vez, € 0 processo que leva a interrupgdo da ingestéao
alimentar e regula o tamanho da refeicdo. O estado fisiolégico ao término da
alimentacdo, no qual a sensacdo de plenitude inibe novas refeicbes, é
denominado saciedade. Esse estado se mantém até que o processamento e a
absorcao dos nutrientes diminuam, até o momento em que a fome volta a
surgir, iniciando um novo ciclo alimentar. Além disso, o estémago e o intestino
enviam informacgdes pos-ingestdo por meio de sinais fisicos, como a distensao
da parede gastrica, e fatores osmaéticos, fornecendo um feedback essencial
sobre a quantidade de alimento ingerido.

A saciedade em médio prazo é controlada metabolicamente pelos
horménios peptidicos intestinais, incluindo peptideo semelhante ao glucagon 1
(GLP-1), colecistoquinina (CCK) e neuropeptideo Y (NPY), que séo liberados
quando o processo de digestdo passa pelo trato gastrointestinal e
desempenham fungdes de processamento de refeigdes, além de seus efeitos
inibitérios na ingestdo de alimentos. A fase pds-absorcdo é quando a
saciedade em longo prazo é controlada pelas concentracbes de insulina,
glicose e aminoacidos no sangue e oxidagao de nutrientes no figado. O cérebro
integra sinais de todos os processos envolvidos no controle do apetite heddnico
e homeostatico, bem como os relacionados a saciedade sensorial e metabdlica
(AMIN et al., 2016). No entanto, quando a quantidade de calorias ingerida
através dos alimentos € maior do que aquela que o organismo gasta com seu
metabolismo basal somado as atividades fisicas diarias, diz-se que ha
um balango energético positivo e assim gerando uma tendéncia a obesidade.

Por ser uma condicdo multifatorial, a obesidade envolve a interagao
entre predisposicdo genética e influéncias externas. Enquanto os genes

determinam a suscetibilidade ao ganho de peso, fatores ambientais, dieta e
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pratica de exercicios fisicos modulam a expressdo genética. Dessa forma,
individuos com 0 mesmo consumo e absorcdo de energia podem apresentar
diferencas no peso corporal devido a variagdo genética, uma vez que 0s genes
influenciam tanto a ingestdo nutricional quanto a escolha dos alimentos
(FLORES-DORANTES, et al., 2020).

Alguns genes mais prevalentes relacionais a obesidade, como o da
Proteina da obesidade e de massa de gordura associada (FTO), Receptor
Ativado por Proliferadores de Peroxissoma Gama (PPARG), Alfa-actinina-3
(ACTNQ3), Letptina (LEPR), ja temos padronizados em nosso laboratério, por
esse motivo foram selecionado novos genes que posso integrar o Kkit
diagnostico que sera desenvolvido posteriormente para identificacdo de

obesidade e suas comorbidades.

2.1Técnicas de genotipagem

2.2Reacdo em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta fundamental
em muitos protocolos de biologia molecular e € considerada uma das técnicas
mais importantes da area. Ela permite amplificar pequenas quantidades de
DNA, gerando grandes quantidades que podem ser utilizadas diretamente ou
em diversas aplicacdes posteriores. Desde a sua introducdo em 1985 (SAIKI et
al., 1985), o método original da PCR foi aperfeicoado, adaptado e aplicado a
uma ampla variedade de problemas e técnicas, resultando em inumeras
versoes especializadas da técnica

Durante a mitose, que é o processo de divisdo das células somaticas, o
material genético é duplicado para garantir que cada nova célula receba uma
cbpia completa do genoma. Esse mecanismo de replicagdo do DNA ocorre a
cada divisao celular, permitindo que um organismo multicelular se desenvolva a
partir de uma unica célula inicial. Ao longo do crescimento, a unica copia inicial
do genoma é multiplicada bilhdes de vezes. A PCR imita esse principio natural
de replicacdo do DNA, utilizando componentes isolados do processo celular
para transformar quantidades minimas de DNA em grandes volumes, prontos

para uso em analises e experimentos (DANIEL et al., 2014).
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A PCR funciona com base em um principio relativamente simples, que
envolve um ciclo composto por trés etapas principais: desnaturacdo do DNA de
fita dupla, anelamento dos primers as sequéncias-alvo e extensao dos primers
para formar novas fitas. Quando o objetivo € amplificar uma sequéncia de RNA,
€ necessario primeiro converter o RNA em DNA complementar (cDNA) por
meio da acdo da enzima transcriptase reversa, antes de iniciar a PCR
propriamente dita. Cada ciclo dura, em média, de 3 a 5 minutos e o processo &
repetido entre 20 e 40 vezes. A mistura reacional da PCR inclui tampdes,
nucleotideos, primers, a enzima polimerase e o0 acido nucleico da amostra a ser
analisada (SCHOCHETMAN et al., 2014).

Apods 30 ciclos, uma unica copia de DNA pode ser aumentada para até
1.000.000 de cépias. De certa forma, entdo, a replicacdo de uma fita discreta
de DNA esta sendo manipulada em um tubo sob condicbes controladas
(SCHOCHETMAN et al., 2014).

2.3Técnica tetra-primer ARMS-PCR

A técnica utilizada para padronizacdo das reagdes consiste em um
método simples e econdmico de genotipagem de SNPs envolvendo uma unica
reacao de PCR seguida por eletroforese em gel (Figura 1). A técnica, chamada
tetra-primer ARMS-PCR, adota certos principios do método de PCR tetra-
primer (YE et al., 1992) e o sistema de mutagao refrataria de amplificagdo
(ARMS) (YE et al, 2001). Abaixo uma representagdo esquematica do

funcionamento do tetra-primer ARMS-PCR.
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Primer Externo Primer Interno A
—>

Modelo de DNA G
(alelo G) Cr
Co——
. Primer Interno  primer Externo
Primer Externo Primer Interno
Modelo de DNA
{Alelo A) I
&
C Primer Intarne  Primer Externo
{ PCR
Produto do PCR
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Produte do PCR £
{Especffico Alelo G) ~
Produto do PCR A
{Espeacfiico Alelo A) T
l Eletroforese em Gel
G/G Homozigoto A/A Homozigoto G/A Heterozigoto

Figura 1. Apresentacdo esquematica do método ARMS-PCR tetra-primer. O SNP usado aqui
como exemplo é uma substituicdo G — A, mas o0 método pode ser usado para outros tipos de
substituicdes de base Unica. Dois “amplicons” especificos de alelo sdo gerados usando dois
pares de “primers”, um par (indicado por setas rosa e vermelha, respectivamente) produzindo
um amplicon representando o alelo G e o outro par (indicado por setas amarela e verde,
respectivamente) produzindo um amplicon representando o alelo A. A especificidade do alelo é
conferida por um desajuste entre a base do terminal 3 de um primer interno e o modelo de
DNA. Para aumentar a especificidade alélica, uma segunda discordancia deliberada (indicada
por um asterisco) na posigao -2 do terminal 3 'também ¢é incorporada nos “primers” internos. Os
iniciadores sdo de 26 pb ou mais, de modo a minimizar a diferenca na estabilidade de
iniciadores ligados aos alelos alvo e néo alvo, assegurando que a especificidade do alelo
resulta de diferencas na taxa de extensdo, em vez da taxa de hibridizagdo. Ao posicionar os
dois iniciadores externos a diferentes distancias do nucleotideo polimorfico, os dois amplicons
especificos do alelo diferem em comprimento, permitindo que sejam discriminados por

eletroforese em gel (Adaptado de Ye et. Al, 2001).

2.4PCR real time

A PCR em tempo real (QPCR) tornou-se a técnica preferida em diversos
laboratoérios para aplicagées nas areas de diagnostico e controle de alimentos.
Essa metodologia integra a reacdo em cadeia da polimerase com o0 uso de
sondas fluorescentes, permitindo o acompanhamento em tempo real da
geracao dos produtos de amplificacdo a cada ciclo da reacdo (NAVARRO et
al., 2015).
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A principal vantagem da qPCR em relacdo aos métodos tradicionais de
PCR é sua capacidade de determinar com alta precisdo e sensibilidade a
concentragdo inicial de DNA na amostra. Dessa forma, os resultados obtidos
podem ser tanto qualitativos, indicando a presenga ou auséncia da sequéncia
alvo quanto quantitativos (LOGAN, et al., 2009).

O instrumento utilizado na qPCR consiste em um termociclador com
uma fonte de luz de excitacdo integrada (uma lampada, um laser ou LED: diodo
emissor de luz), um sistema de deteccao de fluorescéncia ou fluorimetro e um
software que exibe os dados de fluorescéncia registrados como uma curva de
amplificacdo de DNA, sendo necessario adicionar um corante intercalante
dsDNA ou uma sonda marcada com fluoréforo a mistura de reagdo (NAVARRO
et al., 2015).

Outra caracteristica importante é que todas as etapas, desde a
amplificacao até a analise dos dados, ocorrem em um sistema de tubo fechado.
Isso elimina a necessidade de manipulagdes pds-amplificacdo, reduzindo
significativamente o risco de contaminacao. A tecnologia de PCR em tempo
real demonstrou ser extremamente versatil e eficaz em diversas areas da
pesquisa cientifica, incluindo biomedicina, microbiologia, medicina veterinaria,

agricultura, farmacologia, biotecnologia e toxicologia (COSTA, 2004).

2.5TagMan PCR

A técnica TagMan é uma forma de PCR quantitativa em tempo real que
emprega sondas fluorescentes para quantificar o acido nucleico alvo. Essas
sondas, chamadas fluorogénicas, contém um corante reporter e um corante
supressor, e se ligam especificamente a sequéncia de interesse. Durante a
fase de extensao da PCR, a enzima Taq polimerase, por meio de sua atividade
5'-exonuclease, cliva a sonda ligada. Essa clivagem separa o corante reporter
do supressor, resultando em um aumento da fluorescéncia. Esse sinal
fluorescente é proporcional a quantidade de produto amplificado, permitindo a
quantificacdo em tempo real (DAVI, et al., 2005).

Assim como na PCR convencional, cada rodada de amplificagdo dobra o
numero de copias da sequéncia alvo na reagdo, de modo que um aumento de

aproximadamente 1.000 vezes no produto de PCR é produzido a cada 10
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rodadas de amplificacdo. Este processo de amplificacdo do alvo resulta na
producdo de grandes quantidades de fluorescéncia a partir de pequenos
numeros de alvos na amostra original (DAVI et al., 2005).

A principal limitagdo dos ensaios de TagMan € que eles ndo detectam o
tamanho da sequéncia alvo amplificada. A TagMan PCR acoplada a
eletroforese capilar € uma abordagem alternativa que pode ser usada para
contornar essa limitacao (LUTHRA et al, 2006).
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3. Objetivos
3.10bjetivo geral

Padronizar uma ferramenta biotecnolégica simples, eficiente, com baixo
custo e facil aplicacdo para genotipagem dos principais polimorfismos

genéticos ligados a obesidade e suas comorbidades.
3.20bjetivos especificos

e Buscar na literatura as variantes genéticas de polimorfismo ligadas a
obesidade e suas comorbidades;

e Padronizar técnica tetra-primer ARMS PCR para genotipagem dos SNPs
dos polimorfismos genéticos escolhidos;

e Padronizar kit poligénico de baixo custo e com maior facilidade de
acesso para polimorfismos ligados a obesidade.

e Desenvolver um manual de interpretacdo dos resultados do Kkit,
orientando o diagndstico de predisposicdo genética e sugerindo um

tratamento/prevencao.
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4. Metodologia

4.1 Reviséo de literatura

Para a revisao de literatura, foi realizada uma busca na base de dados do
PubMed utilizando as palavras-chave “obesity OR Diabetes OR metabolic
Syndrome” AND “gene” AND “polymorphism”, com as restricbes para
“Title/Abstract”. Foram encontrados 185 titulos nessa busca literaria. Depois de
feita a leitura dos resumos, foram selecionados os trabalhos que obtiveram
resultados associados a obesidade ou suas comorbidades e serviram como
base para escolha das variagdes genéticas, sendo assim, inclusos no nosso
estudo.

Algumas variagées genéticas encontradas foram excluidas, pois a
técnica de genotipagem multiplex ARMS-PCR utilizada neste trabalho para
padronizacédo das reagbes perde sua confiabilidade em regidées onde ocorrem
muitos SNPs em sequéncia ou ocorrem proximas outras formas de
polimorfismos genéticos dificultando o funcionamento e a eficiéncia das

reacoes.

4.1 Genotipagem
4.1.1 Coleta de material biologico

Para coleta de material biolégico, foi utilizada raspagem de células das
bochechas com “Swab” de voluntarios conhecidos, pois a coleta foi repetida
mais de uma vez. O “Swab” foi esfregado no interior da boca e debaixo da
lingua por cerca de dez segundos a fim de coletar células epiteliais
descamadas. As amostras foram mantidas em gelo até o armazenado em
freezer a temperatura de -20°C (MARTINEZ et. al, 2018).

4.1.2 Extracdo DNA gendmico

Para extracdo do DNA gendmico o Swab foi colocado em micro tubo
estéril de 1,5 ml com 600 pl do tampao de lise (100 mM de TRIS Hcl 1 M pH
8,5; 5 mM de EDTA 0,5M pH 8; 0,2% de de SDS; 200 mM de NaCL) e 20 ul de
proteinase K (20mg/ml). Apos vortex, as amostras foram incubadas a 55°C

overnight. Foi entdo realizado o resfriamento em gelo, e inversao da posicao
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dos “Swabs” e uma rapida centrifugacdao para a retirada do liquido preso ao
algodao do “Swab”. Foram adicionados 200 ul de Solucdo de Precipitacao de
proteinas (60 ml de Acetato de Potassio 5M; 11,5 ml de Acido Acético; 28,5 de
agua destilada), apos as amostras foram incubadas em gelo por 3 minutos.
Apos resfriamento e centrifugacao a 13500rpm por 3 minutos, o sobrenadante
foi transferido para outro tubo de 1,5 ml com 600 pl de isopropanol e
homogeneizado para incubacgéo por 5 minutos a temperatura ambiente. O DNA
foi precipitado a 13500rpm por 10 minutos e lavado com etanol 70% (600 pl).
ApoOs secagem a temperatura ambiente, o pellet foi ressuspendido em 50 pl de
tampao T.E. (10 mM de TRIS Hcl 100mM, pH 7,4; 1 mM de EDTA 0,5 M pH 8).

4.2Desenvolvimento dos “primers” para cada SNP
4.2.1 Verificacdo se o polimorfismo poderia ser ajustado para
diagnéstico com ARMS-PCR.

Inicialmente, realizou-se uma busca na base de dados PubMed para
identificar os polimorfismos genéticos previamente estudados. Em seguida,
utilizou-se o banco de dados SNPedia para aprofundar o conhecimento sobre
cada um dos polimorfismos selecionados. Além disso, a ferramenta dbSNP,
vinculada ao site SNPedia.com, foi empregada para obter informagées como as
frequéncias alélicas, a localizagdo exata do SNP no DNA e as caracteristicas
da regido gendmica ao redor, incluindo a presenca de outros polimorfismos

proximos.

4.2.2 Obtencdo da sequéncia periférica ao polimorfismo com

marcacdes de SNPs, regides repetitivas, exons e introns

Apos isto a ferramenta BLAT disponibilizada pela Santa Cruz University
of California Genomics Institute localizado no website https://genome.ucsc.edu/
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 confec¢ao dos “primers”.

4.2.3 Desenho de provaveis sequéncias de iniciacdo
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Com a sequéncia identificada, foi utilizada outra ferramenta online
chamada “OligoPerfect Primer Designer’ disponibilizada pela ThermoFisher
(www.thermofisher.com) e desta forma foram escolhidos “primers” especificos

para cada sequéncia de cada polimorfismo genético.
4.2.4 Verificagéo do viés intrinsecos das sequéncias escolhidas

ApoOs a escolha dos “primers”, foi utilizado o programa GeneRunner para
confirmagdo dos “primers” escolhidos e verificagdo da temperatura de
anelamento, e de outros problemas que podem ocorrer como a formacgao de
“hairpin loops”, “dimers”, “bulge loops”,” internal loops” e “match sites”. Foram
escolhidas apenas sequéncias que possuiam baixa chance de formacao destes

comportamentos dos oligonucleotides.
4.2.5 Verificacdo de especificidade das sequéncias escolhidas

Depois disso as sequéncias dos “primers” foram novamente verificadas
no BLAT confirmando sua ocorréncia especifica no local proximo da variagao
genética correspondente desta forma evitando amplificacdo de outras regioes
do DNA.

4.2.6 Confirmacao 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 confirmagao de sequenciamento para a empresa Exxtend em Sao Paulo -

SP, a fim de se obter 100% de confirmacao dos resultados.
4.2.7 Iniciadores oligonucleotidicos

Para a utilizagdo da técnica tetra-primer ARMS-PCR foram criados
quatro “primers” especificos para cada SNP. A ligacdo dos “primers” durante a
reacao deve gerar trés “amplicons” de tamanhos distintos podendo entdo ser

identificados os alelos especificos por eletroforese em gel.
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5. Resultados
5.1Genes relacionados a obesidade
5.1.1 Receptor de melanocortina-4 (MC4R)

A etiologia da obesidade €& multifatorial, causada por uma interagdo de
fatores ambientais com muitas variantes de efeito menor em varios genes. No
entanto, também foram identificadas formas monogénicas raras da doenca,
causadas por mutacdes de grande impacto em um unico gene. Entre os casos
de obesidade monogénica nao sindrébmica, as mutagdées no gene MC4R séao
apontadas como a causa mais comum. Dados epidemioldgicos indicam que
aproximadamente 0,05% da populagdo geral apresentam variagoes nesse
gene. Além disso, a prevaléncia de variantes no MC4R é de 0,2% entre adultos
com obesidade e de 5% a 6% em pacientes com obesidade grave de inicio
precoce (FONSECA et al., 2019).

O MC4R é um receptor que consiste em 322 aminoacidos € codificado
por um unico exon localizado no cromossomo 18q22 e € expresso em niveis
mais altos no cérebro. Mutagées no gene MC4R colaboram com a interrupgéo
da homeostase energética, ganho de peso e desenvolvimento de obesidade
(MOZAFARIZADEH et al., 2019).

O MC4R é um receptor acoplado a proteina G, localizado na membrana
plasmatica, que desempenha um papel central na regulacdo do apetite e da
homeostase energética. Sua funcdo consiste em monitorar o equilibrio
energético e o peso corporal, iniciando com a secrecao de leptina (LEP) pelos
adipocitos. Em seguida, a LEP se liga aos receptores de leptina (LEPR) nos
neurdnios que expressam a proopiomelanocortina anorexigena (POMC)
liberando horménio estimulante de alfa-melandcitos (a-MSH). Depois disso, o
a-MSH ativa o MC4R no nucleo hipotalamico paraventricular e o MC4R ativado
retransmite um sinal de saciedade para o cérebro e para o corpo. A ativacao do
MC4R através do a-MSH promove saciedade, aumenta o gasto de energia e
assim causa perda de peso (FATIMA, et al (2021).

Uma das estratégias utilizadas pela LEPR para regular a ingestao de
energia ocorre por meio da ativagdo de neurdnios que expressam orexigenos,
como a proteina relacionada a agouti (AgRP) e o NPY. Quando a leptina

estimula o receptor LEPR nesses neurdnios, a expressao de AgRP, que atua
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como um antagonista do MC4R concorrente da a-MSH, € inibida. A interacao
entre MC4R e AgRP promove o aumento do apetite e, consequentemente, da
ingestao alimentar (NAKAMURA et al., 2018).

Diversas pesquisas demonstraram os efeitos significativos das mutacdes
no gene MC4R sobre a obesidade em camundongos e humanos. Em humanos,
mais de 150 mutacgdes ja foram identificadas nesse gene. Algumas dessas
variantes estdo associadas a obesidade hereditaria de padrdo dominante,
enquanto outras foram detectadas, mas seu impacto sobre a ingestao alimentar
ainda é desconhecido (DAVOLI et al., 2012).

Pesquisas sobre variagcdes espontaneas e geneticamente induzidas nos
genes do sistema melanocortina destacam a relevancia desse sistema na
obesidade e na sindrome metabdlica, sugerindo uma disfuncdo no seu
funcionamento. Um estudo que utilizou delecdo genética em camundongos
demonstrou que a interrupcdo do MC4R levou ao desenvolvimento de um
fenodtipo obeso, enfatizando o papel crucial do MC4R na obesidade.

A disfuncdo do MC4R, tanto em camundongos quanto em humanos,
resulta em hiperfagia e obesidade. Mutacdes e perda de fungcdo no MC4R séao
as formas mais comuns de obesidade monogénica, ocorrendo em 4-5% dos
individuos com obesidade grave de inicio precoce. No entanto, o papel das
variantes comuns do MC4R na obesidade poligénica ainda permanece incerto
(YOUNG et al., 2007).

5.1.2 Estudos com MC4R rs17782313

A variacdo do MC4R rs17782313 € um fator de risco para ganho de
massa corporal, ganho de gordura corporal e obesidade. Um estudo de coorte
indicou que a variante rs17782313 foi associado a maiores consumos de
energia total e gordura na dieta (VEGA et al., 2016) Em outro estudo, 0 mesmo
polimorfismo rs17782313 foi associado ao maior consumo de energia e gordura
e menor consumo de carboidratos e proteinas (CROVESY et al., 2019).

Em estudo realizado por Khodarahmi et al. (2020), foi avaliada a
associacao entre os genoétipos de rs17782313 e fatores de risco cardio-
metabdlicos e também os indices de qualidade da dieta (HEI-2015 e DQI-I)

utilizando a técnica de PCR com comprimento de fragmento de restricdo
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subsequente. O estudo mostrou uma interacdo gene-dieta estatisticamente
significativa do MC4R rs17782313 com a adesao aos indices de qualidade
alimentar (HEI e DQI-l) em alguns dos fatores de risco cardio-metabdlicos em
ambos os sexos. No grupo masculino, quando a adeséo a esses indices era
baixa, o alelo homozigoto (CC) de risco de obesidade foi associado a maiores
niveis de glicemia de jejum, pressao arterial sistélica e diastdlica. Por outro
lado, no grupo feminino, a adesao média ao HEI por alelos heterozigotos raros
de rs17782313 aumentou o risco de ter nivel de colesterol LDL mais alto sem
efeito no IMC.

No estudo realizado por Yang et al. (2019), onde analisaram os efeitos
do MC4R rs17782313 em criangas e adolescentes obesos residentes no
noroeste da China, observaram que o MC4R rs17782313 esta fortemente
associado a obesidade. Em estudo realizado por Adamska-Patruno et al.
(2019), foi utilizada a tecnologia de TagMan, notaram que o maior acumulo de
tecido adiposo visceral foi observado em homens portadores do alelo C no
rs17782313 e nos individuos homozigotos. Os portadores do alelo C também
apresentaram uma relacao tecido adiposo visceral/tecido adiposo subcutaneo
significativamente mais alto, o que significa 0 aumento de depdsito de gordura
visceral.

No estudo de Martins et al. (2018), utilizando a técnica de PCR real time,
observaram que o alelo C de MC4R-rs17782313 foi associado & mudancga na
ingestao total de energia da pré-gravidez para a gravidez, com as portadoras
do alelo C apresentando uma média ajustada mais baixa de ingestao, do que

as nao portadoras deste alelo.

5.1.3 Estudos com MC4R rs12970134

Em estudo realizado por Batarfi et al. (2019), determinaram a associacao
entre variantes do gene MC4R (rs12970134 e rs17782313) em mulheres com
sindromes ovarios policisticos, usando a técnica de PCR real time e
observaram que variantes do MC4R (rs12970134 e rs17782313) com os
genotipos A/A e C/C (homozigotos), respectivamente, foram altamente
associados a obesidade.
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No estudo de Yang et al. (2019), analisaram os efeitos dos MC4R
rs12970134 e rs17782313 em criancas e adolescentes obesos residentes no
noroeste da China e mostraram que MC4R rs12970134 e MC4R rs17782313
estao fortemente associados a obesidade.

Em um estudo realizado por Wang et al. (2017), foi investigada a

associacgao entre o polimorfismo rs12970134 e a ingestao de bebidas, além de
explorarem o papel mediador do apetite entre esse polimorfismo e a ingestao
de bebidas em criangas chinesas com sobrepeso/obesidade. Utilizando a
técnica de PCR multiplex, os autores observaram que esse polimorfismo,
localizado proximo ao MC4R, estava associado tanto ao apetite quanto a
ingestao de bebidas. Além disso, os resultados sugerem que o apetite pode
mediar o efeito do polimorfismo proximo ao MC4R sobre a ingestao de bebidas.
No estudo de Koochakpoor et al. (2016), foi investigado o efeito da
interacdo entre o polimorfismo MC4R rs12970134 e padrdes alimentares,
nutrientes ou grupos alimentares sobre o risco de desenvolvimento da
sindrome metabdlica, utilizando a técnica tetra-primer ARMS-PCR. Os
resultados mostraram uma interagao entre o rs12970134 e o padrao alimentar
ocidental, bem como a ingestdao de gordura e vegetais, no risco de sindrome

metabdlica.
5.1.4 Estudos com MC4R rs11872992

Em um estudo conduzido por Muller et al. (2014), foi analisado o impacto
do polimorfismo rs11872992 nas variagées longitudinais do IMC. Foi realizada
analises de modelos mistos para incluir dados de todos os exames disponiveis
e diferencas analisadas na mudanga no IMC ou na pontuac¢do Z do IMC na
infancia. O polimorfismo rs11872292 obteve uma baixa frequéncia alélica para
o A alelo, portanto o heterozigoto (GA) e os gendtipos homozigotos (AA) foram
combinados para analises. Durante a infancia, a taxa de variagao do IMC foi de
1,27 kg/m2/ano em individuos com alelos GG de risco para 1,20 kg/m2/ano em
individuos com os alelos GA e AA sem risco.

O polimorfismo rs11872992 tem sido associado ao aumento do IMC,
sendo seu alelo homozigoto relacionado a um maior percentual de gordura

corporal, maior ingestao alimentar e redu¢ao do gasto energético. Em estudo
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realizado por Beckers et al. (2011), encontraram evidéncias de que essa
variante genética esta associada a obesidade complexa, indicando que o alelo
homozigoto pode estar significativamente correlacionado ao desenvolvimento
da obesidade. Em contrapartida, o alelo heterozigoto parece exercer um efeito
protetor, reduzindo o risco de obesidade.

Em adultos, a taxa acelerada de aumento de IMC continuou em
individuos com alelos de risco GG em comparagdao com aqueles com alelos
sem risco GA e AA. Muitos desses individuos também tinham dados
disponiveis para o status de DM2, e o rs11872992 foi associado ao aumento do
risco de DM2 de modo que individuos com o alelo de risco para IMC (alelo G)
tiveram uma maior prevaléncia de DM2. No entanto, a associagcdo com DM2 foi
atenuada apods o ajuste para IMC maximo, sugerindo que o achado foi atribuido

principalmente ao aumento do IMC.

5.2Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF, que faz parte da familia das neurotrofinas, € amplamente
expresso no sistema nervoso e desempenha um papel crucial no
desenvolvimento neurocognitivo, incluindo o crescimento e a sobrevivéncia
neuronal. Além disso, sua expressao no hipotalamo parece regular tanto a
ingestao quanto o gasto energético, sendo eles fatores chave na manutencéo
da homeostase energética (RANA et al., 2018).

A expressao relativa de BDNF esta associada a sinalizacdo da
fosforilagdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e acetil-coA
carboxilase beta (ACCpB), bem como aumento do nivel de oxidacao de acidos
graxos. A AMPK detecta um estado de alta energia nos musculos e quando
ativada, fosforila o ACCB mitocondrial, inibindo assim o aumento do nivel de
malonil-coA e aumentando o transporte e a oxidacdo dos acidos graxos
mitocondriais, regulando o metabolismo energético e o comportamento
alimentar (MOHAMMED et al., 2014).

Portanto, o BDNF esta envolvido na regulagdo da ingestdo alimentar e
do peso corporal, suprimindo a ingestao alimentar por meio da sinalizagao do
hipocampo e aumentando o gasto energético. Embora a obesidade tenha uma

patogénese multifatorial, estudos relataram uma correlagao inversa entre niveis
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séricos reduzidos de BDNF e maior IMC e porcentagem de gordura corporal
(FONSECA-PORTILLA et al., 2019). Corroborando esses achados, Rios et al.
demonstraram que a deleg&o condicional de BDNF em camundongos resultou
em um aumento de 80-150% no peso corporal, crescimento linear exacerbado
e niveis elevados de leptina, insulina, glicose e colesterol no sangue. Da
mesma forma, em humanos, pacientes com doencgas crdnicas, como obesidade

e DM2, apresentaram niveis reduzidos de BDNF plasmatico (MA et al., 2012).

5.2.1 Estudos com BDNF rs6265

Um polimorfismo importante é o rs6265, o qual € presente na regiao de
codificagdo do gene BDNF envolve a transicdo G>A na posicao 1962 do
nucleotideo que, por sua vez, resulta na substituicdo de valina para metionina
na posicao 662 do aminoacido (Val66Met) do dominio N-terminal do pr6-BDNF
(RANA et al., 2018). A variante de metionina (alelo A) leva ao trafego
intracelular prejudicado de pro-BDNF, embalagem, secrecédo e, como
consequéncia, reduz a producdao de BDNF maduro (CHEN et al., 2004; EGAN
et al., 2003; ZAMANI et al., 2019).

Em estudo realizado por Rana et al. (2019), investigaram a associagao
do polimorfismo BDNF rs6265 com sindrome metabdlica na populacdo do
Paquistdo, utilizando a técnica de PCR real time. Detectaram que O BDNF
rs6265 poderia estar associado ao aumento do risco de ter sindrome
metabdlica em paquistaneses independentes do IMC e género.

Martinez-Ezquerro et al. (2018), utilizando a técnica de PCR-RFLP,
pesquisaram a relagdo e determinaram a associagao entre o Polimorfismo
BDNF Val66Met e estado nutricional pacientes pediatricos mexicanos e
encontraram associagao significativa entre o genétipo BDNF rs6265AA
(Met/Met) e sobrepeso/obesidade na populacao pediatrica mexicana.

Ja Wu et al. (2017) em um estudo, investigaram as associagdes entre o
SNP rs6265 préximo ao BDNF com adiponectina na em criangas chinesas que
participaram do estudo da Sindrome Metabolica da Crianga e do Adolescente
de Pequim e demonstraram que o SNP rs6265 proximo ao BDNF estao

associados a adiponectina em criangas chinesas.
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Sustar et al. (2016) em outro estudo, avaliaram a associagdo entre o
polimorfismo BDNF Val66Met e doengas cardiovasculares (DC) e/ou IMC em
pacientes com DC e em controles saudaveis, utilizando a técnica de PCR real
time. Notaram que o polimorfismo BDNF rs6265 estava associado as
categorias de IMC e o gendtipo BDNF Met/Met tem um papel protetor na

obesidade em individuos saudaveis.
5.2.2 Estudos com BDNF rs925946

Outra variante genética € o SNP proximo ao gene BDNF é o rs925946, que
foi relacionado a um maior ganho de peso e crescimento rapido durante a
infancia e também foi associado a sindrome metabdlica (MARCOS-PASERO et
al., 2019).

Em estudo realizado por Ibafez-Zamacona et al. (2019), analisaram a
associacao entre o SNP rs925946 e a composicao corporal estimada por meio
do somatotipo antropométrico e observaram que a variante genética rs925946
mostrou associagao significativa com endomorfia e ectomorfia, ou seja, uma
possivel influéncia dessa variante genética na morfologia e na composigéao
corporal. Corroborando com esses achados, o estudo de Akbarian et al.,
(2018), uma meta-analise elucidou que alguns polimorfismos no gene BDNF
como rs925946, rs10501087, rs6265 e rs988712 podem ser considerados
como determinantes genéticos da obesidade.

DusSatkova et al. (2015), pesquisaram as variantes de genes
selecionados com adiposidade e caracteristicas dietéticas e assim o alelo de
risco de obesidade do BDNF rs925946 foi associado a uma menor ingestao de

calcio independente do IMC.
5.3 Apolipoproteina

Uma das apolipoproteinas mais estudadas € a Apolipoproteina A2
(APOA2), que pertence a uma superfamilia de apolipoproteinas, incluindo as
familias APOA, APOC e APOE. Codificada pelo gene APOA2, ela esta
presente como um homodimero no plasma humano. Sendo a segunda
apolipoproteina mais abundante no HDL humano, a APOA2 desempenha um

papel fisioldgico significativo no metabolismo das lipoproteinas. No entanto, um
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estudo anterior sugeriu que a deficiéncia de APOA2 tem como impacto a
reducdo nos perfis lipidicos e nas lipoproteinas, bem como na ocorréncia de
doenca arterial coronariana em humanos (TAILLEUX et al., 2002).

No entanto, estudos recentes mostraram que APOA2 desempenha
varios papéis na manutencdo de HDL, obesidade e resisténcia a insulina
relacionada a obesidade. Embora a funcao exata de APOA2 ainda nao esteja
clara, a superexpressao do gene APOA2 em camundongos desencadeou um
aumento no IMC e nos niveis de triglicerideos, enquanto o camundongo
APOA2-null (variacdo do gene APOA2, que pode afetar a producdo da
lipoproteina APOA2 e causar hipercolesterolemia) diminui os niveis de
triglicerideos ao produzir particulas de HDL alteradas. E importante ressaltar
que o tamanho da particula de HDL estd associado aos niveis de HDL,
sugerindo uma associacdo de APOA2 e niveis circulantes de HDL
(BOUGHANEM, et al. 2020).

Em humanos o gene APOA2 foi associado ao acumulo de gordura
visceral e ao metabolismo de lipoproteinas ricas em triglicerideos. Também
esta ligado a obesidade e ao metabolismo lipidico. Em estudo realizado por
Boughanem et al. (2020) que analisou o gene APOA2 rs3813627, utilizando
PCR real time, encontrou frequéncia desse alelo de 0,36 para toda a
populagdo, 0,37 para o grupo de ndo obesos e 0,35 para o grupo com
sobrepeso/obesidade. Foi analisada no modelo recessivo (heterozigoto), que a
variante APOA2 rs3813627 foi significativamente correlacionada com HDL e
APOA1 em niveis mais baixos. Em humanos ele 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. O SPN APOAZ2 rs3813627 nao foi associado ao IMC em
nenhum modelo e apds ajuste por sexo. No entanto, foi observado que este
polimorfismo foi associado a baixos niveis de HDL sob o modelo recessivo.

5.4Leptina Gene (LEP)

A leptina € uma adipocina (proteina de 16kDa com 167 aminoacidos)
produzida predominantemente pelo tecido adiposo branco. E reguladora central
das vias de detecgao de adiposidade localizadas no hipotdlamo (SHAHID, et al.
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2015). Tem varios efeitos sistémicos, como controle de massa corporal,
reproducdo, angiogénese, imunidade, cicatrizacdo de feridas, o0ssos
remodelacdo e funcdo cardiovascular. No plasma a concentragéo de leptina é
proporcional a adiposidade corporal e € acentuadamente aumentada em
individuos obesos (HINUY, et al. 2008).

A leptina € um produto do gene da leptina que esta localizado no
cromossomo 7g31.3. O gene contém 3 exons separados por 2 introns.
Mutacdes na sequéncia que codificam ou no local de unido de LEP, que torna a
proteina leptina incapaz de sinalizar através de seu receptor produz a
obesidade de inicio precoce grave em humanos (SHAHID, et al. 2015).

Em um estudo realizado por Primo et al. (2020), utilizando a técnica de
PCR real-time, que teve como objetivo analisar os efeitos da variante genética
rs7799039 do gene LEP sobre os parametros metabdlicos apds a perda de
peso secundaria a dieta hipocaldrica de substituicdo parcial de refeicdo (pMR).
O principal achado deste estudo foi a intervencao em individuos sem o alelo A
do SNP rs7799039, que apresentou uma melhora significativa nos niveis de
colesterol LDL e de triglicerideos, em comparacdo com os portadores do alelo
A, apds a adocao de uma dieta hipocalérica pMR. Por outro lado, os pacientes
com ambos 0s genoétipos mostraram uma melhora significativa nos parametros
antropométricos, pressao arterial e resisténcia a insulina.

Shen et al. (2019) relataram em seu estudo, que o polimorfismo
rs7799039 foi associado ao ganho de peso induzido por antipsicoticos em uma
populacao asiatica. Além disso, em populagdes europeias, o alelo A parecia

diminuir o risco de ganho de peso secundario a essas drogas.

5.5Peptideo de Adropina expresso por associacdo de homeostase
energética (ENHO)

Um dos mediadores metabdlicos envolvidos tanto na obesidade quanto
no Diabetes Mellitus (DM) € um peptideo descoberto por Kumar et al. (2008),
que desempenha papéis cruciais no metabolismo lipidico, na resisténcia a
insulina e no metabolismo da glicose. Até 0 momento, diferentes fun¢des desse
peptideo em varios disturbios metabdlicos, autoimunes, doencgas

cardiovasculares e neurolégicas foram amplamente documentadas.
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Em estudo realizado por Palizban et al. (2019), foi avaliado o nivel sérico
de Adropina e avaliacdo do polimorfismo de rs7903146 em pacientes iranianos
com T2DM. Foi encontrado alto nivel de adropina em pacientes com DM2 e o
nivel mais alto de adropina foi detectado em pacientes com DM2 com o
genotipo rs7903146 (TT). Também foi observado que os gendtipos rs7903146
(TT) e rs7903146 (CT) podem aumentar o risco de DM2. Embora a adropina
possa estar diminuida no inicio da doenga ou nos primeiros anos apos o
desenvolvimento do DM2, o aumento do nivel sérico de adropina pode ocorrer
como resposta adaptativa a condi¢gées patogénicas, como mau funcionamento

do endotélio, resisténcia a insulina, dislipidemia e intolerancia a glicose.

5.6 Apelina (APLN)

A Apelina € um peptideo que, em humanos, é codificado pelo gene
APLN, é um ligante enddgeno para o Receptor APJ acoplado a proteina G. O
gene apelina é localizado no cromossomo X (Xg25-26.1) e contém 3 exons,
com a regidao de codificagcdo abrangendo também os exons 1 e 2. O gene
APLN codifica 77 aminoacido pré-propeptideo que é entdo clivado em
peptideos, incluindo apelina-36, apelina-17 e apelina-13, que ativam o receptor
APJ (HASHEM, 2014).

O sistema apelina-APJ tem uma ampla representacdo no sistema
nervoso central e em uma variedade de tecidos periféricos, como os pulmoes,
rins, coracao e vascular, e esta emergindo como um importante regulador da
homeostase cardiovascular (HASHEM, 2014).

A producdo de apelina nos adipécitos € estimulada pela insulina,
enquanto a propria apelina inibe a secregao de insulina e aumenta a utilizagao
de glicose, sendo essencial para a manutencao da sensibilidade a insulina.
Além disso, foi visto que a administracdo exdgena de apelina exerce efeito
benéfico sobre a sensibilidade a insulina e resisténcia a insulina, reduzindo a
hiperinsulinemia e estimulando a captacao de glicose e assim induzindo um
estado catabdlico. Embora o papel funcional do polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) na posigao 212 do gene do receptor APLNR (G212A, rs11544374)
ainda nao tenha sido identificado, o fato de que a presenca do alelo A esta
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associada ao menor risco cardiovascular, sugerindo a especulagcéo de que
poderia ser benéfico no tratamento da obesidade (KOTANIDOU et al., 2014).

5.6.1 Estudos com Apelina rs2235306

Em um estudo realizado por Li et al.(2009), foi encontrada uma
associagao significativa entre hipertensdo e 2 SNPs, rs3761581 e T-1860C,
dentro do gene apelina. Foi relatado que o polimorfismo rs3115757 se associou
significativamente com IMC e alelo homozigoto (CC) em mulheres. Zhao et al.
(2010) observaram que o polimorfismo do gene apelina rs2235306 foi
significativamente associado a pressdo arterial diastdlica resposta aos
suplementos de potassio entre as mulheres. Foi utilizada a técnica de PCR -
RFLP.

Em estudo realizado por Kotanidou et al. (2014), foi visto que A presenca
do alelo A em jovens obesos foi associado a niveis séricos elevados de
apelina, sugerindo assim que o alelo A pode ter uma influéncia protetora sobre
o sistema apelina/APLNR na obesidade infantil. Nesse estudo, foi demonstrado
que a administragcdo de apelina em camundongos resistentes a insulina
aumentou a captacao de glicose dos tecidos periféricos. Assim, acredita-se que
a apelina desempenhe um papel importante na diminuicdo da sensibilidade a

insulina e no desenvolvimento de resisténcia a insulina.
5.7 Interleucina-6 (IL-6)

O SNP do gene IL-6 vem atraido cada vez mais atencao recentemente
dos pesquisadores. A variagao significativa da sequéncia do gene IL-6 174 GC
€ amplamente distribuida na variacdo da IL-6 sérica em individuos
geneticamente suscetiveis. Os alelos GC na posicdo 174 na regido do
promotor do polimorfismo rs1800795 se correlaciona com retinopatia,
nefropatia, aumento da relagcdo albumina/creatinina, bem como controle
glicémico deficiente e hiperlipidemia no DM1 (CUI et al., 2020).

No entanto, os resultados de alguns estudos atuais sobre o
envolvimento deste SNP rs1800795 em complicagdes diabéticas no DM2 sao
controversos. O polimorfismo rs1800795 do gene IL-6 podem servir como

preditores genéticos para a progressao de complicagées na DM2, e contribuir
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para a identificacdo de pacientes com alto risco de complicacdes diabéticas,
auxiliando-os assim com tratamentos personalizados (CUI et al., 2020).

Foi sugerido que o polimorfismo rs1800795 (GC) afeta funcionalmente a
atividade do promotor de IL-6. Estudos genéticos em individuos com
resisténcia a insulina mostrou um alto grau de correlagédo entre a sensibilidade
a insulina e um alelo particular do rs1800795 associado com maior expressao
de IL-6. Assim, os homozigotos para o alelo “G” tém niveis aumentados de IL-
6, insulina circulante aumentada e glicemia mais elevada do que individuos
com genotipo CC. Além disso, estudos recentes demonstraram uma
associagao genética entre o polimorfismo rs1800795 e nefropatia diabética ou
doenca cardiovascular em pacientes com DM (PLATAKI et al., 2018).

Em estudo realizado por Plataki et al. (2018), foi comprovado pela
primeira vez, que o polimorfismo rs1800795 do gene IL-6 esta associado ao
aumento do risco de DM2 na populagcao geneticamente homogénea da ilha de
Creta, utilizando TagMan SNP.

Estudos vém confirmando que a IL-6 e sua expressao estao associadas
a resisténcia a insulina e disfuncdo das células beta, retinopatia diabética e
sindrome da apnéia e hipopnéia obstrutiva do sono no DM2 (YOSHIDA et al.,
2015). No entanto, o nivel de IL-6 em pacientes com DM2 com complicacdes
microvasculares diabéticas ndao é considerado maior do que em pacientes sem
complicacdes (ELLINGSGAARD et al., 2011).

Maiores niveis de IL-6 foram encontrados no plasma, estando
consideravelmente aumentadas em individuos com DM2, em comparacdo com
individuos normais, enfatizando o papel desta citocina na fisiopatologia do DM2
e suas complicagbes (PRADHAN et al, 2001). Como consequéncia,
polimorfismos genéticos do gene IL-6 podem desempenhar um papel crucial no
desenvolvimento da doenca. Estudos tém mostrado que o alelo “G” do
polimorfismo rs1800795 se correlaciona com maior producdo de IL-6, seus
niveis foram considerados mais elevados em individuos normais portadores
dos alelos GC ou GG (FISHMAN et al., 1998).
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5.8Inflamassoma (NLRP3)

Os inflamassomas sdo uma grande familia de complexos multiproteicos
que podem ser ativados por agentes patogénicos ou também por padroes
moleculares associados a danos, como padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), padrdoes moleculares associados a aanos (DAMPSs),
espécies reativas de oxigénio (EROs), cristais de colesterol, e possivelmente
altos niveis de glicose. O inflamassoma é composto pela proteina de NLRP3,
CARD contendo proteina adaptadora e caspase-1. Ativacao do inflamassoma
leva a montagem do complexo multiproteico que cliva e ativa a caspase-1,
resultando na clivagem da prointerleucina-18 (pro-IL-183) e liberagcédo de IL-1p
que desencadeia resposta inflamatoria (KLEN, et al., 2015).

O complexo NLRP3 é principalmente expresso em células imunes,
apresentadoras de antigenos, células inflamatérias apds o gatilho estimulador
inflamatorio, que compreende os macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e
monacitos (LIN & MEI, 2020).

Existem 2 hipéteses propostas para ativacdo de NLRP3. A primeira seria
quando TLR é autofosforilado por exposicao a PAMPs e/ou DAMPs, resultando
assim na ativacao do fator nuclear-kB (NFkB). Este fator nuclear estimula a
transcricdo e a expressao dos componentes do inflamassoma NLRP3, prolL-1f
e prolL-18, que apos a translocagdo de um local nuclear para citoplasmatico
permanecem inativo até o segundo hit. Esta hipotese é frequentemente
avaliada in vitro via LPS. A segunda hipétese da assisténcia a oligomerizacao
do complexo inflamassoma inativo (NLRP3, ASC e caspase-1), que contribui
para ativacdo, maturacdo e regulacdo positiva da interleucina (LIN & MEI,
2020).

5.8.1 Estudos com NLRP3rs35829419

Em estudo realizado por Klen et al. (2015), foi observado que o
polimorfismo rs35829419, seu alelo A esta associado a um risco aumentado
para o desenvolvimento de quaisquer complicagdbes macrovasculares em
pacientes com DM2 a longo prazo. Neste estudo foi utilizada a técnica de
KASPar.
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Em um grande estudo realizado por Varghese et al. (2013) do miocardio
Infarction in Ac-county (FIA) eles observaram um efeito especifico polimorfismo
rs35829419, onde o alelo A conferiu prote¢cdo contra o desenvolvimento de
infarto agudo do miocardio (IAM) em mulheres, mas também foi associado a
niveis aumentados de PCR como marcador de inflamagdo em homens. Foi
demonstrado que o NLRP3 pode desempenhar um papel na deposi¢cao de

lipidios vasculares e na aterosclerose. Foi utilizada a técnica de TagMan SNP.

5.9Cadeia leve do citocromo neutréfilo humano (CYBA)

A nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) é uma importante
fonte de EROs, incluindo superoxido e peroxido de hidrogénio em células
vasculares e adipdcitos. O sistema NADPH oxidase € composto por multiplas
subunidades de componentes de membrana e citosélicos que se montam na
superficie celular para gerar EROs. Dentre essas subunidades, destaca-se a
proteina P22PHOX, a qual é fator essencial associado a membrana que
desempenha um papel crucial na ativagao e estabilizacdo da NADPH oxidase
(SCHREIBER, et al., 2012).

Até o momento, varios polimorfismos do gene P22PHOX (CYBA) foram
identificados. Um dos mais estudados polimorfismos deste gene é o C242T
(rs4673), que prevé a substituicdo ndo conservadora de histidina-72 por um
residuo de tirosina e demonstrou afetar a atividade funcional da NADPH
oxidase (SCHREIBER, et al., 2012).

5.9.1 Estudos com CYBA rs4673

Em um estudo realizado por Pourgholi et al. (2020) foi investigado o
efeito do polimorfismo rs4673 do gene CYBA em relagdo ao risco de Sindrome
Metabdlica (SM) em uma populacao iraniana, usando a técnica de PCR-RFLP.
Onde se sugeriu que os genodtipos e alelos estao ligados ao risco de MetS na
populacéo iraniana. Foi observado também que o alelo T em comparagao com
o alelo C foi associado a diminui¢cdo das chances de SM em homens, mas nao
em mulheres ou na populacéo total. Além disso, o alelo T foi associado a niveis
mais baixos de triglicerideos, colesterol total e colesterol LDL, bem como niveis

mais altos de colesterol HDL no subgrupo masculino.
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Em estudo realizado por Schreiber, et al. (2012), foi visto que o
polimorfismo rs4673 foi associado a um pior perfil metabdlico em hipertensos
no Brasil, utilizando PCR-RFLP. A presenca do alelo (T) também foi
relacionada a maior circunferéncia da cintura e niveis plasmaticos de glicose
em jejum e ao aumento da prevaléncia de obesidade e diabetes mellitus em
comparac¢ao com portadores do alelo CC.

Moreno et al. (2006) observaram em seu estudo, que o polimorfismo
rs4673 estd associado a hipertensdo essencial, um fator de risco bem
estabelecido para doencga aterosclerética. Estudos de genotipagem do
polimorfismo rs4673 em casos e controles mostrou um aumento da prevaléncia

do alelo C em hipertensos, foi utilizada a técnica TagMan SNP.
5.10 Receptor de Melatonina 1B (MTNR1B)

O sistema circadiano esta envolvido na regulacdo do balanco energético
e do peso corporal. Nos seres humanos, a ruptura deste ciclo circadiano por
meio da vida social, trabalho noturnos e consumo de grande quantidade de
gordura ao longo do dia tem levado a complicagbes metabdlicas, como DM2,
intolerancia a glicose, hiperlipemia, hipertensdo ou doencas cardiovasculares.
Um dos cronobioticos mais conhecidos e estudos € a melatonina, hormoénio
produzido pela glandula pineal que apresenta um papel principal no controle do
ciclo circadiano (DE LUIS, et al., 2020).

O efeito da melatonina € mediado por dois receptores de membrana,
incluindo o receptor de melatonina 1 (MT1, codificado por MTNR1A) e receptor
de melatonina 2 (MT2, codificado por MTNR1B). O MTNR1B €& expresso no
diencéfalo, retina humana, ilhotas pancredticas e células beta (LUIS, et al.,
2018). Além disso, evidéncias indicaram que a melatonina desempenha um
papel fundamental na regulacdo do tecido adiposo (lipogénese e lipdlise), a
participagdo no processo de escurecimento do tecido adiposo branco, a
ativacdo do tecido adiposo marrom tecido e a manutencao de um balango
energético (DE LUIS, et al., 2020).
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5.10.1 Estudos com MTNR1B rs10830963

Algumas das suas variantes genéticas dentro do MTNR1B foram
associadas a niveis mais altos de glicose ou ao aumento da prevaléncia de
diabetes mellitus e obesidade. O polimorfismo rs10830963 € a variante com a
associacao mais forte. Ele esta localizado no unico intron (11,5kb) de MTNR1B
(DE LUIS, et al., 2018).

Em estudo realizado por Goni et al. (2014), foi relatado que a variante
rs10830963 poderia estar relacionada com a perda de peso induzida por uma
restricdo calorica, este estudo foi feito utilizando a técnica de PCR real time. Os
mesmos autores detectaram uma relagdo dessa variante genética com a
resposta lipidica apés 2 anos de perda de peso dieta. Uma interagcéo
significativa foi detectada entre os gendtipos rs10830963 e a intervencéo
dietética com uma dieta hipocaldrica baseada no estilo mediterraneo na perda
de peso corporal e resisténcia a insulina também.

Em estudo randomizado de intervencao dietética de 9 meses realizado
por De Luis et al. (2020), foi observada uma relagdo entre a variante
rs10830963 do gene MTNR1B e alteragbes dos parametros de adiposidade,
perfil lipidico e da resisténcia a insulina. Mostrando-nos que o alelo G foi
associado a uma menor perda de peso, melhora no parametro de lipidios e
resisténcia a insulina secundaria a ambas as dietas hipocaldricas.

De Luis et al. (2018) observaram um efeito do polimorfismo rs10830963
localizado no gene MTNR1B, como modulador da perda de peso corporal e
alteracdes secundarias nos niveis basais de insulina e HOMA-IR (Avaliacao do
modelo homeostatico para resisténcia a insulina) em individuos obesos.
Também foi visto que o alelo T do rs10830963 foi associado a falta de resposta

da insulina em jejum e HOMA-IR apdés a perda de peso em ambos 0s sexos.

5.12 Testes de padronizacao das reagcdes

Inicialmente, foram realizados testes com quatro SNPs na mesma
temperatura de anelamento, visando a simultaneidade das reag¢des para um
diagnéstico mais rapido e econdmico. No entanto, ndo foi possivel obter
sucesso na realizagdo simultanea de todas as reac¢des. Diante disso, optou-se

pela padronizacao individual de cada reagéo.
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Para aperfeicoar as condi¢cdes experimentais, cada SNP foi testado
separadamente, permitindo ajustes nas concentragbes dos reagentes e dos
“primers”, garantindo a padronizacdo adequada das reacgdes. Foram iniciados

os testes dos “primers” do gene APOA2, polimorfismo rs3813627:

APOA2 rs3813627

10 ul Gotaq

0,5 ul do primer F+R+ Air

0,3 ul do primer Gif

2 ul de amostra

6,2 ul H20 milliQ

Temperatura anelamento: 62°C

Tamanho esperado dos fragmentos
G- 209bp

A- 464BP

Controle- 623bp

Figura 2. PCR APOA2 (rs3813627) temperatura de anelamento a 62°C “primers” R+F+Air+Gif.
Foto de Gel de agarose 1% apods eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reacao foram utilizadas 4 amostras
mais o branco (amostra sem DNA). A banda controle de 623 pb e a banda de 209 pb (alelo G)
ficaram bem concentrada, aparecendo em todas as amostras, e a banda de 464 pb (alelo A)
ficou bem mais fraca, aparecendo apenas em duas amostras.

ApoOs esse teste, como a banda controle e a banda menor ficaram
bastante concentradas, foi realizado novo teste mudando as concentra¢des do

“primers” e a temperatura de anelamento.
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APOA2 rs3813627

10 ul Gotag

0,4 ul do primer F+R

0,6 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

A- 464BP

Controle- 623bp

Figura 3. PCR APOA2 (rs3813627) temperatura de anelamento a 64°C “primers” R+F+Air+Gif.
Foto de Gel de agarose 1% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reagao foram utilizadas 4 amostras
mais o branco (amostra sem DNA). A banda controle de 623 pb e a banda de 209 pb (alelo G)
estdo aparecendo bem fortes na amostra 1,2 e 4, na amostra 3 estd bem mais fraca. A banda
de 464 pb (alelo A) esta aparecendo mais forte na amostra 2 e fraca na amostra 3.

Como as bandas na amostra 3 apresentaram intensidade reduzida, foi
realizado um novo teste com ajuste na concentracdo dos primers internos, o

que resultou na obtencdo do resultado final para esse polimorfismo.

APOA2 rs3813627

10 ul Gotag

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

A- 464BP

Controle- 623bp

Figura 4. PCR APOA2 (rs3813627) temperatura de anelamento a 64°C “primers” R+F+Air+Gif.
Foto de Gel de agarose 1% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reacéo 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 (gendtipo GC). Nas amostras 2 e 3 foram formadas as
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bandas de 464 pb (alelo A) e a banda controle de 623 bp (genétipo GC). Os diagnéstico de
cada amostra, estdo em vermelho na imagem a cima.

A testagem de padronizacdo do gene APOA2 do polimorfismo
rs3813627, pode ser observada nas figuras 2, 3 e 4. Observamos que algumas
bandas ndo se formaram na temperatura utilizada e nas concentragcées de
reagente utilizada no primeiro teste. Essa reacao foi projetada para amplificar
trés diferentes tamanhos de banda, onde o alelo G (209pb) o alelo A (464pb) e
a banda controle (623pb). Sendo assim, buscamos modificar a temperatura de
anelamento e a concentragdes dos “primers” para aa obtengcdo das bandas
desejadas nessa reacao. Na segunda tentativa, obtivemos sucesso neste
processo ao conseguir observar as trés bandas esperadas para essa reacao.

Apos iniciamos os testes com gene MC4R, polimorfismo rs11872992.

MC4R rs11872992

10 ul Gotaq

0,5 ul do primer F+R

0,8 ul do primer Tir + Gif

2 ul de amostra

5.4 ul H20 milliQ

Temperatura anelamento: 56°C

Tamanho esperado dos fragmentos
G- 632bp

T- 311bp

Controle- 900bp

Figura 5. PCR MC4R (rs11872992) temperatura de anelamento a 56°C “primers” R+F+Tir+Gif.
Foto de Gel de agarose 1% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reacdo foram utilizadas 4 amostras
mais o branco (amostra sem DNA). Somente apareceu a banda controle de 900 pb nesse
primeiro teste.

Apds foi realizado novo teste se diminuindo a temperatura de
anelamento dos “primers”.
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MC4R rs11872992

10 ul Gotag

0,5 ul dos primers F+R

0,8 ul dos primers Tir + Gif

2 ul de amostra

5,4 ul H20 milliQ

Temperatura anelamento: 54°C

Tamanho esperado dos fragmentos
G- 632bp

T- 311bp

Controle- 900bp

Figura 6. PCR MC4R (rs11872992) temperatura de anelamento a 54°C “primers” R+F+Tir+Gif.
Foto de Gel de agarose 1% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Podemos ver o aparecimento da banda
controle de 900 pb e da banda de 632 pb (alelo G), a banda de 311 pb (alelo T) ndo apareceu.

Foi realizado novo teste com mudancga dos ciclos no termociclar, onde
teve a criacdo de um ciclo especifico para esse polimorfismo, onde as
amostras foram colocadas a 95°C por 5 minutos, apds 10 ciclos de 95°C por 1
minutos, 602 por 1 minutos e 72°C por 1 minuto. Apos foram submetidas a mais
30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 562C por 1 minutos e 722C por 1 minuto e apos
um ultimo ciclo de 72°C por 5 minutos.

MC4R rs11872992

10 ul Gotaq

1 ul dos primers F+R

1 ul dos primers Tir + Gif
2 ul de amostra

4 ul H20 milliQ

Ciclo 60-56°C

Tamanho esperado dos fragmentos
G- 632bp

T- 311bp

Controle- 900bp

Figura 7. PCR MC4R (rs11872992) temperatura de anelamento a 60-56°C “primers”
R+F+Tir+Gif. Foto de Gel de agarose 1% ap6s eletroforese. Na coluna da esquerda temos o
marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reacao foram utilizadas
4 amostras mais o branco (amostra sem DNA). Somente apareceu a banda controle de 900 pb
e alguns borrées na amostra 1.
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Foi realizado novo teste com esse mesmo ciclo, mudando as
concentragdes dos “priemers", onde se obteve o resultado desejado.

MC4R rs11872992

10 ul Gotaq

1,5 ul dos primers F+R
1 ul do primers Tir

0,5 ul do primer Gif

2 ul de amostra

3,5 ul H20 milliQ

| Ciclo 60-56°C

Tamanho esperado dos fragmentos
G- 632bp

T- 311bp

| Controle- 900bp

Figura 8. PCR MC4R (rs11872992) temperatura de anelamento a 60-56°C “primers”
R+F+Tir+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 reacao foram utilizadas
4 amostras mais o branco (amostra sem DNA). Na amostra 1 foram formadas as bandas de
209 pb (alelo G), a banda de 311 pb (alelo T) e a banda controle de 900 pb (gendtipo GC). Nas
amostras 2 e 4 formadas as bandas de 632 pb (alelo G) e a banda controle de 900 pb
(gendtipo GC). Na amostra 3 ndo se formaram as bandas, provavelmente por degradacao do
DNA. Os diagnostico de cada amostra, estdo em vermelho na imagem a cima.

A padronizagdo do gene MC4R, polimorfismo rs11872992, pode ser
observado nas figuras 5, 6, 7 e 8. No primeiro teste realizado se observou
somente uma das trés bandas esperadas. Essa reacdo foi projetada para
amplificar trés diferentes tamanhos de banda, onde o alelo G (623pb) o alelo T
(311pb) e a banda controle (900pb). Com isso, foi realizado novo teste, onde se
mudou a temperatura de anelamento, somente observou-se a formacao de
duas das trés bandas esperadas. Devido a esse resultado, foi realizada a
montagem de um novo protocolo de PCR no termociclador para que os
“primers” conseguissem se ligarem da forma correta. No primeiro teste desse
ciclo ndo se obteve o resultado esperado, devido a isso, foi mudada a
concentragcao dos “primers”, onde nessa tentativa se obteve os trés tamanhos
de bandas esperados nessa reacgao.

Entdo, comegamos a testagem do polimorfismo rs10830963 do gene
MTNR1B, se iniciou os testes com a temperatura de anelamento em 60°C e 0,5

ul de cada um dos “primers”.
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MTNR1B rs10830963

=

10 ul Gotag
0,5 primers F, R, CIF e GIR

2 ul amostra

6 ul H20 milig
Temperatura anelamento
60°C

Gel 1%

Tamanho esperado de fragmentos
Controle = 667 BP

C =413 BP

G =302 BP

Figura 9. PCR MTNR1B (rs10830963) temperatura de anelamento a 60°C “primers”
R+F+Cif+Gir. Foto de Gel de agarose 1% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o
marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reacao foram utilizadas
5 amostras mais o branco (amostra sem DNA). Foram observadas as trés bandas esperadas.

ApoOs esse primeiro teste, viu-se que as bandas ficaram bastante
desalinhadas, mas apareceram todos os tamanhos de banda desejados, entédo
foi feito um novo teste mantendo a concentragcao dos “primers” utilizada e se

elevando a temperatura de anelamento em 62°C.

MTNR1B rs10830963

10 ul Gotag
0,5 primers F, R, CIF e GIR

2 ul amostra

6 ul H20 milig.
Temperatura anelamento
62°C

Gel 2%

Tamanho esperado de fragmentos
Controle = 667 BP

C =413 BP

G =302 BP

Figura 10. PCR MTNR1B (rs10830963) temperatura de anelamento a 62°C “primers”
R+F+Cif+Gir. Foto de Gel de agarose 2% apéds eletroforese. Na coluna da esquerda temos o
marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reagdo foram utilizadas
6 amostras mais o branco (amostra sem DNA). Foram observadas as trés bandas esperadas.
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Apds esse novo teste utilizando a temperatura de anelamento em 62°C e
o gel de agarose na concentracao de 2%, as bandas ficaram mais nitidas e do
tamanho esperado, mas ainda foi feito um novo teste utilizando a temperatura
de anelamento em 64°C, para obter-se uma diferenciagdo do gendétipo entre as

amostras.

10 ul Gotag

0,5 primers F, R, CIF e GIR

2 ul amostra

6 ul H20 milig

Temperatura anelamento 64°C
Gel 2%

Tamanho esperado de fragmentos
Controle = 667 BP

C =413 BP

G =302 BP

Figura 11. PCR MTNR1B (rs10830963) temperatura de anelamento a 64°C “primers”
R+F+Gir+Cif. Foto de Gel de agarose 2% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o
marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reacao foram utilizadas
6 amostras mais o branco (amostra sem DNA). Na amostra 1 foram formadas a banda de 413
pb (alelo C), a banda de 302 pb (alelo G) e a banda controle de 667 pb (gendtipo GC). Nas
amostras 2, 3, 5 e 6 foram formadas as bandas de 413 pb (alelo C) e a banda controle de 667
pb (gendtipo CC). Na amostra 4 se formou somente a banda 302 pb (genétipo GG). Os
diagnosticos de cada amostra estdo em vermelho na imagem a cima.

A testagem de padronizacdo do gene MTNR1B do polimorfismo
rs10830963, pode ser observada nas figuras 9, 10 e 11. Na primeira reagao
vimos que se formaram as trés bandas esperadas, mas ainda estavam
desalinhadas. Essa reacao foi projetada para amplificar trés diferentes
tamanhos de banda, onde o alelo G (302pb) o alelo A (413pb) e a banda
controle (667pb). Sendo assim, buscamos modificar a temperatura de
anelamento dos “primers” para a obtencdo das bandas desejadas nessa

reacao. Na segunda tentativa, obtivemos uma melhora na visdo das bandas
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esperadas, ja na terceira tentativa foi obtido o sucesso na padronizagao desse
polimorfismo, podendo assim conseguir fazer o diagnostico de cada amostra.
Apos foi dado o inicios aos testes do gene CYBA, polimorfismo rs4673

se utilizando a temperatura de anelamento de 62°C.:

10 ul Gotaq

2.2 ul pimersF e R

0,8 ul primer TIR

0,5 ul primer AIF

2 ul amostra

2,3 ul H20 milig

Temperatura anelamento 62°C
Gel 2%

Tamanho esperado de fragmentos:
Controle = 624 PB

A =401 PB

T=270PB

Figura 12. PCR CYBA (rs4673) temperatura de anelamento a 62°C “primers” R+F+Tir+Aif.
Foto de Gel de agarose 2% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reagao foram utilizadas 6 amostras
mais o branco (amostra sem DNA). As bandas de 401 pb (alelo A) e de 270 pb (alelo T) foram
visualizadas no gel, a banda controle de 624 pb apareceu fracamente.

ApOs esse primeiro teste, vimos que a banda controle pareceu
fracamente em algumas amostras e em outras nao foi possivel observa-la, ja
as bandas dos alelos “A” e “T” apareceram em quase todas as amostras, entao
foi reajustada a concentracdo dos “primers” e aumentada a temperatura de

anelamento.
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10 ul Gotaq

2ul primersFe R

0,5 ul primer TIR

0,2 ul primer AIF

2 ul amostra

3,3 ul H20O miliq

Temperatura anelamento 64°C
Gel 2%

Tamanho esperado de fragmentos:
Controle = 624 PB

A=401PB

T=270PB

Figura 13. PCR CYBA (rs4673) temperatura de anelamento a 64°C “primers” R+F+Tir+Aif.
Foto de Gel de agarose 2% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reagao foram utilizadas 6 amostras
mais o branco (amostra sem DNA). Foi possivel observar todos os tamanhos de bandas
esperadas.

No teste usando a temperatura de anelamento de 64°C podemos
observar todos os tamanhos de bandas esperados, mas ndo se obteve
diferenciacao entre as amostras para poder diferencias cada genaétipo, entao foi

feito um novo teste se elevando a temperatura.

10 ul Gotaq

2ul primers Fe R

0,2 ul primers TIR e AlF

2 ul amostra

3,6 ul H20 miliq

Temperatura anelamento 66°C
Gel 2%

Tamanho esperado de fragmentos:
Controle = 624 PB

A=401PB

T=270PB

Figura 14. PCR CYBA (rs4673) temperatura de anelamento a 66°C “primers” R+F+Tir+Aif.
Foto de Gel de agarose 2% apds eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reacdo foram utilizadas 6 amostras
mais o branco (amostra sem DNA). Foi possivel observar todos os tamanhos de bandas
esperadas.
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Neste novo teste se utilizando a temperatura de anelamento de 66°C
podemos observar todos os tamanhos de bandas esperados novamente, mas
nao se obteve diferenciagcdo entre as amostras para poder diferencias cada
gendtipo, entdo foi feito um novo teste se elevando a temperatura de

anelamento para 68°C.

10 ul Gotaq

2ul primers Fe R

0,2 ul primers TIR e AlF

2 ul amostra

3,6 ul H20 miliq

Temperatura anelamento 68°C
Gel 2%

Tamanho esperado de fragmentos:
Controle = 624 PB

A =401 PB

T=270PB

Figura 15. PCR CYBA (rs4673) temperatura de anelamento a 68°C “primers” R+F+Tir+Aif.
Foto de Gel de agarose 2% apos eletroforese. Na coluna da esquerda temos o marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Ludwig, USA). Nesta reagao foram utilizadas 6 amostras
mais o branco (amostra sem DNA). Nas amostras 1 e 7 foram formadas a banda de 270 pb
(alelo T), a banda controle de 624 pb (gendtipo TT). Nas amostras 3 e 6 foram formadas as
bandas de 401 pb (alelo A), a banda de 207 pb (alelo T) e a banda controle de 624 pb
(gendtipo AT). Na amostra 2 foram observadas a banda de 401 pb (alelo A) e a banda controle
de 624 pb (gendtipo AA). Na amostra 4 foram observadas as bandas de 270 pb (alelo T) e a
banda de 401 pb (alelo A), sendo gendtipo AT. Na amostra 5 foi observada somente a banda
de 270 pb (alelo T), sendo genétipo TT. Os diagnésticos de cada amostra estdo em vermelho
na imagem a

cima.

Podendo ser observada a padronizagdo do polimorfismo rs4673 do
gene CYBA nas figuras 12, 13, 14 e 15. Essa reacdo foi projetada para
amplificar trés diferentes tamanhos de banda, onde o alelo T (270pb) o alelo A
(401pb) e a banda controle (624 pb). Apds alguns testes, se obteve a
padronizagao deste polimorfismo se utilizando a temperatura de anelamento de
68°C foi obtida todas as bandas esperadas e foi possivel a diferenciagdo do
gendtipo de cada uma amostras. Com esse resultado, foi possivel fazer o

pedido de patente junto ao INPI.
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6. Discusséao

Neste estudo, apds a realizagdo de varias tentativas de padronizacao
dos polimorfismos por meio de rea¢des de PCRs contendo os polimorfismos de
nucleotideo unico rs3813627, rs11872992 e rs10830963 e rs4673 dos genes
APOA2, MC4R, MTNR1B e CYBA respectivamente, foram obtidos resultados
satisfatorios gerando assim a possibilidade de protecdo do método junto ao
INPl. A acuracia das reagbes foi conferida utilizando o método de
sequenciamento de Sanger, onde todas deram 100% de resultado satisfatério,
indo de acordo com o diagnostico encontrado em todos os PCR de
padronizacao dos polimorfismos citados a cima.

Para que possamos demonstrar o sucesso da padronizagdo 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 satisfatérios foram encaminhados para registro de patente, a fim de
garantir o direito intelectual e unico dos protocolos padronizados, como se
sucedeu nas reagbOes de genotipagem dos SNPs rs3813627, rs11872992,
rs10830963 e rs4673.

Nos ultimos cinco anos, o uso de tecnologias genéticas e gendmicas
em pesquisas e cuidados clinicos cresceram de forma acelerada. A
disponibilidade de grandes bases de dados genéticos/gendmicos, aliada a
analises imparciais de variantes em coortes com obesidade de inicio precoce,
possibilitou a identificacdo e a caracterizagcdo de variantes genéticas raras e
comuns associadas a obesidade. Nesse mesmo periodo, também se observou
um aumento na realizagcdo de testes voltados a obesidade monogénica, seja
em contextos clinicos, biobancos ou coortes familiares. No entanto, ainda é
necessario compreender melhor a relevancia clinica de variantes heterozigotas
e de significado incerto detectadas nesses testes (ZUCCARO et al., 2024).
Uma pesquisa recente, realizada por Roberts et al. (2023) com médicos que
utilizam testes genéticos para obesidade monogénica observou dificuldades na
interpretacao de relatdrios de testes genéticos em atendimento clinico.

A investigacao do perfil poligénico tem sido amplamente estudada por
pesquisadores e laboratdrios para aprofundar a compreensdao sobre a

influéncia genética na manifestacdo de fendtipos especificos e no
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desenvolvimento de diversas doencgas. Essa abordagem permite identificar um
grande numero de genes e variagdes genéticas em cada individuo, fornecendo
uma base solida para a personalizagcdo de tratamentos e estratégias de
prevencdo. Com essas informagdes, profissionais da saude podem
desenvolver abordagens mais precisas, promovendo uma melhora significativa
na qualidade de vida dos pacientes.

Na area da nutricdo, os testes poligénicos representam uma ferramenta
essencial para avaliar o metabolismo energético e a assimilagdo de nutrientes,
possibilitando interven¢gdes nutricionais mais eficazes, podendo fazer o
planejamento alimentar personalizado de acordo com o perfil genético de cada
paciente. Dessa forma, contribuem para a reducdo da obesidade e para a
promogéo da saude e do bem-estar de maneira personalizada e baseada em
evidéncias cientificas.

ApoOs a pesquisa em sites de venda de kits de genotipagem, verificou-se
que ainda nao ha kits especificos para a deteccdo de genes associados a
obesidade. Diante disso, o desenvolvimento de um kit voltado a avaliacao da
predisposicdo a obesidade e suas comorbidades torna-se altamente relevante.
Utilizando os polimorfismos padronizados neste estudo, esse kit podera facilitar
tanto o diagnostico quanto a prevengdo da obesidade e doengas a ela
relaciondas, cujo crescimento tem sido expressivo nos ultimos anos. Além
disso, a prevencédo por meio de testes genéticos € essencial para a saude
publica, contribuindo para a reducdo dos custos com o tratamento de doencas
cronicas.

Atualmente, os testes genéticos relacionados a obesidade ainda sao
pouco acessiveis no mercado, tornando sua implementacdo especialmente
relevante para a deteccdo precoce e o suporte ao tratamento médico e
nutricional. A genética ainda € uma area de acesso restrito, devido ao alto
custo e a disponibilidade limitada na rede publica. Diante desse cenario, é
fundamental impulsionar o crescimento e a expansado dessa area, adotando
técnicas mais acessiveis e viaveis para implementacdao por profissionais da
saude.

Este trabalho buscou desenvolver um kit diagndstico simples, eficiente
e de baixo custo, capaz de testar simultaneamente variagcdes genéticas

relevantes associadas a obesidade e suas comorbidades. A partir dessas
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informacdes, busca-se a criagao de um perfil poligénico individual, analisando a
combinagcdo dos gendtipos e sua influéncia na predisposicdo a essas
condicoes. Essa abordagem contribui para estratégias mais personalizadas de
prevencao e tratamento, promovendo uma melhor qualidade de vida para os
individuos.

O kit diagnostico segue em desenvolvimento, com a analise de
diferentes tecnologias para selecionar as mais eficientes e viaveis para
aplicacdo comercial, podendo assim ser utilizado por profissionais de saude,
proporcionando diagnoésticos mais precisos e aprimorando o cuidado com os

pacientes.
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7. Conclusao

Os polimorfismos padronizados neste estudo revelaram um grande
potencial para a criagdo de um kit diagndstico inovador, capaz de identificar
predisposicoes a obesidade e suas comorbidades de forma mais precisa. Além
disso, sua aplicacdo na analise do perfil genético permite mapear variantes
associadas a fenotipos ligados a obesidade, viabilizando abordagens
terapéuticas mais personalizadas e eficazes. Com isso, abre-se caminho para
estratégias de intervencdo mais assertivas, promovendo uma significativa
melhora na qualidade de vida dos pacientes. Notavelmente, este estudo
também resultou na concessdao de duas patentes para os polimorfismos
rs3813627 e rs11872992, dos genes APOA2 e MC4R, respectivamente, além
do pedido de patente para o polimorfismo rs10830963 e rs4673 do gene
MTNR1B e CYBA reforgando sua relevéncia cientifica e potencial de inovagéo

na medicina personalizada.
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ELETRONICO

Peticao 870240013996, de 20/02/2024, pag. 3/18

20/02/2024 as 15:53, Peticdo 870240013996



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 5

MARCELLO DE SOUZA ALVES
16253106767
Brasileira

Mestrando

Endereco residencial completo: Rua Gal. Osdrio 860, ap. 101, Centro

Pelotas

RS

96020-000
BRASIL

(21) 966 725565

alvesmarcello420@gmail.com

CLEDIA SILVEIRA FLORES DA SILVA
02802114069

Brasileira

Doutorando

Dr. Jodo Pessoa 361, ap 401, bl A, Centro
Pelotas

RS

96010-470

BRASIL

(53) 984 380360

clediajag@gmail.com

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 20/02/2024 as 15:53, Peticdo 870240013996

Peticao 870240013996, de 20/02/2024, pag. 4/18



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados

ALICE KU"'NZGEN SCHEER
03427409031

Brasileira

Estudante de Graduacédo

Rua Nilo Pecanha 120, ap 404, bl B
Pelotas

RS

96055-410

BRASIL

(53) 984 144150

alicekunzgen@gmail.com

Tipo Anexo

Resumo

Relatorio Descritivo

Reivindicacao

Procuracgéo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Desenho

Nome
RESUMO_MC4R992.pdf
RELATORIO.pdf
reinvidicacoesMC4R.pdf
PROCURACAO_DIGITAL.pdf
Comprovante.pdf

sequencias.pdf

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 20/02/2024 as 15:53, Peticdo 870240013996

Peticao 870240013996, de 20/02/2024, pag. 5/18



Sequéncias Bioldgicas

M Declaro que a informacéo contida na 'Listagem de Sequéncias' apresentada em formato eletrénico
esta limitada ao conteldo da matéria revelada pelas sequéncias de aminoacidos e/ou de
nucleotideos divulgadas no pedido de patente, conforme depositado

Tipos de Sequéncias Biol6gicas Nome

Listagem de Sequéncias Bioldgicas em formato

TXT sequencias.txt

Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaracéo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencgéo
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou nao se aplica.

Declaracdo de veracidade

[leecIaro, sob as penas da lei, que todas as informac¢des acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 20/02/2024 as 15:53, Peticdo 870240013996

Peticao 870240013996, de 20/02/2024, pag. 6/18



' ‘{::.?:}'g;v(?;o 870250021721
A DA PROPRIEDADE 19/03/2025

16:05
eveTmat LR

29409162333995625

Pedido nacional de Inveng&o, Modelo de Utilidade, Certificado de Adigdo de Invengéo e entrada na fase
nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2025 005302 0

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razéo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 92242080000100
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa

Enderego: Rua Gomes Carneiro, 01 - Ed. Delfim Mendes Silveira - Campus
Porto/Reitoria - 4° Andar - PRPPG
Cidade: Pelotas

Estado: RS
CEP: 96010-610
Pais: Brasil
Telefone: (53) 3284 4086
Fax:

Email: epitte@ufpel.edu.br

PETICIONAMENTO  Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 19/03/2025 as 16:05, Petigao 870250021721

Peti¢do 870250021721, de 19/03/2025, pag. 1/17



Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengéo (PI)

Titulo da Inveng&o ou Modelo de Método para genotipagem do polimorfismo rs10830963 do gene
Utilidade (54): MTNR1B

Resumo: A presente invengéo, a qual pertence ao setor técnico de

biotecnologia aplicada a genética e diagnéstico molecular, apresenta
um método caracterizado por usar quatro iniciadores
oligonucleotidicos sintéticos especificos para a amplificacao de
fragmentos de DNA que identificam o polimorfismo rs10830963 do
gene MTNR1B, através da reacdo em cadeia da enzima DNA
polimerase. O presente método é adequado para a identificagédo e
genotipagem dos alelos G ou C do polimorfismo rs10830963,
tornando possivel o reconhecimento de individuos com maior
predisposi¢do genética o desenvolvimento de obesidade, diabetes
mellitus, doengas cardiovasculares, desregulagéo no do tecido
adiposo, levando a alteragao do perfil lipidico. Diversos iniciadores
foram desenhados com ferramentas de bioinformatica e testados em
diferentes condi¢des de reagao até se alcangar uma condig¢ado 6tima
para o diagndstico da genotipagem do polimorfismo com uma unica
reagdo utilizando os oligonucleotideos selecionados. A invencao
podera contribuir para identificacdo das dos riscos de
desenvolvimento de doengas metabdlicas e obesidade nos
individuos e contribuir para uma melhor prevengéao e tratamento
dessas doengas.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Peti¢do 870250021721, de 19/03/2025, pag. 2/17

Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
19/03/2025 as 16:05, Peticdo 870250021721



Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3de 5

CARLOS CASTILHO DE BARROS
11053432860

Brasileira

Professor do ensino superior

Trav. um Rual Cel. Alberto Rosa n. 22
Pelotas

RS

96010-772

BRASIL

(53) 991 924081

barrosccpel@gmail.com

AMANDA BARBOSA ATRIB

02730607080

Brasileira

Doutorando

Rua Gonc,alvez Chaves 374, ap. 402, Centro
Pelotas

RS

96015-560

BRASIL

(51) 996 923361

amanda_b_atrib@hotmail.com

PETICIONAMENTO

< Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO

19/03/2025 as 16:05, Peticdo 870250021721

Peti¢do 870250021721, de 19/03/2025, pag. 3/17



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5de 5

CLEDIA SILVEIRA FLORES DA SILVA
02802114069

Brasileira

Doutorando

Dr. Joa~o0 Pessoa 361, ap 401, bl A, Centro
Pelotas

RS

96010-470

BRASIL

(53) 984 380360

clediajag@gmail.com

ALICE KUNZGEN SCHEER
03427409031

Brasileira

Mestrando

Rua Nilo Pec,anha 120, ap 404, bl B
Pelotas

RS

96055-410

BRASIL

(53) 984 144150

alicekunzgen@gmail.com

PETICIONAMENTO

< Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO

19/03/2025 as 16:05, Peticdo 870250021721

Peti¢do 870250021721, de 19/03/2025, pag. 4/17



Nome: NELSON LUIZ DE LIMA IAHNKE
CPF: 01184104077
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagado Fisica: Doutorando
Enderego: Rua Dr fernando ferrari 257, bloco 257 ap 402
Cidade: Pelotas
Estado: RS
CEP: 96085-357
Pais: BRASIL
Telefone: (53) 985 66920
Fax:

Email: movepelotas@gmail.com

Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
Comprovante de pagamento de GRU 200 Comprovante.pdf
Resumo Resumo_Corrigido.pdf
Relatério Descritivo Relatorio_Descritivo_Corrigido_.pdf
Reivindicacao Reivindicagdes.pdf
Desenho Desenhos.pdf

PETICIONAMENTO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 19/03/2025 as 16:05, Petigao 870250021721

Peti¢do 870250021721, de 19/03/2025, pag. 5/17



Sequéncias Biol6gicas

Izl Declaro que a informagao contida na 'Listagem de Sequéncias' apresentada em formato eletrénico
esta limitada ao conteudo da matéria revelada pelas sequéncias de aminoacidos e/ou de
nucleotideos divulgadas no pedido de patente, conforme depositado

Tipos de Sequéncias Biolégicas Nome

Listagem de Sequencll_a;TBlologlcas em formato Listagem de sequéncias de oligonucl.txt

Acesso ao Patrimonio Genético

[ZI Declaragcdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengéao
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaragado de veracidade

[Z[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO  Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
ELETRONICO 19/03/2025 as 16:05, Petigao 870250021721
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