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RESUMO

A obesidade € uma doenga de carater multifatorial com grande prevaléncia nacional
e mundial e tém apresentado aumento de casos nas Ultimas décadas. O IMC (indice
de Massa Corporal) € uma das formas mais usadas para classificagao de individuos
e identificacdo de casos da doenga (IMC>30kg/m?) (OMS, 2000a), apesar de suas
limitacdes. No contexto de populagdes miscigenadas, como a brasileira, a técnica de
mapeamento por miscigenagao se apresenta como uma alternativa promissora de
identificacdo de novas variantes genéticas relacionadas a fendtipos complexos,
como a obesidade, em relagdo aos estudos de associacao tradicionais. Nesta
conjuntura, Scliar et al. (2021) identificaram a variante rs114066381G>A associada
positivamente com o IMC em mulheres de ancestralidade africana. Como este
resultado foi obtido a partir de dados imputados, que apresentam grau de incerteza
inerente, este trabalho teve como objetivo avaliar a associagao de rs114066381 com
o IMC a partir da genotipagem de mulheres com obesidade em tratamento no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e no Hospital Santa
Casa Belo Horizonte. As coortes de Bambui e Pelotas do EPIGEN, analisadas em
Scliar et al. (2021), foram utilizadas para comparagdo. A partir de teste de
associacao exato de Fisher, replicamos o resultado de Scliar et al. (2021) utilizando
a coorte de Pelotas e as duas coortes do EPIGEN em conjunto com valores
significativos de RC (Raz&o de Chance) respectivos de 4,07 e 3,73. N&o foi possivel
replicar a associagdo na coorte de Bambui possivelmente por baixo tamanho
amostral. Dessa forma, a variante rs114066381 pode ser uma nova variante
fortemente relacionada a obesidade, sendo necessarios futuros estudos funcionais

que possam revelar seu possivel mecanismo funcional.

Palavras-chave: obesidade; mapeamento por miscigenagcao; populagdes

miscigenadas.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease with high national and global prevalence and there is
an increase in cases in recent decades. BMI (Body Mass Index) is one of the most used
ways to classify individuals and identify cases of the disease (BMI>30kg/m2) (WHO,
2000a), despite its limitations. In the context of mixed populations, such as Brazil, the
admixture mapping technique is a promising alternative for identifying new genetic
variants related to complex phenotypes, such as obesity, in comparison to traditional
association studies. In this circumstance, Scliar et al. (2021) identified the
rs114066381G>A variant positively associated with BMI in women of African
ancestry. As this result was obtained from imputed data, which presents a degree of
inherent uncertainty, this work aimed to evaluate the association of rs114066381 with
BMI based on genotyping of women with obesity and undergoing treatment at the
Hospital das Clinicas of the Federal University of Minas Gerais and at Hospital Santa
Casa Belo Horizonte. The EPIGEN Bambui and Pelotas cohorts, analyzed in Scliar et
al. (2021), were used for comparison. Using Fisher's exact association test, we
replicated the results of Scliar et al. (2021) using both the Pelotas cohort and the two
cohorts in conjunction as a control with respective significant OR values (Odds Ratio) of
4.07 and 3.73. It was not possible to replicate the association in the Bambui
cohort, possibly due to a low sample size. Thus, the rs114066381 variant could be a
new variant strongly related to obesity, requiring future functional studies that could

reveal its possible functional mechanism.

Keywords: obesity; admixture mapping; mixed populations.
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1. INTRODUGAO

A obesidade é uma doenca de carater multifatorial determinada por fatores
ambientais e genéticos (Mahmoud et al., 2022) caracterizada, de forma simplificada,
pelo acumulo excessivo de triglicerideos no tecido adiposo (O’Rahilly, 2009).

Segundo o Atlas Mundial da Obesidade de 2023, quase 1 bilhdo de pessoas,
no mundo, com idade acima de 5 anos tiveram obesidade em 2020 (Federacao
Mundial da Obesidade, 2023). Esse numero expressivo de casos € retrato de um
aumento consideravel de casos nas ultimas décadas (Ng et al., 2014).

Dentre as variaveis de medicdo de obesidade disponiveis, o indice de Massa
Corporal (IMC), medido em kg/m?, destaca-se pela sua praticidade clinica e baixo
custo, ideal para aplicagdo mundial e comparacao intra e interpopulacional. Segundo
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), individuos obesos apresentam IMC acima
de 30 kg/m?. Porém, esta variavel possui algumas limitagdes, como nao refletir a
distribuicdo de gordura corporal, importante fator de risco da obesidade (OMS,
2000a).

Os fatores genéticos possuem grande importancia para o estudo da doenca,
sendo que a herdabilidade da obesidade (por¢do da doenga atrelada a causas
genéticas) configura entre 40% e 70% (Stunkard et al., 1986; Wardle et al., 2008;
Malis et al., 2005; Moll et al., 1991; Rose et al. 1998). Os estudos que buscam
identificar as variantes genéticas relacionadas a obesidade apresentaram grande
avango apos os estudos de GWAS (GWAS, da sigla em inglés para Genome Wide
Association Study), técnica que permitiu a identificacdo de expressivo numero de
novas variantes genéticas relacionadas a fendtipos complexos comuns (como a
obesidade) (Loos & Yeo, 2022).

Porém, a maior parte da herdabilidade do IMC ainda nao teve seus
mecanismos genéticos descobertos, ja que somente 1,45% de 40-70% da
herdabilidade dessa variavel € conhecido geneticamente (Waalen, 2014).

Além disso, a maioria destes estudos de associagdo € realizada em
populagdes europeias ou asiaticas (Loos & Yeo, 2022), o que pode-se conduzir a
descoberta de variantes comuns relacionadas a doengas nessas populagdes e, no

entanto, raras em outras populagdes, ou a casos em que a mesma variante genética
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possui tamanhos do efeito (Odds Ratio ou razao de chance, em portugués, ou )
diferentes em populagdes distintas. Dessa forma, o estudo de variantes especificas
de populagdes subrepresentadas nos estudos de associagdo € alvo de grande
importancia neste campo de pesquisa.

Nesse contexto, o mapeamento por miscigenagcdo emerge como uma
importante alternativa aos estudos de associagao tradicionais, pois busca identificar
regidbes gendmicas de ancestralidades definidas associadas a fen6tipos complexos
(inclusive doengas) (Winkler et al., 2010).

Aplicando-se esse método, Scliar et al. (2021) identificou 6 SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms ou Polimorfismos de Nucleotideo Unico, em portugués)
candidatos a associagdo com o IMC, sendo o SNP rs114066381 (G > A - alelo
selvagem > alelo variante) o de maior tamanho de efeito e com efeito especifico em
mulheres miscigenadas. Porém, esse resultado foi calculado a partir de dados
imputados (inferidos por ferramentas computacionais a partir de dados de
genotipagem usando padrbes haplotipicos em populagées de referéncia), o que
pode adicionar incertezas a associagao.

A replicagdo dessa descoberta em novos estudos com dados genotipados
poderia avaliar o enviesamento dessa associagao, providenciar respaldo estatistico
ou até mesmo melhorar a estimativa de tamanho de efeito (Kraft et al., 2009).

Dessa forma, por meio deste trabalho, teve-se como objetivo investigar a
associagao de rs114066381 com o IMC descoberta por Scliar et al. (2021) por meio
de dados genotipados em outra coorte independente; nesse caso, com fendtipos
extremos (mulheres com obesidade mérbida).

Para isso, genotipamos por PCR (da sigla em inglés para Reagdo em Cadeia
da Polimerase) em tempo real amostras de 234 pacientes com obesidade em
tratamento no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e
comparamos a frequéncia alélica do alelo A do rs114066381 com dados das coortes
de Bambui e Pelotas do EPIGEN, coortes estudadas por Scliar et al. (2021). Dessa
forma, buscamos contribuir para a discussédo do papel desse SNP na obesidade na

populagao miscigenada brasileira.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obesidade

A obesidade é caracterizada, de forma simplificada, como uma acumulacgao
anormal de triglicérides nas células adiposas (O’Rahilly, 2009). Essa acumulagao se
origina de um desbalango positivo persistente entre a absor¢do de energia e 0 seu
dispéndio pelo organismo (Figura 1) (O’Rahilly, 2009; Filho, 2016).

Nos dois lados dessa equagcao estdo presentes fatores intrinsecos e
extrinsecos ao organismo, como sensacbes de saciedade, apetite, oferta de
alimento, taxa metabdlica basal e oportunidade de exercicio fisico (O’Rahilly, 2009).
Outros fatores que influenciam esse diagndstico sdo sedentarismo, alteragdes
hormonais, aumento do consumo de calorias, mudangas psicocomportamentais e

fatores genéticos (Filho, 2016).

Figura 1 - Fatores relacionados com a obesidade

Variavel complexa:
Atividade fisica

Influéncias extrinsecas:

Variaveis complexas:
Humor
Apetite hed6nico
Predilecao a atividades
prazerosas alternativas

Varidveis extrinsecas:
Disponibilidade de
alimentos
Palatabilidade
Tamanho da porgao
Custo do alimento
Publicidade dos alimentos

Variaveis intrinsecas:

Saciedade
Apetite

Ganho de energia

Variaveis do ambiente de
necessidade e
oportunidade de
atividade fisica em
momentos de lazer,
trabalho e doméstico

Influéncia intrinseca:
Impulso biolégico para
0 movimento

Variaveis intrinsecas:
Taxa metabdlica basal
Termogénese induzida
pela dieta
Eficiéncia energética da
atividade fisica

Gasto de energia //

Fonte: Adaptado de O’Rahilly et al. (2009).

O relevante impacto desse grave problema de saude publica se demonstra

pela sua predominéncia, mundial e nacional, pelos custos despendidos em seu
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enfrentamento e por apresentar risco de desenvolvimento de outras doengas, como
doengas cardiovasculares, diabetes/insuficiéncia renal (em associagdo ao
sobrepeso) ou canceres relacionados a obesidade (Flegal et al., 2007). Esse
problema €& especialmente importante para os paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos, em que o gasto em servigos publicos de saude tende a ser
menor.

De acordo com a colaboragdo NCD Risk Factor (2016), a prevaléncia de
individuos com obesidade em todo o mundo aumentou no periodo de 1975 para
2014 de 3,2% para 10,8% em homens e 6,4% para 14,9% em mulheres.
Infelizmente, essa tendéncia se mantém para os préximos anos. Segundo o Atlas
Mundial da Obesidade de 2023, 988 milhdes de pessoas tiveram obesidade em
2020 mundialmente e, de acordo com uma estimativa de aumento de casos nos
proximos anos, 1,25 bilhdo de pessoas devem apresentar a doenga em 2035 e, em
2040, 1,91 bilhdo devem ser classificadas neste quadro (Federagdo Mundial da
Obesidade, 2023).

Em termos globais, o Brasil se situa na primeira metade dos paises com
maior prevaléncia de obesidade, situando-se na 942 posicdo considerando-se
somente o publico masculino e 862 posi¢gao considerando-se unicamente o publico
feminino (Abarca-Gémez et al., 2017). Além disso, no contexto brasileiro, 26,4% das
mulheres adultas e 19,2% dos homens adultos se enquadraram no quadro de
obesidade no ano de 2016 (Abarca-Gémez et al., 2017).

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude de 2019 (PNS-2019), 60,3%
(IC95=58,2%-62,40%) da populagéo brasileira apresentaram excesso de peso (IMC
entre 25 kg/m? e 30 kg/m?), enquanto 25,90% (ICq5=22,50%-29,30%) apresentaram
obesidade neste ano (IMC>30kg/m?). Diferengas significativas foram observadas de
acordo com o sexo biolégico do individuo, sendo mais prevalente nas mulheres
(29,50%, 1C45=25,10%-34,00%) que nos homens (21,80%, 1Cy5=18,60%-25,00%).
Essa discrepancia também foi observada em relagao a etnia, sendo a populagao
negra mais suscetivel a obesidade, com porcentagem de individuos obesos de
30,90% (1Cg5=22,00%-39,90%). Enquanto isso, a porcentagem de individuos
brancos obesos foi de 27,00% (1Cy5=23,40%-30,60%) e de individuos pardos foi de
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23,80% (1Cg5=19,90%-27,70%) (Ministério da Saude & Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, 2019).

Segundo previsdes para 2020-2030, serdo gastos, pelo Sistema Unico de
Saude (SUS), cerca de R$ 4,2 bilhdes de reais em custos diretos e R$ 45,5 bilhdes
com custos indiretos (perda de vida produtiva por mortalidade precoce) com as
doengas crénicas nao transmissiveis causadas pelo excesso de peso, caso a
prevaléncia da obesidade na sociedade brasileira se tornar estavel no periodo
(Giannichi, 2023).

As estratégias de prevengao e tratamento da obesidade obedecem uma
avaliacao especifica de cada paciente e vao desde modificacdes de dieta e insergao
de exercicio fisico na rotina até a cirurgia bariatrica nos casos mais graves,
passando por propostas farmacolégicas como analogos a proteina GLP1, agonistas
do receptor MC4R e administracdo de hormdnios, como ocitocina e horménio do
crescimento (Faccioli et al., 2023).

Nas ultimas décadas, tém-se observado um aumento de casos de obesidade
no mundo. Essa tendéncia esta relacionada, em parte, com a presencga de fatores
obesogénicos (aumentam o risco de desenvolvimento da obesidade), como maior
oferta e consumo de alimentos caléricos (Drewnowski et al., 2004), menor tempo
dedicado a atividade fisica (Church et al., 2011), tempo de tela (Fang et al., 2019) e
até nivel socioecondmico (Zukiewicz-Sobczak et al., 2014).

Apesar disso, fatores genéticos desempenham um papel importante nesse
contexto e muitas variantes relacionadas a fendtipos da obesidade foram
identificadas até o momento por estudos genémicos de associagao. Porém, grande
parte da variacdo de fendtipos complexos da obesidade ainda ndo teve suas
contrapartes genéticas elucidadas, evidenciando-se um campo de descoberta de
novas variantes genéticas relacionadas a obesidade (Jung et al., 2023).

Dentre os numerosos métodos de avaliagdo de obesidade, destacam-se os
antropomeétricos, que incluem o indice de Massa Corporal (IMC ou BMI, da sigla em
inglés para Body Mass Index), a circunferéncia da cintura e a razdo cintura-quadril
(WHR, da sigla em inglés para Waist:Hip Ratio). Definido pela equagao (1), o IMC é

uma medida util de obesidade e facilmente empregada, pois depende apenas da
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medi¢gdo do peso do individuo (m) e de sua altura (h) (medigbes ja solidamente

aplicadas na rotina clinica), sendo expresso em kg/m? (OMS, 2000a).

IMC = % (1)

A partir do valor obtido pela expressdao acima (1), € possivel classificar
individuos em 5 classes (Tabela 1). A partir de 30 kg/m? os individuos com
obesidade e alta propensao a comorbidades podem ser identificados e intervengdes

podem ser aplicadas individualmente (OMS, 2000a).

Tabela 1 - Classificacao de individuos adultos de acordo com o IMC

Classificacao IMC Risco de comorbidades
Abaixo do peso <18,50 Baixo
Peso ideal 18,50 - 24,99 Mediano
Sobrepeso 25,00 - 29,99 Aumentado
Obesidade classe | 30,00 - 34,99 Moderado
Obesidade classe I 35,00 - 39,99 Grave
Obesidade classe I >= 40,00 Muito grave

Fonte: OMS (2000a).

A variavel IMC possui algumas limitagdes, como a variacdo da relagao
IMC-gordura corporal por populagdo ou composiCdo e propor¢gao corporais, que
podem alterar a faixa de valores considerada saudavel (OMS, 2000a). Diferentes
populacgdes possuem diferentes composi¢cdes corporais de massas magra e gorda e,
consequentemente, podem nao se adequar da melhor forma a classificagdo
proposta pela OMS (Swinburn et al., 1996; OMS, 2000b).

Porém, apesar de suas limitacbes, a variavel IMC oferece facilidade de
aplicagdo na pratica clinica e, portanto, permite a comparagado intra e
inter-populacional de forma mais simplificada que outras técnicas mais custosas e
complexas. No contexto do presente estudo, como o IMC é bastante utilizado em

estudos genéticos sobre a obesidade, o uso dessa variavel permitiu a comparagao
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de resultados com outros coortes e uma melhor compreensao das diferencas na

arquitetura genética desta doenca entre populagdes.

2.2. Arquitetura genética da obesidade

Alguns estudos que consideraram variaveis antropomeétricas da obesidade
indicaram alta herdabilidade desse fenoétipo, configurando entre o intervalo de
40-70% (Stunkard et al., 1986; Wardle et al., 2008; Malis et al., 2005; Moll et al.,
1991; Rose et al. 1998). A genética da obesidade envolve as formas monogénica
sindrébmica, a monogénica nao-sindrémica e a poligénica.

A forma monogénica sindrémica da obesidade possui prevaléncia rara e
apresenta sintomas frequentes como deficiéncia intelectual, caracteristicas
dismorficas além de anomalias de certos 6rgaos além da obesidade em si, que
comumente se apresenta na infancia (Pigeyre et al., 2016). Segundo Kaur et al.
(2017), até novembro de 2016, foram descritas 79 sindromes associadas a
obesidade pela literatura sendo a obesidade um dos principais sintomas em 69,6%
deles e, em 22 delas ainda ndo foram identificadas regides cromossémicas ou
gene(s) relacionado(s). Os sintomas de cada sindrome, assim como o tipo de
heranca, os provaveis genes causais ou regides cromossémicas envolvidas, caso
elucidados, estao relacionados nos Anexos A e B.

Os genes envolvidos na forma monogénica nédo sindrdmica da obesidade
participam da via de sinalizagdo da leptina de controle do apetite ou sao importantes
para o desenvolvimento e plasticidade sinaptica dos neurdnios envolvidos nessa via,
como os genes LEP, LEPR, PCSK1, POMC, MC4R, SIM1, NTRK2, BDNF, SH2B1,
MRAP2, KSR2 e ADCY3 (Anexo C). Outras vias relacionadas com a obesidade s&o
a via da insulina e outras adipocinas além da leptina, como a lipocalina 2, o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), a resistina, a interleucina 6 (IL-6) e adiponectina (Kojta
et al., 2020), via do hormdnio do crescimento (Hjelholt ef al., 2020), a via do sistema
endocanabinoide (Vasincu et al., 2023) e a via da adiponectina (Ghoshal &
Bhattacharyya, 2015).



24

No caso da obesidade poligénica, os estudos de busca por genes candidatos
nos anos 90 levaram a descoberta de centenas de possiveis genes relacionados
com obesidade; porém, somente variantes de seis genes (ADRB3, BDNF, CNR1,
MC4R, PCSK1, PPARG), sendo alguns deles envolvidos na via da leptina,
apresentaram associagao reprodutivel (Loos; Yeo, 2021). Por outro lado, no caso de
estudos de ligacdo génica, poucos loci tiveram sua associagao replicada; porém,
ainda nao tiveram o gene causal identificado (Rankinen et al., 2006; Loos & Yeo,
2021).

Quanto aos GWAS, até 2021, foram identificados 3940 SNPs associados com
fendtipos relacionados com obesidade distribuidos por 1139 /oci. Porém, nem todos
passaram por estudos funcionais (Loos & Yeo, 2021). Uma das primeiras regides
cromossémicas associadas ao IMC identificados por GWAS foi a regido 16912.2,
onde esta localizado o gene FTO (Fat Mass and Obesity-associated) e mais cinco
genes (FTS, RPGRIP1L, IRX3, IRX5 e IRX6). As variantes dessa regiao fortemente
associadas a obesidade se concentram no primeiro intron do gene FTO. A variante
do SNP rs9939609, por exemplo, chega a corresponder a aproximadamente 1% da
variancia do IMC (Frayling et al., 2007).

Estudos com camundongos sugerem que o gene FTO esta diretamente
relacionado com a obesidade, pois camundongos transgénicos com superexpressao
de FTO apresentaram aumento do peso e gordura corporais. Por outro lado,
individuos deficientes do gene apresentaram fenétipo magro (Church et al., 2010;
Fischer et al., 2009). Em humanos, Karra et al. (2013) demonstrou que o genétipo do
SNP rs9939609 influencia a resposta neuronal ao hormdnio acil grelina em regides
cerebrais importantes para regulagdo do apetite, mecanismo de recompensa e
motivacgao.

Outro possivel mecanismo, também descoberto em camundongos, é a
regulacdo da transcricao do primeiro gene upstream a FTO, RPGRIP1L, através do
sitio regulatorio AATAAATA presente no primeiro intron do gene FTO. A variante
rs8050136, presente nesse possivel acentuador, diminui a afinidade a isoforma P110
do fator de transcrigdo CUX1, resultando em menor expressdao de ambos, menor
trafego do receptor de leptina para o cilio e, consequentemente, menor sensibilidade

a leptina (Stratigopoulos et al., 2010).
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Além disso, outro estudo indica que a porgao intrébnica do gene FTO pode
influenciar na expressdo do gene IRX3 em humanos e este ultimo pode estar
relacionado com o efeito da obesidade observado no locus, dado que camundongos
alterados geneticamente deficientes do gene IRX3 apresentaram perda de gordura
corporal e escurecimento do tecido adiposo branco (Smemo et al., 2014). Nesse
contexto, o estudo da variante rs1421085 na regiao intrénica do gene FTO revelou a
presengca de um sitio conservado de ligagcao do repressor transcricional ARID5B.
Individuos portadores do alelo de risco que altera o motif apresentaram expressao
duplicada dos genes IRX3 e IRX5, diferenciacdo de pré-adipdcitos em tecido
adiposo branco e maior armazenamento lipidico (Claussnitzer et al., 2015). Em
estudo mais completo, Sobreira et al. (2021) demonstram pleiotropismo e
heterogeneidade alélica dessa regido cromossémica através de sua interagdo com
os genes IRX3 e IRXS.

Apods esses estudos iniciais sobre o gene FTO, poucos loci relacionados a
obesidade identificados por GWAS foram verificados por estudos funcionais, como
1) downstream ao gene TMEM18; 2) upstream a CADM1; 3) dentro do gene CADM?2
e 4) upstream ao gene NEGR1.

O gene TMEM18, nunca antes associado a obesidade, teve sua
superexpressao no hipotalamo relacionada a perda de peso e seu nocaute
relacionado ao ganho de peso em camundongos (Larder et al., 2017).

Os genes CADM1 e CADMZ2 codificam proteinas envolvidas na adeséao celular
em regides sinapticas (Biederer et al., 2002). Rathjen et al. (2017) demonstraram,
em modelo animal, que a expressdao aumentada de CADM1 de 2-3 vezes no
hipotalamo levou a obesidade através do menor consumo de energia. Ademais,
camundongos obesos deficientes do gene CADMZ2 tiveram menor adiposidade,
glicose sistémica reduzida e maior sensibilidade a leptina (Yan et al., 2018).

Por fim, o gene NEGR1 possui a mesma fungao que os dois genes anteriores
e seu aumento da expressao por dele¢cdes de ~10kb e ~45 kb no locus upstream
(alteracdes relacionadas a obesidade) sugerem sitio conservado de interagdo com o
repressor transcricional NKX6.1 (Willer et al., 2008; Wheeler et al., 2013).

Outras variantes do tipo CNV (Copy Number Variants) associadas com IMC

sdo a delecdo de ~21 kb upstream a GPRCSB (Speliotes et al., 2010), envolvido na
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inflamacéao do tecido adiposo (Kim et al., 2012); no gene PPYR1, também chamado
de NPY4R (Jarick et al., 2010), receptor 1 de polipeptideos pancreaticos conhecido
por inibir o consumo de alimentos, e o CNV multialélico que envolve AMY1A, gene
da a-amilase (Falchi et al., 2014).

Estudos de sequenciamento de exomas e varredura de exomas permitem
identificar variantes raras (MAF < 1%) ou de baixa frequéncia (MAF: 1-5 %). Em um
dos maiores estudos da area, no caso, com um pouco mais de 640.000 individuos
do Reino Unido, Estados Unidos e México, foram identificados variantes raras n&o
sinbnimas (algumas com efeito protetivo) associadas ao IMC em 16 genes, sendo
que 2 deles ja eram reconhecidos por sua atuagdo na forma monogénica da
obesidade (MC4R e PCSK1) e 5 deles codificantes de receptores acoplados a
proteina G expressos no cérebro (CALCR, GIPR, GPR151, GPR75 e MC4R) (Akbari
et al., 2021).

Nesse interim, Kaisinger et al. (2023) identificaram variantes raras associadas
a obesidade especificas por sexo bioléogico e idade apds estudos de
sequenciamento genémico de exomas com aproximadamente 420.000 individuos.
Segundo esse estudo, variantes raras em 5 genes foram associadas ao IMC em
mulheres (DIDO1, KIAA1109, MC4R, PTPRG e SLC12A5) e em 2 genes estavam
associadas ao IMC em homens (MC4R e SLTM), sendo que estudos anteriores
indicaram variantes do gene SLTM relacionadas com IMC em mulheres. Através de
evidéncias de estudos anteriores em modelos animais, Kaisinger et al. (2023)
propde que o gene DIDO1 seja importante para a renovagao das células neuronais

do hipotalamo através de sua fungao anti-apoptética.

2.3. Ancestralidade, sexo e obesidade

Diferencas de prevaléncia de obesidade na populagédo adulta de acordo com
0 sexo biolégico ja sdo conhecidas em varios paises (Abarca-Gémez et al., 2017,
Jaacks et al., 2019). Dentre eles, encontra-se o Brasil, em que a porcentagem de
mulheres com obesidade sobressaiu em aproximadamente 35% a porcentagem de
homens com obesidade em 2019 (Ministério da Saude & Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica, 2019).
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Homens e mulheres apresentam diferengas na distribuicdo da gordura
corporal: enquanto homens apresentam tendéncia central de distribuicdo do tecido
adiposo (distribuigdo central/androide), na regido abdominal, as mulheres possuem
tendéncia periférica de distribuichio da gordura corporal (distribuicdo
periférica/ginoide), principalmente em bragos, perna e quadris (Figura 2). Mulheres
também demonstram maior porcentagem de massa gorda total em comparagdo com
homens (Garaulet et al., 2000; Krotkiewski et al.,1983).

Figura 2 - Diferengas de composigao corporal, habitos alimentares e expressao de

receptores de hormoénios sexuais entre géneros

Hormadnios sexuais
(estrogénio, progesterona e androgénio)

Maior expressdo Maior gordura
Distribuigdo de receptores de totsal |
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indice de gordura indice de carboidratos

Fonte: Adaptado de Muscogiuri et al. (2023).

Essas diferengas podem estar relacionadas aos hormdnios sexuais ja que os
receptores desses hormdnios sao expressos diferencialmente por tipo de tecido
adiposo: receptores de estrogénio e progesterona sdo mais expressos no tecido
adiposo subcutaneo que no tecido adiposo visceral e neste ultimo, os receptores de
testosterona s&o mais expressos (Chang et al., 2018).

Em mulheres, niveis altos de estrogénio estdo associados com a regulagao

negativa da expressao dos receptores de testosterona no tecido adiposo
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subcutaneo, resultando em uma maior tendéncia a acumulo de gordura nessa regiao
(Richelsen, 1986; Pedersen et al., 2004). Outros fatores incluem a associacao de
maior concentragéo de leptina em mulheres (aproximadamente 4x) e maior tamanho
celular dos adipocitos e maior tamanho de gordura subcutanea (Garaulet et al.,
2000).

Kroll et al. (2020) resume trabalhos que indicam caracteristicas cerebrais
relacionadas a obesidade distintas entre os sexos, como funcionais, estruturais e
quimicas no sistema de recompensa.

Outros fatores correlacionados a maior incidéncia da obesidade no publico
feminino sao questbes socioculturais, como desestimulo a atividade fisica pelo
matrimonio, cultura ou religido (Lemamsha et al., 2019; Benjamin & Donnelly, 2013),
percepcdo de estresse e comportamento alimentar associado ao estresse (Udo et
al., 2014), desigualdade de género (Wells et al., 2012), estado civil e sociabilidade
(Hosseini et al., 2020).

Quanto a relagéo obesidade e ancestralidade, considerando-se os dois sexos,
a prevaléncia da obesidade em individuos adultos foi maior em afroamericanos que
em individuos brancos em 2003-2004 (Ogden et al.,, 2006). Outros estudos
demonstraram maior gordura visceral abdominal e menor gordura subcutanea em
individuos brancos que negros independentemente do género (Katzmarzyk et al.,
2009; Carroll et al.,2008).

2.4. Mapeamento por miscigenagao (Admixture-Mapping)

2.4.1. Estrutura genética das populagoes

Desde que a espécie humana moderna se originou ha aproximadamente
200.000 anos na Africa subsaariana e se espalhou pelo mundo ha 70.000 anos atras
(Veeramah & Hammer, 2014), as populagdes de cada continente se tornaram
distintas geneticamente devido a distancia geografica (Rosenberg, 2002).

Com o processo de colonizagdo das Américas, houve um fluxo génico entre
essas populagdes humanas que, devido ao crossover, levou a formagao de

mosaicos de ancestralidade na populagdo miscigenada, ou seja, a populagao
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miscigenada é portadora de cromossomos formados por segmentos ancestrais das
populagdes parentais. Ademais, esses segmentos de ancestralidade diminuem de
comprimento de acordo com o avango das geragdes da populacdo miscigenada,

conforme a Figura 3 (Winkler et al., 2010).

Figura 3 - Encurtamento dos segmentos cromossémicos de ancestralidade com o
decorrer das geracgdes da populagdo miscigenada. No esquema, os tons de verde

correspondem as ancestralidades de duas populagdes parentais distintas
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Fonte: Winkler et al. (2010).

frequéncias muito diferentes nas populagbes parentais sendo, algumas delas,
relacionadas ao risco a doencgas. Entretanto, apesar da problematica ser conhecida,
a populacao europeia € super-representada nos estudos de associacdo de doencas
e variantes genéticas (Martin et al., 2019).

Portanto, técnicas que possam descobrir variantes relacionadas a fenétipos
de interesse em populagbes n&o europeias e principalmente miscigenadas,
formadas pela troca génica entre duas ou mais populagdes, sdo necessarias. O
mapeamento por miscigenagao € uma técnica de associagao de regides gendmicas

relacionadas a ancestralidade com fendtipos de estudo em populagdes



30
miscigenadas como o Brasil, cujo arcabougo genético teve a contribuicdo de trés

populagdes parentais: europeia, africana e nativa.

24.2. O método de mapeamento por miscigenagao (Admixture Mapping)

A técnica de Admixture Mapping, também conhecido como “mapeamento por
miscigenacdo em desequilibrio de ligacdo” (mapping by admixture linkage
disequilibrium, do termo em inglés), € um método de mapeamento de genes em
populag¢des miscigenadas que busca identificar regides genémicas relacionadas com
doengas ou fendtipos de interesse que possuem, localmente, maior propor¢céo de
ancestralidade por parte de alguma das populagdes parentais (Winkler et al., 2010).

O uso de caracteristicas genéticas populacionais, como por exemplo o
desequilibrio de ligagédo (linkage disequilibrium (LD), do termo em inglés), para
localizagdo de genes relacionados a doengas ou tragos fenotipicos especificos ou
mais prevalentes em certas populagdes humanas remonta ao estudo de Rife (1954)
e Chakraborty & Weiss (1988). Porém, somente nos anos 90 comegaram a surgir
estudos reportando métodos estatisticos avancados baseados na associacéo entre
marcadores alélicos e tragos fenotipicos como estratégia de descoberta de genes
herdados em conjunto (Briscoe et al., (1994); McKeigue, 1997; Stephens et
al.,1994).

Os marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) sdo marcadores
moleculares com frequéncias alélicas distintas em populag¢des diferentes. Apesar de
diferentes tipos de marcadores poderem ser aplicados, os mais comumente usados
sdo os SNPs por sua quantidade e boa distribuicao pelo genoma e facil genotipagem
(Winkler et al., 2010).

O termo mapeamento por miscigenagao (admixture mapping) foi criado por
McKeigue (1998), no qual se propds a associagao entre fendétipos de interesse e a
ancestralidade local cromossomal, utilizando como variavel associada a
ancestralidade o numero de copias alélicas herdadas de uma determinada
ancestralidade (0, 1 ou 2) em cada regido do genoma, variavel aplicada atualmente

em muitos estudos de associacgao.
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Além da adequabilidade para estudo de variantes genéticas em populag¢des
miscigenadas, o mapeamento por miscigenagao oferece menor penalizagdo e maior
poder estatisticos ao manusear informa¢dées de segmentos cromossémicos de
ancestralidade ao invés de SNPs, aplicado em estudos gendémicos de associagao
(Suarez-Pajes et al., 2021).

Existem dois tipos de testes estatisticos no contexto do mapeamento por
miscigenagao: os testes de caso-controle e os de caso. O primeiro consiste na
comparacao da ancestralidade de pequenos trechos cromossOmicos entre os
genomas dos individuos do grupo controle e individuos do grupo caso para a
identificacdo de trechos em que essa ancestralidade é significativamente diferente.
Na segunda situacdo, em que analisa-se somente 0 genoma de individuos que
apresentam o fendtipo de interesse, essas regides sao descobertas pela
comparagao da ancestralidade de cada trecho do genoma com a média de cada
ancestralidade por todo o genoma.

Ao se utilizar somente casos, algumas suposigdes sao feitas, como a de que
nao ha diferenca sistematica de ancestralidade entre caso e controles, ndo existem
efeitos inesperados devido a segmentagédo populacional e que o controle contribui
somente com ruido para o calculo das frequéncias alélicas das populacdes
ancestrais. Por esse motivo, o teste caso-controle se apresenta como uma opgao
mais robusta, ja que ndo requer suposigdes (Shriner, 2013).

A principal suposi¢cdo do mapeamento por miscigenagao € a de que o alelo
relacionado ao fendtipo de interesse possui frequéncias significativamente distintas
nas populacdes parentais da populacdo miscigenada em estudo, sendo que a maior
frequéncia ocorre na populacdo parental em que o fendtipo alterado manifesta-se
em maior grau. Dessa maneira, ao analisarem-se regides genémicas de individuos
que apresentam o fendtipo alterado, aquelas que apresentam maior proporcéo de
ancestralidade da populacdo associada a esse fendtipo sédo fortes candidatas a

regides associadas a esse fenotipo (Figura 4c) (Zhu et al., 2008).
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Figura 4 Esquema representativo do processo de miscigenagao a nivel
cromossOmico (a e b) e do mapeamento por miscigenagcao em estudos do tipo
caso-controle (c). Cada cor representa a ancestralidade de uma populagao parental
distinta. Em (c) a direita: grafico da ancestralidade estimada da populagéo parental 1
(azul) por posicao cromossdmica. Em (c), a esquerda: comparagao entre os
segmentos de ancestralidade da regido em amarelo nos grupos caso e controle.
Repare que a ancestralidade representada pela cor azul € substancialmente mais
presente nessa regido no grupo caso em relagao ao grupo controle, sendo uma forte

candidata a associagao com o fendtipo em estudo
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Fonte: Soares-Souza et al. (2018).

A partir de dados de genotipagem/imputagdo de um grupo de individuos, é
possivel inferir a ancestralidade de por¢coes do cromossomo de cada individuo da
populagdo miscigenada testada comparando sua frequéncia alélica com a das

populagdes parentais (Winkler et al., 2010).
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Em seguida, regides de ancestralidade pronunciada na populagdo de estudo
tém sua associagdo com o fendtipo de interesse testada por métodos estatisticos
equivalentes entre si. Sdo eles o Z score, LOD score ou modelos de regressao
(Winkler et al., 2010; Cardena, 2018).

O Z score pode ser calculado segundo a Equagado 2 para estudos do tipo
caso-controle e segundo a Equacgao 3 para estudos do tipo caso. Nessas equacgdes,
p(t) corresponde a proporgdo esperada de certa ancestralidade em um Jocus t do
cromossomo, p(unl) corresponde a proporcdo da mesma ancestralidade em um
locus nao ligado ao locus candidato no grupo de casos, 0 a variancia associada a
estimativa de propor¢ao de ancestralidade. Os indices d e ¢ indicam grupos casos e
controle, respectivamente. (Zhu et al., 2008). Os intervalos de significancia dessa
estatistica sdo <-4,06 ou >4,06 com valor de significancia correspondente de 5x107°
(Cheng et al., 2009).

0,0, ) ~(p () (unD)
20 = o (O—P_ (D) (2)

p,(O)—p (unl)
a(p,(0) (3)

Z(t) =

Outra estatistica importante € o LOD score (do termo em inglés Logarithm of

the Odds score), definido como o log,, da razdo entre a probabilidade dos dados

considerando-se que o locus esta associado ao fendtipo de estudo e a mesma

probabilidade considerando-se nenhuma relacdo entre o fendtipo e os dados

(Equagao 4). O intervalo de significAncia dessa estatistica compreende valores

maiores que 2 apos corregao por repeticdo de testes por todo o genoma (Patterson
et al., 2004).

P(dados|caso) (4)
10 P(dados|controle)

LOD = log
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Por ultimo, a anadlise de regressdo permite investigar a contribuicdo de
possiveis fatores contribuidores para o efeito observado, como sexo, idade e nivel
socioecondémico.

Uma vez definidas as regides cromossémicas candidatas a associagao ao
fendtipo de interesse, é realizada nova analise a fim de identificar, dentre as diversas
variantes presentes nessa regido, a variante causal, ou seja, a variante
possivelmente responsavel pelo efeito pronunciado da regido. Para isso, é realizado
o processo denominado de mapeamento fino (fine-mapping) (Cardena, 2018).

De modo a executar o mapeamento fino, é necessario grande densidade de
SNPs nas regides cromossdmicas analisadas e, muito comumente, faz-se
necessario realizar a imputagdo desses dados, ou seja, a inferéncia computacional
do gendtipo de variantes com base no padrao de desequilibrio de ligacdo dessas
variantes na populagao(ées) parental(is) (Howie et al., 2011). Para isso, séo
utilizados bancos de dados de variantes por todo o genoma, sendo os publicos mais
conhecidos oS bancos dos projetos 1000 Genomes
(https://www.internationalgenome.org/), International HapMap (https://www.genome.
gov/ 10001688/international-hapmap-project) e Trans-Omics for Precision Medicine
(TOPMed) (https://topmed.nhlbi.nih.gov/). As ferramentas computacionais também
sdo indispensaveis para realizar a inferéncia de SNPs com base nos bancos de
dados acima e, dentre elas, o IMPUTEZ2 se destaca pela sua precisao e capacidade
de reunir informacdes de varios painéis de referéncia (Howie et al., 2009).

Vaérias ferramentas computacionais podem ser utilizadas para analisar a
associacao entre os SNPs da regido candidata e o fenétipo de estudo. Essas podem
fornecer métricas de associagao como valor-p e nivel de LD com o SNP associado
ou, em caso de métodos bayesianos, probabilidades posteriores de causalidade de
cada SNP (Spain & Barrett, 2015; Cardena, 2018).

2.4.3. A variante rs114066381 com efeito especifico no IMC em mulheres

de ancestralidade africana
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Nesse contexto de busca de variantes genéticas relacionadas a fenétipos de
interesse em populagdes miscigenadas, Scliar et al. (2021) identificaram 6 SNPs
candidatos a associagcao com o IMC em trés coortes brasileiras (Salvador, Bambui e
Pelotas) formadas por individuos de diferentes idades (criangas, idoso e adultos,

respectivamente) (Figura 5).

Figura 5 - Grafico de barras de ancestralidade individual continental de cada coorte
do EPIGEN (a esquerda) e histograma do IMC ajustado por sexo e idade de acordo
com guia da OMS por coorte (a direita)
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Fonte: Scliar et al. (2021).

Dentre esses, destacou-se o SNP rs114066381 (G>A), que apresentou
grande tamanho de efeito, relagdo especifica em mulheres e esta associado
negativamente com a ancestralidade europeia (Figuras 6 e 7). Identificado através
de dados imputados na coorte de Pelotas, esse SNP demonstrou forte efeito com
B=3,99 + 0,84 kg/m? por alelo (95% CI: 2,32-5,65) e valor p = 2,76x10-°.
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Figura 6 - Grafico Manhattan dos resultados de mapeamento por miscigenacado em
mulheres da coorte de Pelotas para a ancestralidade europeia. Observou-se, através
da analise de regresséo linear, que a ancestralidade europeia estava negativamente
relacionada ao IMC na regiao cromossdmica 13912.3 de ~119 kb de tamanho, com
contribuicéo de -0,95 unidades de IMC para cada copia de ancestralidade
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Fonte: Scliar et al. (2021).

Figura 7 - Grafico dos resultados de mapeamento fino da regido cromossdmica
13q12.3 para a ancestralidade europeia em mulheres feito pelo programa
LocusZoom. O desequilibrio de ligagao entre o SNP rs114066381 e seus vizinhos
esta representado pelos valores de r* esquematizados por cores (canto superior a

direita) de acordo com dados da populagao africana do projeto 1000 Genomes
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Fonte: Scliar et al. (2021).
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Essa associacdo foi replicada em outras coortes como a coorte de dados
genotipados do projeto SABE (Sao Paulo), seja unicamente ou em conjunto com a
coorte de Bambui do EPIGEN (Tabela 2). Também foi possivel replicar esse
resultado em coortes de populagbes miscigenadas em conjunto (Pelotas, Bambui,
Sdo Paulo, Salvador e Porto Rico), com tamanho de efeito de 1,74 kg/m? e
ICy=(0,61-2,88) e em coortes de populagdes africanas em conjunto com populacoes
miscigenadas (além das ja mencionadas, Soweto, Nigéria, Camardes, Sudao,
Etidpia, Quénia, Tanzania e Botsuana), com tamanho de efeito mais modesto porém
ainda significativo de 0,59 e 1Cy=(0,01-1,18). As coortes de cidades como Bambui,
Salvador, Porto Rico, Soweto e as populagdes dos paises africanos previamente

mencionados em conjunto ndo replicaram a associagao (Scliar et al., 2021).

Tabela 2 - Associacao de rs114066381-A com o IMC em mulheres ndo aparentadas

de Pelotas e replicacdes em outras coortes de mulheres nao aparentadas

e N ke CTOEE gy
Pelotas 1795 23 3,99 2,76e-06 -
Bambui 516 60-93 2,93 0,26 39%
Bambui (aparentadas
usando matriz de 821 60-93 2,64 0,25 53%
parentesco)
Séo Paulo 651 59-99 3,34 3,26e-03 89%
Bambui+Sao Paulo 1173 59-99 3,55 1,91e-04 99%
Salvador 664 4-11 -0,24 0,53 9%
Porto Rico 1082 21-89 1,30 0,50 13%
Populagdes africanas 1103 17-97 -0,57 0,47 9%
Soweto 859 39-60 2,39 0,75 69%

Fonte: Adaptado de Scliar et al. (2021).
Como a relagdo do SNP rs114066381G>A com fendtipos relacionados a

obesidade (no caso, aumento de IMC) em mulheres heterozigotas ndo aparentadas
e com alta ancestralidade africana nao tinha sido observada em estudos anteriores a

Scliar et al. (2021), novos estudos que busquem investigar a frequéncia dessa
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variante em mulheres com obesidade sido necessarios para investigar sua
associacdo. Além disso, realizar esses estudos com dados genotipados pode

aumentar a validade dessa analise e incentivar futuros estudos funcionais.

2.5. Descricao das coortes

A coorte principal desse estudo, com a qual os estudos de genotipagem
foram realizados, é formada por mulheres de 18 a 70 anos em tratamento nutricional
por obesidade extrema pela Equipe para o Tratamento Nutricional da Obesidade
(ETNO) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
e pelo Hospital Santa Casa de Belo Horizonte (BH). Essas pacientes apresentam
indicacdo de cirurgia bariatrica e sdo acompanhadas no pré e pos operatorio por
variaveis como peso corporal, composi¢cao corporal (massa gorda e massa magra) e
presenca de comorbidades.

As coortes analisadas por Scliar et al. (2021) pertencem ao projeto
EPIGEN-Brasil, que buscou explorar a relagdo de variantes da populagédo
miscigenada brasileira com fendtipos complexos e, para isso, realizou-se a
genotipagem de 6487 individuos e o sequenciamento de 30 individuos de trés
cidades brasileiras: Salvador, Bambui e Pelotas (https://epigen.grude.ufmg.br/).

O projeto SABE (Saude, Bem-estar e Envelhecimento) € um estudo
longitudinal multi-coorte realizado em 7 centros urbanos da América Latina e Caribe
para investigar a saude de idosos nessas regides. No Brasil, idosos de 60 a 64 anos
da cidade de Sao Paulo participaram da coleta de dados em trés momentos
distintos, 2000, 2006 e 2010, nos quais dados de questionarios / antropométricos e

sangue foram coletados (Lebrao et al., 2018).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a associagdo entre a variante genética rs114066381G>A e a
obesidade em mulheres brasileiras com ancestralidade africana reportada em Scliar
et al. (2021).
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3.2 Objetivos Especificos

1) Extrair DNA de amostras de saliva de pacientes mulheres com obesidade

extrema do HC e da Santa Casa.

2) Genotipar DNA de pacientes com obesidade extrema para o rs114066381 por

PCR em tempo real.

3) Calcular a frequéncia genotipica de individuos G/A e A/A para o rs114066381
na coorte de BH (mulheres com obesidade em tratamento) e a frequéncia alélica do

alelo selvagem G e o alelo A nas coortes de estudo.

4) Realizar teste exato de Fisher a partir da frequéncia alélica de mulheres com
obesidade em tratamento da coorte de BH e mulheres de IMC < 25 kg/m? das
coortes de Bambui e Pelotas do EPIGEN.

5) Explorar possiveis vias de sinalizagdo e mecanismos moleculares envolvidos
na associagao entre a variante rs114066381 e a obesidade, utilizando abordagens

bioinformaticas.

4. METODOLOGIA

4.1. Comité de Etica e Desenho Experimental

Foram cedidas 343 amostras bioldgicas pela Prof? Dr? Jacqueline Isaura
Alvarez Leite, chefe do Laboratério de Aterosclerose e Bioquimica Nutricional
(LABIN) do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de
Minas Gerais. Essas amostras foram coletadas por um projeto desenvolvido pela Pf?
Jacqueline com aprovacdo do Comité de Etica pela Plataforma Brasil sob o CAAE
75415317.8.1001.5149. Os pacientes, em sua maioria mulheres com obesidade,
foram convidadas a participar e assinar o Termo de Consentimento. Os critérios de
inclusdo foram realizacdo de cirurgia bariatrica Roux-en-Y em bypass gastrico no
Hospital das Clinicas da UFMG do Sistema Unico de Saude. Os critérios de
exclusao foram o surgimento de doencgas metabdlicas/inflamatérias ou alteragdes

importantes de habitos alimentares e de ingestdo do suplemento avaliado no estudo,
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consumo diario do produto de intervengdo menor que 80% por mais de 2 dias por

semana.

4.2. Coleta de Células Bucais

As amostras foram coletadas das pacientes por swab bucal de forma
padronizada (raspagem por 2 minutos). Apos a raspagem, a ponta de algodao dos
swabs foi cortada e colocada em um microtubo de 1,5 mL de solugao conservante
TE (Tris-EDTA) [17 mM Tris/HCI (pH 8,0), 50 mM NaCl e 7 mM EDTA diluido em
66% de etanol] e a solugao foi congelada a -8 °C até o momento da extragcdo do
DNA.

4.3. Extracao e Quantificagdo de Amostras de DNA

A extragdo do DNA gendmico a partir das células bucais coletadas em swab
(228 amostras) foi realizada com o kit comercial Puregene de acordo com as
instrucbes do fabricante (Qiagen) (Anexo D) ou de acordo com protocolo
padronizado pelo laboratério da Prof? Jacqueline Alvarez Leite por sua equipe (117
amostras) (Anexo E). O DNA genbmico foi quantificado no Nanodrop, utilizando 1-2
ML de DNA, observando-se as razbes de absorbancia 260nm/280nm e

260nm/230nm e a solugao de eluicdo adequada.

44. Genotipagem

A genotipagem do SNP rs114066381 foi realizada por PCR em tempo real, com
o kit customizado TagMan SNP Genotyping Assay (ID ANXHCNC, Thermo Fisher) e
termociclador CFX Opus 96, da Bio-Rad. O Reaction Mix utilizado foi o iTaq
Universal Probes Reaction Mix, da Bio-Rad. Todos os ensaios foram realizados em
placa de 96 pogos, com volume final de reagédo de 10 uL, sendo 3 ng de DNA (no
minimo) em volume de 1,5 uL, 5 yL de Reaction Mix e 0,5 pyL da solugéo

sonda/primers especificos para os alelos estudados e 3 yL de H,O. Para algumas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs4244285
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amostras, conforme a disponibilidade de DNA, volumes menores que 1,5 uL de DNA
diluido foram adicionados obedecendo-se sempre a quantidade minima proposta
pelo fabricante de DNA de 3 ng para a reacgdo. As condigdes de termociclagem

utilizadas seguiram as recomendagdes do fabricante (Tabela 3).

Tabela 3 - Condi¢des de PCR utilizadas para a genotipagem dos individuos referente
ao SNP rs114066381

Amplificagéo (40 ciclos)

Ativagédo da Taqg DNA

, . Anelamento/
Polimerase Desnaturagéo

Extensao
95 °C -3 min 95°C-15s 60°C-30s
Fonte: Protocolo iTaq Universal Probes One-Step Kit, da Bio-Rad.

A sequéncia dos primers e sondas utilizados neste trabalho, obtidos no kit
customizado TagMan SNP Genotyping Assay (ID ANXHCNC, Thermo Fisher) é
apresentada na Tabela 4. A concentracao de primers e sondas no volume de reagao
foi de 1,8 uM e 400 nM, respectivamente, conforme proposto pelo fabricante. Foi

utilizado o quencher NFQ e as sondas VIC e FAM.

Tabela 4 - Sequéncia 5’-3’ dos primers e das sondas do kit customizado TagMan
SNP Genotyping Assay (ID ANXHCNC)

Elemento Sequéncia 5'-3'
Primer direto TGTTTTGTTTTTCAGAGTCAAGAAAACCTT
Primer reverso CACTCCAAATTTTTCTCATGGAAATGTACT
Sonda 1 - VIC (G) TTTGCAGCGTTTATCA
Sonda 2 - FAM (A) TTTGCAGCATTTATCA

Fonte: TagMan SNP Genotyping Assay (ID ANXHCNC, Thermo Fisher).

4.5. Teste estatistico

O teste Z foi aplicado para comparagao entre frequéncias genotipicas de

mulheres com obesidade de gendtipo G/A para o rs114066381 e o teste exato de
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Fisher (comando “fisher.test” pela linguagem R) para anadlise da associacao entre
obesidade-frequéncia alélica do rs114066381-G>A.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Em mulheres, apos genotipagem e filtragem de duplicatas/triplicatas, 224
amostras apresentaram genétipo G/G e 10 amostras apresentaram o gendtipo G/A,
0 que corresponde a 95,73% e 4,27% do total de amostras unicas, respectivamente.
Nao foram identificadas mulheres homozigotas do alelo A nessa coorte (Graficos 1 e
2).

Grafico 1 - Fluorescéncia das sondas VIC (eixo x) e FAM (eixo y) das amostras de
DNA de mulheres com obesidade amplificadas em RFUs (Relative Fluorescence
Units ou Unidades de Fluorescéncia Relativa, em portugués). As mulheres
identificadas como homozigotas para o alelo selvagem do rs114066381 (G/G) estao

representadas pelos pontos azuis e heterozigotas (G/A) pelos pontos em laranja
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 2 - Porcentagem de amostras de mulheres com obesidade da coorte de BH
por gendtipo do rs114066381
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se comparar a propor¢do de individuos heterozigotos para o
rs114066381 no publico feminino com obesidade (IMC>30 kg/m?) com as coortes de
Bambui e Pelotas do projeto EPIGEN através do teste Z de comparagao de
proporcdes, de modo a avaliar-se se sao equivalentes. Nesse caso, observa-se que
os tamanhos amostrais das coortes do EPIGEN sdo menores que o tamanho
amostral da coorte de BH e a frequéncia genotipica de heterozigotos da coorte de
BH apresenta valor bem proximo a mesma frequéncia na coorte de Bambui do
EPIGEN e menor em comparacao a coorte de Pelotas do EPIGEN ou as duas
coortes em conjunto. N&o foram identificados individuos homozigotos do alelo A do
rs114066381 nas coortes do EPIGEN (Tabela 5).

Tabela 5 - Tamanho amostral (N) e frequéncia genotipica de heterozigotos do
rs11406681 no publico feminino com obesidade das coortes de BH e do EPIGEN

(Bambui e Pelotas)

Frequéncia Genotipica Ne° de
Coorte(s) N (GIA) individuos G/A
BH 234 0,0427 10

EPIGEN - Bambui 97 0,0412 4



EPIGEN - Pelotas 167 0,0719

EPIGEN - Bambui+Pelotas 264 0,0606

12

16
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para avaliar a diferenca das proporgdes de individuos heterozigotos para o

rs114066381 entre as coortes em termos de significancia estatistica, utilizou-se o

teste estatistico Z e ndo foi observado diferenca estatisticamente significativa em

todas as comparagdes par a par das frequéncias genotipicas (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de estatistica de teste Z e valor p associado (valor de significancia

de 0,05 e teste bicaudal aplicados)

Coortes comparadas Estatistica de teste Z Valor p
BH X EPIGEN - Bambui 1,81e-31 1
BH X EPIGEN - Pelotas 1,0817 0,2983
BH X EPIGEN - Bambui+Pelotas 0,4802 0,4883

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em outra analise, buscou-se comparar a frequéncia alélica do alelo A do SNP

rs114066381 entre mulheres com obesidade da coorte de BH e mulheres sem
sobrepeso ou obesidade (IMC < 25kg/m?) das coortes do EPIGEN (Bambui e

Pelotas) por teste exato de Fisher. Nessa investigagao, observou-se que a coorte de

BH apresentou maior frequéncia do alelo A em relagdao as coortes do EPIGEN

(2,14% em vista a 0,53% e 0,85%) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Numero de alelos total (2N), por alelo e frequéncia do alelo A das coortes

em estudo (somente mulheres)

Coorte(s) 2N NUmeroge alelos Numero de alelos A I;rsc;lrjr;c'i;
BH 468 458 10 0,0214
EPIGEN - Bambui 474 470 4 0,0084
EPIGEN - Pelotas 2624 2610 14 0,0053
EPIGEN - 3098 3080 18 0,0058

Bambui+Pelotas

Fonte: Elaborado pelo autor.

Através do teste de associacdo exato de Fisher, foi possivel observar
associagao significativa entre o alelo alterado rs114066381-A com obesidade tendo
a coorte de Pelotas como controle, com razdo de chance de 4,07; e nas coortes de
Bambui e de Pelotas em conjunto como controle, com razdo de chance de 3,73
(Tabela 8).

Tabela 8 - Valores de razdo de chance (RC) do teste exato de Fisher e valor p

associado (somente mulheres)

Coortes comparadas RC (I1Cg5) Valor p
. 2,56
BH X EPIGEN - Bambui (0,73-11,28) 0,1137
4,07
BH X EPIGEN - Pelotas (1,61-9,92) 0,0015
BH X EPIGEN - Bambui+Pelotas 3,73 0,0020
(1,53-8,59) ’

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esses achados reforcam a importancia de um tamanho amostral consideravel
para a avaliagao consistente de associagao entre o alelo rs114066381-A e fenoétipos
relacionados a obesidade em individuos do sexo feminino. N&do foi possivel
investigar neste estudo a contribuicdo do fator ancestralidade devido a falta de
dados de ancestralidade na coorte de Belo Horizonte, seja autodeclarada seja

estimada a partir de dados genéticos.
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Porém, este SNP é conhecidamente mais prevalente em populagdes
africanas. Segundo dados do projeto 1000 Genomes, a frequéncia do alelo alterado
para o SNP rs114066381 é 3,03%, 0,4% e 0,3% para as populagdes gerais africana,
europeia e americana, respectivamente. Dados do banco de dados The Genome
Aggregation Database (gnomAD) indicam frequéncias de 2,52%, 1,15% e 1,06%
para as mesmas populagdes nessa ordem.

Além disso, a principal variavel utilizada para classificar individuos neste
estudo em individuos sem obesidade/sobrepeso e com obesidade, o IMC, ndo ¢ a
mais apropriada para identificacdo de casos de risco, sendo superada por outras
aferigdes antropométricas, como a razado cintura-quadril. Porém, a coorte de
mulheres com obesidade e em tratamento compreende casos graves da doencga
com previsao de cirurgia bariatrica e, por esse motivo, acredita-se que individuos
com fendtipos bem contrastantes foram incluidos no estudo, o que, por conseguinte,
amenizou as limitagdes da variavel empregada.

Ademais, fatores ambientais ndo foram controlados (Nicolaidis, 2019), o que
pode ter gerado uma incerteza no tamanho de efeito observado da variante
rs114066381.

O SNP rs114066381 estd numa regiao intergénica do cromossomo 13
(13912.3) e esta a uma distancia de ~4,3 kb do acentuador mais proximo,
E1664176. Especifica de primatas (n&o observada em outros vertebrados), a regido
do entorno dessa variante € rica em acentuadores e o proprio rs114066381 esta
dentro da sequéncia de ligagao de 6 fatores de transcricdo (POUSF1, MPHOSPHS,
ZNF549, ZNF280A, ZBTB7B e ZNF143), 1 histona metil-transferases (SETDB1) e 1
proteina auxiliadora de complexos de repressao transcricional (TRIMZ28), indicando
uma possivel fungcdo regulatéria de genes préximos (Figuras 8 e 9; Kent et al,,
2002).

O gene SETDB1 codifica uma metil-transferase da lisina 9 da histona 3 e esta
envolvida na repressao transcricional de varios genes através da compactagao da
cromatina (Markouli et al., 2021). A proteina SETDB1 é ativa em varias fung¢des
celulares, incluindo meiose e mitose em odcitos de camundongos (Eymery et al.,
2016), participagcao no controle do desenvolvimento do sistema nervoso (Tan et al.,

2012) e inibicdo da adipogénese (Musri et al., 2010). Nesse ultimo caso, a proteina
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SETDB1 reprime a expressao do gene cebpa (importante para a diferenciagcao de
adipdcitos) através dimetilagao da lisina 9 da histona 3 na regido correspondente ao
seu promotor em pré-adipdcitos (Musri et al., 2010).

No estudo de Bond et al (2021) observou-se que camundongos transgénicos
fémeas nao portadores do gene TRIM28 apresentaram, em relagdo ao tipo
selvagem, maior porcentagem de gordura corporal em dieta regular ou com alto teor
de gordura. Além disso, em individuos ndo portadores do gene TRIMZ28, alguns
genes apresentaram expressao alterada, como no caso do gene KLF14 (expressao
drasticamente diminuida), anteriormente associado ao efeito especifico do sexo
biolégico no metabolismo de lipideos em adipécitos (Small et al., 2018).

Esse gene codifica uma proteina com fungdo correpressora transcricional
através do auxilio ao recrutamento de proteinas modificadoras de histonas (incluindo
a SETDB1) e interage com proteinas da familia KRAB-ZFP (Kriippel-associated box
containing zinc finger proteins, da sigla em inglés, ou proteinas dedo de zinco com
dominio box de associagdo com Krippel, em tradugdo ao portugués) (Sun et al.,
2019), uma extensa familia de fatores de transcrigdo em mamiferos.

O gene OCT4 (octamer-binding transcription factor 4, da sigla em inglés, ou
fator de transcricdo com ligacdo a sequéncias octdmeras 4, em tradugdo ao
portugués), também denominado POUSF1 (POU domain, class 5, transcription factor
1, da sigla em inglés, ou fator de transcricdo 1 e classe 5 com dominio POU),
codifica uma proteina importante para a estabilidade do estado indiferenciado de
células tronco pluripotentes em embrides de mamiferos (Nichols et al., 1998). De
acordo com estudo de Xie et al. (2016) com camundongos, alteracées da microbiota
do intestino grosso estédo relacionadas com estados inflamatorios e alteracdes de
expressao génica em oocitos (entre elas, aumento da expressao do POUSF1) que
podem interferir em seu desenvolvimento.

A proteina codificada pelo gene MPHOSPHS8 (M-phase phosphoprotein 8, da
sigla em inglés, ou fosfoproteina 8 da fase M), também denominado MPP8, compde,
em conjunto com proteinas de outros genes, o complexo HUSH (Human Silencing
Hub, da sigla em inglés, ou Centro de Silenciamento Humano), um complexo
proteico que reconhece, se liga a regides gendmicas ricas em trimetilagao da lisina 9

da histona H3 e auxilia no recrutamento de proteinas modificadoras de histonas
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(dentre elas, a SETDB1) de modo a conservar o silenciamento génico dessas
regides (Tchasovnikarova et al., 2015).

Até o momento, ndo foram encontrados artigos em que ha associagao entre
os fatores de transcricdo ZNF549, ZNF280A, ZNF143 e ZBTB7B e obesidade.
Porém, esses fatores de transcricao, também chamados de proteinas dedo de zinco
(Zinc finger proteins, do termo em inglés), apresentam papel importante na
diferenciagdo de células tronco mesenquimais em adipécitos no tecido adiposo
branco e no metabolismo de lipideos pela regulacdo das vias de sinalizagéo
Wnt/B-catenina, TGF-B/BMP/Smad e dos fatores de transcrigdo PPARYy (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma, do termo em inglés) e C/EBPs
(CCAAT/enhancerbinding proteins, do termo em inglés) (Li et al., 2023).

Portanto, essas informagbdes, em conjunto, parecem indicar que o SNP
rs114066381 pode alterar a ligagcdo de fatores de transcrigdo relacionados a
obesidade através de uma possivel fungao repressora transcricional. No entanto,

sdo necessarios mais estudos para melhor elucidagdo deste mecanismo.



Figura 8 - Visualizagdo de dados genémicos, regulatérios e populacionais pelo
Genome Browser. E possivel observar a posicdo do SNP rs114066381 (quadro
vermelho), os acentuadores mais proximos (quadro verde) e a analise de

conservagao em vertebrados (quadro roxo)
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Figura 9 - Visualizagao de regides regulatérias do ReMap, banco de dados de

regides regulatorias de transcri¢cao a partir de dados ChlP-seq,ChIP-exo e DAP-seq
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Portanto, sdo necessarios estudos funcionais que avaliem a funcao
regulatéria in vitro usando técnicas como RNA-seq para revelar o padrdo de
expressdo génica em linhagens celulares nas quais os fatores de transcrigao
mencionados anteriormente interagem nesta regido. Dessa maneira, espera-se
revelar, se existente, o mecanismo funcional alterado por rs114066381-A.

A associagao especifica por sexo biolégico e ancestralidade africana pode
estar envolvida com o gendtipo “poupador” em mulheres de ancestralidade africana.
Segundo essa teoria, primeiramente proposta pelo geneticista James V. Neel, a
maior propensdo ao desenvolvimento da obesidade em alguns individuos esta
relacionada ao gendtipo “poupador’ responsavel pelo acumulo de gordura em
contextos de abundéancia de alimentos visando maiores chances de sobrevivéncia
em situagdes de privagao de alimentos (Neel, 1962; Neel, 1982; O'dea, 1995). Para
explicar o exorbitante aumento de casos de obesidade e diabetes no século
passado, Neel (1982) propds também que o gendtipo “poupador” fosse responsavel
por uma resisténcia a insulina seletiva relacionada a lipdlise e, portanto, promotora
de acumulagédo de gordura. Desse modo, a maior propenséo ao estoque de energia
em mulheres pode ser uma estratégia de garantia de energia para fatores que
requerem bastante demanda energética e de importancia para a sobrevivéncia da

especie, como a lactagao e a gravidez.

6. CONCLUSOES

Através dos ensaios de genotipagem de rs114066381G>A de pacientes com
obesidade em tratamento no HC-UFMG e uso das coortes do EPIGEN como
controle, foi possivel comprovar a maior prevaléncia dessa variante nas pacientes
em comparagao com mulheres de IMC abaixo do normal ou normal. Nao foi possivel
verificar a equivaléncia da frequéncia genotipica de heterozigotos entre as coortes
de pacientes e as coortes do EPIGEN devido ao baixo tamanho amostral das
ultimas. Por teste exato de Fisher, observou-se que alelo A do SNP rs114066381,
primeiramente identificado por Scliar et al. (2021), pode estar associado a
obesidade. Porém, a falta de grupos controle para ancestralidade das pacientes,
baixo controle sobre fatores ambientais e a falta de individuos homens com

obesidade em tratamento impedem uma andlise mais aprofundada sobre a
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contribuicdo desses fatores para o efeito observado. O efeito especifico de acordo

com o sexo bioldgico do SNP rs114066381 pode estar relacionado ao efeito do
genotipo poupador em mulheres. Entretanto, estudos futuros que possam revelar,
em detalhes, o mecanismo funcional do SNP rs114066381 devem ser realizados

para que a aplicabilidade dessa teoria possa ser avaliada.
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Tabela A1: Sindromes associadas com obesidade de carater monogénico com

fatores genéticos envolvidos elucidados. Genes que estdo seguidos por

Wk

nao

foram validados por segundos estudos independentes. Para acessar os tipos de

variantes genéticas de cada gene

sindrome-gene, consultar a fonte

e os artigos cientificos de cada relagao

E
A
completa
Nome da Provavel(is) gene(s) obesidade ‘
mente
sindrome/gene e Sintomas clinicos Tipo de heranga causal(is) / regido é um dos lucidad
elucidada
numero OMIM cromossémica principais .
genetica
sintomas?
mente?
Sindrome da Atraso de desenvolvimento, )
Autossdmica
microduplicagdo na = autismo, obesidade, linfedema, . NIPBL Nao Sim
. . - . dominante
regiao 5p13 hipertenséo e macrocefalia.
Osteodistrofia Encurtamento de ossos das
hereditaria maos ou pés, baixa estatura, Autossdmica
GNAS / GNAS1 Sim Sim
Albright/pseudohipopa obesidade e deficiéncia dominante
ratiroidismo do tipo la intelectual
B Perda de visdo/audigao,
Sindrome de Alstrom Autossdmica
obesidade infantil, resisténcia a ALMS1 Sim Sim
(OMIM 203800) o . . recessiva
insulina e diabetes do tipo 2
Atraso de desenvolvimento,
Sindrome de
. . . . . Anomalias do .
Angelman (OMIM disturbio da fala, epilepsia e Nao elucidada Nao Sim
cromossomo 15, UBE3A
105830)
marcha atéxica
BBS1, BBS2,
BBS3/ARL6, BBS4,
BBS5, BBS6/MKKS,
Sindrome de BBS7, BBS8/TTC8,
Laurence-Moon-Barde = Retinite pigmentosa, obesidade, BBS9/PTHB1, BBS10,
t= disfungéo renal, polidactilia, Autossémica BBS11/TRIM32, BBS12, B N
ao ao
Biedl/ Sindrome de disfungdo comportamental e recessiva BBS13/MKS1,
Bardet-Biedl (OMIM hipogonadismo BBS14/CEP290,
209900) BBS15/WDPCP,
BBS16/SDCCAG8/NPHP

10*, BBS17/LZTFLA,
BBS18/BBIP1,



Sindrome de
Borjeson-Forssman-
Lehmann (OMIM
301900)

Sindrome de
Carpenter/
acrocefalopolissindacti
lia tipo Il (OMIM
201000)

Sindrome CHOPS

Sindrome de
Chudley—Lowry

(OMIM 309580)

Sindrome de
Coffin—Lowry

(OMIM 303600)

Sindrome de Cohen
(OMIM

216550)

Sindrome de Cornelia
de Lange
/ Sindrome de
Brachmann-de
Lange-syndrome
(OMIM

Deficiéncia intelectual grave,
epilepsia, microcefalia, baixa
estatura, obesidade,

hipogonadismo e ginecomastia

Acrocefalia, sindactilia do tecido
mole, formagao incompleta ou
n&o formagao da falange dos

pés e das maos, polidactilia
pré-axial, cardiopatia congénita,
deficiéncia intelectual, hipo
hipogenitalismo, obesidade e

hérnia umbilical

Comprometimento cognitivo,
caracteristicas faciais
especificas, defeitos cardiacos,
obesidade, envolvimento
pulmonar, baixa estatura e

displasia esquelética

Deficiéncia intelectual, baixa
estatura, obesidade leve,
hipogonadismo e caracteristicas

faciais especificas

Deficiéncia intelectual grave a
profunda em homens e normal a
profunda em mulheres,
caracteristicas faciais
especificas, malformagéo das
maos, baixa estatura,

microcefalia e defeitos cardiacos

Deficiéncia intelectual,
dismorfismo facial, microcefalia,
distrofia de retina, obesidade
androide, hipermobilidade
articular e neutropenia

intermitente

Deficiéncia intelectual,

caracteristicas faciais

especificas, retardo de
crescimento pré/pds-natal,

hirsutismo e obesidade

Associada ao

cromossomo X

Autossdmica

recessiva

Autossdmica

dominante

Associada ao
cromossomo X

recessivo

Associada ao

cromossomo X

Autossdmica

recessiva

Autossdémica
dominante / Nao
elucidada /
Associado ao

cromossomo X

BBS19/IFT27*,
BBS20/IFT172,
BBS21/C80RF37

PHF6

RAB23

AFF4

XNP/ATR-X*

RSK2/

RPS6KA3

VPS13B/

COH1

NIPBL, RAD21, SMC1A,
SMC3, HDACS8

Sim

Sim

Sim
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Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim



122470)
Sindrome de Kabuki/ Caracteristicas faciais Autossémica
Sindrome de Niikawa— especificas, deficiéncia
dominante /
intelectual, malformagdes A iad
. ssociada ao
Kuroki(OMIM esqueléticas e viscerais, baixa
cromossomo X
estatura pdés-natal com .
147920) dominante
sobrepeso
Sindrome de Autossdémica
Kallmann / o _ dominante /
hipogonadismo Anosmia/hiposmia e )
. - Associada ao
hipogonadotrépico hipogonadismo
com anosmia . . cromossomo X /
hipogonadotropico L
Autossdmica
(OMIM 308700) recessiva
Deficiéncia intelectual,
Sindrome de Kleefstra obesidade, hipotonia,

. ~ . . o Autossémica
/ Sindrome de delegdo  braquiocefalia, caracteristicas .
o ) . dominante
do 9934.3 faciais especificas e defeitos

cardiacos

Baixa estatura, forga e
Sindrome de Laron / resisténcia musculares

Deficiéncia do reduzidas, obesidade, .
. . . o . o Autossdémica
receptor do horménio = hipoglicemia infantil, genitalias .
) ] recessiva
de crescimento (OMIM ' reduzidas, puberdade atrasada,

262500) cabelos finos e frageis e
anomalias dentarias

Deficiéncia mental moderada, .
) ) ) ) Autossdémica
. obesidade androide, distrofia de .
Sindrome MORM . o . recessiva /
retina congénita ndo-progressiva

) L Variavel
e micropénis
Dificuldades na alimentagéo
durante infancia, obesidade e
Sindrome de hiperfagia com inicio na infancia,
Prader-Willi/ hipotonia, hipoplasia genital,
Sindrome de atraso de desenvolvimento, N&o informada
Prader—Labhart-Willi deficiéncia de hormdnio do
(OMIM 176270) crescimento, baixa estatura,

maos e pés pequenos,

problemas comportamentais

KMT2D/MLL2/ALR/KAB
UK1, KDMBA/
UTX/KABUK2

FGFR1, KAL1, PROK2,
PROKR2, SOX10

EHMT1

GHR

INPP5E*

MKRN3/ZNF127,
MAGEL2, NDN,
NPAP1/C150rf2,
SNURF-SNRPN,
pequenos

RNAs nucleolares,
especificamente
SNORD115/HBII-52 e
SNORD116/HBII-85,
anomalias da regido
cromossomica
15911—913 herdada do
pai

Nao

Sim

Sim

Nao

informado

68

Sim

Nao

informad



Fendtipo similar a
sindrome de
Prader-Willi

Sindrome da delegao

proximal 16p11.2

Sindrome de

Rubinstein—Taybi

Sindrome de
Smith—Magenis

(OMIM 182290)

Sindrome WAGRO

Sem nome 1

Sem nome 2

Sem nome 3

Atraso intelectual, psicomotor e

de desenvolvimento, obesidade,

hipotonia e encurtamento das

extremidades

Obesidade, autismo, deficiéncia
intelectual, anomalias
congénitas e atraso de

desenvolvimento.

Baixa estatura, obesidade,
problemas de viséo, queloides,
problemas de alimentacao,
coluna encurvada e problemas

nas juntas

Deficiéncia intelectual, atraso na

fala e linguagem, caracteristicas

faciais especificas, disturbios de
sono, obesidade e problemas

comportamentais.

Aniridia, tumor de Wilms,
anomalias genitourinarias,
obesidade, atraso de
crescimento e deficiéncia

intelectual.

Obesidade grave no inicio da
vida, hiperfagia, atraso de
desenvolvimento, problemas em

fungdes neuroldgicas complexas

Puberdade atrasada,
hipogonadismo, macrocefalia,
baixa estatura, obesidade
androide, ataques agressivos
repentinos, tremores, pés cavos

e anomalias nos deddes.

Deficiéncia intelectual,
redemoinho capilar,
caracteristicas faciais
especificas, pesgoco grosso e
curto, linha posterior do cabelo
baixa, mamilos bem espacgados,
micropénis, pés pequenos e
achatados, hirsutismo, pele

irritada e seca

Autossdmica
dominante /
Associada ao
cromossomo X

dominante

Autossdmica

dominante

Autossdmica

dominante

De-novo ou

autossémica

dominante

Autossdmica

dominante

De novo

Associada ao

cromossomo X

Associada ao

cromossomo X

SIM1, MRAP2, FMR1,
6q16.3923.3

SH2B1, KCTD13

CREBBP, EP300

RAIM

BDNF

NTRK2*

cuL4B*

UBE2A/HR6A

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
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Sim

Sim

Sim

Sim

Sim



Sem nome 4

Sem nome 5

Sem nome 6

Sem nome 7

Hiperfagia, obesidade grave,
atraso de desenvolvimento,

déficit cognitivo e hiperatividade

Obesidade grave no inicio da
vida, hiperfagia, resisténcia
desproporcional a insulina,

problemas de comportamento e

baixa estatura na idade adulta

Deterioragao da visao,
obesidade, niveis normais de

glicose, colesterol e triglicérides

Deficiéncia intelectual
moderada, problemas de
comportamento com
caracteristicas de
autismo/agressividade,
epilepsia, escoliose e obesidade

androide

Fonte: Kaur et al. (2017).

Autossdmica

dominante

Autossdmica

dominante

Autossdmica

recessiva

Autossdmica

dominante

BDNF

SH2B1*

TUB*

CHD2, RGMA*

Sim

Sim

Sim

Sim
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Sim

Sim

Sim
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Tabela B1: Sindromes associadas com obesidade de carater monogénico com

fatores genéticos envolvidos ndo elucidados. Sindromes que estdo seguidas por

Wk

foram reportadas em somente um paciente. Para acessar os tipos de variantes

genéticas e os artigos cientificos de cada relagdo sindrome-regidao cromossomica,

consultar a fonte

A obesidade
Nome da i
. » . . L € um dos
sindrome/gene e Sintomas clinicos Tipo de heranga Regiéo cromossdmica o
principais
nimero OMIM )
sintomas?
Sindrome de Baixa estatura, deficiéncia intelectual,
Camera-Marugo- obesidade, hipogonadismo, . . .
) L Desconhecida Desconhecida Sim
Cohen micropénis, contratura dos dedos e
(OMIM 604257) assimetria do corpo
Sindrgme de Clark Deficiéncia intelectual, macrocefalia, .
-Baraitser ) o . Associada ao ) )
caracteristicas faciais especificas e Desconhecida Sim
. cromossomo X
(OMIM 300602) obesidade
Obesidade, hiperfagia, hipoplasia da
Sindrome de tireoide e das paratireoides,
Autossdmica
DiGeorge / Sindrome = anomalias do palato, malformagdes ) 22q11.2 Nao
) o dominante
de delegao 22q11.2 cardiacas e sintomas psiquiatricos
como comportamento agressivo
Atraso de desenvolvimento,
Sindrome de problemas de comportamento, Autossdmica
B ) o ) 16p11.2 Nao
delecdo16p11.2 morfologia facial incomum e dominante
obesidade
Deficiéncia intelectual, ataques de Associada ao
Sindrome MEHMO o ) )
epilepsia, hipogonadismo, cromossomo X / Xp21.1-p22.13 Sim
(OMIM 300148) . . . . .
microcefalia e obesidade mitocondrial
Deficiéncia intelectual, atraso de fala, Atossomi
i utossdmica
Sindrome MOMES obesidade, anomalias oculares e . 4935.1/5p14.3 Sim
(OMIM 606772) . o recessiva
craniofaciais
Macrocefalia, obesidade, anomalias
oculares (coloboma e nistagmo),
Sindrome MOMO  fenda palpebral obliqua, deficiéncia Autossdmica ) )
Desconhecida Sim

(OMIM 157980)

intelectual,

maturidade 6ssea atrasada

dominante



Sindrome de
Morgagni-Stewart-
Morel /
hiperostose frontal
interna (OMIM
144800)

Cromossomo 4 em

anel

Cromossomo 11 em

anel

Sindrome ROHHAD

Sindrome
ROHHADNET

Sindrome de Shashi
XLMR

Sem nome 1

Sem nome 2

Sem nome 3*

Sem nome 4

Sem nome 5

Hiperostose frontal interna avangada,

obesidade, déficit cognitivo

Atraso de desenvolvimento leve,
surdez, baixa estatura, obesidade e
inicio da diabetes do tipo 2 na

adolescéncia

Anomalias oculares, defeitos
articulares/esqueléticos/musculares,
obesidade, criptorquidia e deficiéncia

intelectual leve

Obesidade de inicio rapido com
disfungdo do hipotalamo,

hipoventilagdo, disautonomia

Obesidade de inicio rapido, disfungéao
do hipotalamo, hipoventilagao e
disautonomia associada com tumor

neural

Deficiéncia intelectual, caracteristicas
faciais especificas, labio superior
proeminente, testiculos grandes e

obesidade

Hipotonia e atraso de
desenvolvimento, anomalias de
crescimento, obesidade e dismorfismo

craniofacial

Obesidade precoce, hiperfagia,
deficiéncia intelectual e problemas de

comportamento

Disturbio Abrangente do
Desenvolvimento, atraso de fala e

obesidade precoce

Dismorfismo leve, apresentacao tardia
de dificuldade de aprendizado e
problemas de comportamento,
obesidade, hipertrofia mamaria e
epifise femoral capital escorregadia

bilateral

Deficiéncia intelectual, dismorfismo

secundario, obesidade e hipoplasia

Autossdmica

dominante ou

associada ao
cromossomo X

dominante

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Associada ao

cromossomo X

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

4p distal

r(11)
(p15.5-g25)

Desconhecida

Desconhecida

Xq26-Xq27

1p36

2p25

3p25-p26.2

4932.1932.3

t(4;14)(q12;913)

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
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Sem nome 6*

Sem nome 7

Sem nome 8

Sem nome 9

Sem nome 10

Sem nome 11

Sem nome 12

Sem nome 13

Sem nome 14*

Sem nome 15

Sem nome 16

Sem nome 17

genital

Deficiéncia intelectual, baixa estatura,
obesidade, microcefalia, braquicefalia,
filtro labial curto e liso, redemoinho
capilar central, prega palmar
transversa unica, braquidactilia do
dedo minimo, desproporgéao

esquelética

Deficiéncia intelectual, baixa estatura,
maos, pés e bocas pequenos,

anomalias oculares e obesidade

Desenvolvimento irregular,
caracteristicas dismorficas, atraso

psicomotor e obesidade androide

Deficiéncia intelectual, obesidade,
crescimento excessivo e

caracteristicas dismorficas

Dismorfismo facial, baixa estatura
com extremidades pequenas,
ceratocone, sobrepeso e deficiéncia

intelectual

Deficiéncia intelectual, obesidade,
caracteristicas dismorficas variaveis e

comportamento de busca por alimento

Deficiéncia intelectual, convulsoes,

obesidade e diabetes

Deficiéncia intelectual, atraso de fala,
obesidade androide, convulsdes,
perda de audicao e caracteristicas

faciais especificas

Heterotopia nodular periventricular
bilateral, dificuldade de aprendizado

grave, obesidade e epilepsia

Obesidade, baixa estatura,

hipertricose e dismorfismo facial

Macrocefalia, obesidade, deficiéncia
intelectual, problemas de

comportamento

Atraso de desenvolvimento,
dismorfismo facial, macrocefalia,

deficiéncia intelectual e obesidade

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Nao aplicavel

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

6q14—q16

6q924.3-927 paterno

9934

11p15.4

11g24.1

12q

subtelémero

17p13.1- p13.2

17q24.2

der (19)
t(X;19)

(@11.1-11.2;p13.3)

19p13.12

19p13.3

19q11.05-q13.2

(tamanho variavel)

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
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Deficiéncia intelectual, atraso de
desenvolvimento, mutismo seletivo,
caracteristicas faciais especificas, . 20p11.2-p13 (dup); ~
Sem nome 18 . o Desconhecida Nao
perda auditiva neurossensorial, rim 20p13.pter (del)
unico (direito), utero didelfo e

obesidade

Atraso psicomotor grave, problemas
de comportamento, afasia,
microcefalia, regurgitagao, purpura
Sem nome 19* trombocitopénica idiopatica, Desconhecida 21922 Sim
obesidade, olhos profundos, cantos
da boca caidos, orelhas displasicas e

queixo pequeno

Deficiéncia intelectual, macrocefalia
grave, obesidade, caracteristicas
faciais especificas, maos e pés . .
Sem nome 20 . . Desconhecida 22913 Sim
grandes, idade 6ssea avangada,
anomalias cerebrais incluindo atrofia

do cortex frontal

Macrocefalia, peso ao nascer normal
seguido de obesidade, atraso de Autossémica ) )
Sem nome 21 . y . Desconhecida Sim
desenvolvimento variavel e dominante

caracteristicas faciais especificas

Atraso de crescimento, obesidade,

hérnia inguinal/umbilical, criptorquidia, Associada ao ) .
Sem nome 22 . i Desconhecida Sim
dedos afunilados, contraturas, pés cromossomo X
tortos

Obesidade, epifisidlise da coxa,
Sem nome 23 deficiéncia intelectual, anquilose dos Desconhecida Desconhecida Sim

polegares

Baixa estatura, obesidade, testa
inclinada e estreita, orelhas

pequenas, nariz estreito com ponte L
Autossémica

Sem nome 24 proeminente e septo longo, labio . Desconhecida Sim
. . recessiva
superior curto, mandibula recuada,
membros curtos com braquidactilia,
clinodactilia dos dedos minimos
Hidrocefalia congénita, deficiéncia Associada ao
Sem nome 25 intelectual, baixa estatura, obesidade cromossomo X Desconhecida Sim
e hipogonadismo recessiva

Baixa estatura, obesidade, nariz
bulboso, microretrognatismo, . . .
Sem nome 26 . o . Desconhecida Desconhecida Sim
braquidactilia, hipermobilidade das

juntas, deficiéncia intelectual
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Hipotireoidismo autoimune na
Sem nome 27 adolescéncia, aumento da hipofise, Desconhecida Desconhecida Sim
obesidade e resisténcia a insulina
Retinose pigmentar, hipogonadismo,
deficiéncia intelectual, surdez Autossémica . -
Sem nome 28 o o . Desconhecida Nao
neurossensorial, intolerancia a glicose recessiva
e obesidade
Microftalmia, coloboma, obesidade, L
. . . Autossémica . ~
Sem nome 29 hipogonadismo e deficiéncia ) Desconhecida Nao
) dominante
intelectual
Caracteristicas faciais especificas,
obesidade, fendas labial e palatina, ) ) )
Sem nome 30* o . Desconhecida Desconhecida Sim
deficiéncia de horménio de
crescimento e deficiéncia intelectual
Dismorfismo craniofacial, baixa
estatura, obesidade relativa, surdez
Sem nome 31 neurossensorial, manchas de pele Desconhecida Desconhecida Sim
multipigmentadas, deficiéncia
intelectual grave
Hipogonadismo, ginecomastia, _
Associada ao ) )
Desconhecida Sim

deficiéncia intelectual, obesidade e
cromossomo X

Sem nome 32
baixa estatura

Deficiéncia intelectual moderada,
Desconhecida

Sem nome 33 dismorfismo facial leve, obesidade, Desconhecida

hipermetropia e anomalias capilares

Deficiéncia intelectual, morfologia
AutossOmica .
Desconhecida

facial incomum, anomalias nas méaos,
recessiva

Sem nome 34 . . .
microcefalia, baixa estatura e
obesidade
Deficiéncia intelectual, baixa estatura,
anomalias secundarias, obesidade e Sim

dificuldade de fala

Desconhecida Desconhecida

Sem nome 35*

Obesidade, hipotireoidismo congénito,

enterocolite neonatal, hipertrofia . . .

Sem nome 36 Desconhecida Desconhecida Sim
biventricular cardiaca, craniostenose

e atraso de desenvolvimento

Fonte: Kaur et al. (2017).
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Tabela C1: Informagdes acerca de genes da forma monogénica da obesidade

Localizagao cromossdmica

Nome do gene (versao 38 do genoma

Tecido de expressao

Locus préximo

. " Papel do gene/produto

identificado por . .
génico na regulagéo do

(simbolo do gene) humano) - cromossomo: GWAS (index
. . . ) consumo de alimento
posigao inicial...posicao final SNP)
Perturbagéo do cilio
primario em neurénios
. . altera o equilibrio
Adenilato ciclase 3 i L L
(ADCY3) 2:24.819.168...24.920.236 Células do cilio primario rs6545814 energético; importante
para o funcionamento
correto da proteina
MC4R
Fator neurotréfico
. i . Regulagéo da
derivado do cérebro 11: 27.654.893...27.722.030 Cérebro rs925946 o L
plasticidade sinaptica
(BDNF)
Quinase supressora 12: Interfere no consumo e
da proteina Ras 2 ' Todos rs56214831 gasto de energia via
117.453.012...117.968.990
(KSR2) AMPK.
Quantidade em
circulagao é
7. proporcional a
Leptina (LEP) ' Adiposo rs10487505 quantidade de células
128.241.201...128.257.629
adiposas e, quando
abaixo de nivel minimo,
sinaliza resposta a fome
A isoforma longa,
. responsavel pela Intermediagéo da
Receptor da leptina o . _ .
(LEPR) 1: 65.420.652...65.641.559  sinalizagao via leptina, & rs11208659 fungao neuroenddcrina
expressa principalmente no da leptina
hipotalamo
Receptor da 18: Intermedia o apetite e
melanocortina 4 ) Sistema nervoso central rs17782313 fungdes do sistema
60.371.062...60.372.775
(MC4R) nervoso autbnomo
Proteina acessoria
. Aucxilia no transporte do
do receptor de Todos, com maior
) 6: 84.032.621...84.146.278 - receptor MC4R para a
melanocortina 2 expresséo no cérebro - .
superficie da célula
(MRAP2)
Receptor Receptor do BDNF,
tirosina-quinase intermedia a
9: 84.668.458...85.027.070 Cérebro rs10868215

neurotréfico
(NTRK2/TRKB)

plasticidade neural

sinalizada por ele
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Proteina precursora

da convertase Sistema enddcrino, com Processamento da
" . 5:96.390.333...96.433.248 . rs6235
subtilisina/kexina maior expressao no cérebro proteina POMC

tipo 1 (PCSK1)
Proteina de

) Regulagéo da
interacdo de

n . 6:78.934.419...79.078.294 Todos - transcrigéo do gene
dominio homélogo
POMC
pleckstrina (PHIP)
Hipotalamo, Nucleo do Processado em
Pré-opiomelanocorti Trato Solitario (NTS), pele, melanocortina para
2:25.160.860...25.168.580 rs6545975
na (POMC) glandulas adrenais, hipofise sinalizar ligando-se ao
e outros tecidos receptor MC4R.

. Continuidade da
Proteina adaptadora o .
. 16: sinalizag&o da via da
1 de dominio SH2B Todos rs7498665 ) L
28.846.606...28.874.205 leptina apés ligagcao da
(SH2B1)

leptina ao seu receptor

Importante para o

L desenvolvimento do
Fator de transcricdo

. . 6: Hipotalamo, rins e tecido nucleo paraventricular e
single-minded 1 . rs6907240 ~
(SIM1) 100.385.009...100.464.929 adiposo expressao adequada do
receptor MC4R e outras
proteinas
. Neuropeptideo
Neuropeptideo Y . i R )
(NPY) 7:24.284.190...24.291.862 Cérebro, prostata e esd6fago - importante para a
estimulacédo do apetite
Proteina Agouti de Ovdério, coragéo e Antagonista do receptor
20: 34.241.423...34.269.344 -
sinalizagéo (ASIP) epididimos da melanocortina MC4R

Fonte: Adaptado de Loos & Yeo (2021), Masood & Moorthy (2023) e Pigeyre et al. (2016).
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ANEXO D

Laboratoério de Diversidade Genética Humana

PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE DNA A PARTIR DE FLUIDOS
CORPORAIS

Kit Puregene DNA
Ver Handbook: HB-0326-004_HB _Puregene_DNA_0122_ WW.pdf

Protocolo original: Protocolo de Extracdo - Qiagen Pure - Gene Fluido Corporal -
LDGH
Escrito e adaptado por: Gabriel Batista e Karwhory Wallas

Responsavel: Julia Duarte
Data: Margo/2023

Materiais necessarios:
1. Equipamentos de Protegao Individual (mascara, luvas, éculos de protegao e
jaleco).
2. Pipetas e ponteiras (10, 50, 200 e 1000 pyL) COM filtro.
Equipamentos (vértex, 2 banhos-maria, shake).
Descarte de ponteiras, descarte para amostras biolégicas (com hipoclorito) e
descartex.
Caneta para identificacdo dos tubos.
2 Tubos de 1,5 mL por amostra.
1 tubos falcon de 15 mL (para isopropanol).
3 tubos de 2 mL (para solugao de lise, alcool 70%).
Racks: para os tubos eppendorf, para os tubos falcons e para flutuar no
banho-maria.
10. Amostras em meio estabilizante.

> »

© ooNO O

Solugéo Para uma amostra (uL) Para __ amostras
Amostra 250
Solugéo de Lise Celular 200
Proteinase K 3
RNAse 3
Solugéao de Precipitagao
. 200
de Proteina



https://drive.google.com/file/d/1g2tiyyNrCs7EVfjgGIBjg0QOOOrPldKM/view?usp=sharing
https://docs.google.com/document/d/1DNcMlxMCPnftdD-jhm6whUmlLVfMPAh2hwShFWZpOfQ/edit?usp=share_link
https://docs.google.com/document/d/1DNcMlxMCPnftdD-jhm6whUmlLVfMPAh2hwShFWZpOfQ/edit?usp=share_link
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Glicogénio 0,5

Isopropanol 300

Etanol 70% 300
DNA Hydration Solution 50-100

Antes de comecar o 1° dia de extragao:
1. Ligue o banho-seco a 55 °C.
2. Separe e identifique os tubos para cada amostra.
3. Aliquote Sol. Lise Celular e PK conforme tabela acima.

Extragao:
- Primeiro dia:
1. Centrifugue por 10 min a 3000 rpm.
Remover o sobrenadante sem deslizar o pellet.
Adicionar 1 mL de TE para ressuspensao das células.
Centrifugue por 5 min a 2000 rpm.
Remover o sobrenadante sem deslizar o pellet.
Adicionar 800 uL de TE.
Vortexar brevemente a amostra.
Em um tubo de 1,5 mL adicionar 200 yL de Solucdo de Lise Celular (Cell
Lysis Solution) e 200 yL de amostra.
9. Adicione 3 pL de Proteinase K e misture por inversao 25 vezes.
10.Incubar a 55°C overnight.

O NGOk WN

Antes de comecar o 2° dia de extragao:
1. Ligue o banho-seco a 37 e 65 °C.
2. Pegue gelo na caixa de isopor.
3. Separe e identifique os tubos para cada amostra.
4. Aliquote RNAse, Sol. Precip. Prot., Isopropanol, Etanol 70% e Sol. Hidrat.
DNA conforme tabela inicial.
Coloque o isopropanol no freezer.
6. Adicione agua sanitaria no frasco de descarte.

o

- Segundo dia:
11. Adicionar 3 pL de RNAse e misture por inversao 25 vezes.
12.Incubar a 37°C por 15 min.
13.Incubar por 1 min em gelo ou freezer.
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14.Adicionar 200 uL de Solugdo de Precipitacdo de Proteina (Protein
Precipitation Solution).

15. Vortexar vigorosamente em velocidade alta por 20 segundos.

16.Incubar por 5 min em gelo ou freezer.

17.Centrifugar por 3 min a 16000 RCF. Obs.: Se o pellet de proteinas nao estiver
bem formado e fixado ou se a solugao estiver turva, refaca os passos 9 e 10.

18.Em outro tubo de 1,5 mL, adicionar 0,5 puL de glicogénio em cada tubo
contendo 300 uL de Isopropanol.

19.Com cuidado para nao deslocar o pellet, com uma pipeta transfirir o
sobrenadante para o tubo contendo 300 uL de Isopropanol+0,5 uL de
glicogénio.

20.Misturar suavemente por inversdo 50 vezes. Logo em seguida, visualizar o
DNA precipitado.

21.Centrifugar por 5 min a 16000 RCF.

22.Com cuidado para nao deslocar o pellet, descartar o sobrenadante invertendo
o tubo.

23. Secar o tubo cuidadosamente em um papel absorvente limpo.

24. Adicionar 300 uL de Etanol 70% e misture por inversdo no maximo 10 vezes.

25. Centrifugar por 2:30 min a 16000 RCF.

26.Com cuidado para nao deslocar o pellet, descartar o sobrenadante invertendo
o tubo.

27. Secar o tubo cuidadosamente em um papel absorvente limpo.

28.Deixar o tubo secar aberto (aproximadamente 30-40 min).

29.Adicionar 50-100 pL de Solugédo de Hidratagdo de DNA (DNA Hydration
Solution).

30.Incubar a 65°C por 1 hora.

31.Incubar as amostras em temperatura ambiente overnight (se possivel com
agitacao).

- Terceiro dia:
32.Remover as amostras do agitador.
33. Identificar novos tubos com tampas rosqueadas.
34. Transferir as amostras para os tubos com tampas rosqueadas.
35. Centrifugar as amostras rapidamente e armazenar a -20°C ou -80°C.

Apoés o término da extragao:
1. Quantifique o DNA da amostra por NanoDrop (Protocolo NanoDrop 2000) ou
Qubit (Protocolo Qubit).
2. Limpe a centrifuga, pipetas, bancada e banho-seco.
3. Né&o deixe vestigios



https://docs.google.com/document/d/1BozZdOLX6u4uPLaqFURVsF1G5oQ0Irdm/edit?usp=sharing&ouid=101587616548911776623&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/document/d/1ndkA7ET8amhfFczKx3sWxuoaXengP8UZ/edit?usp=sharing&ouid=101587616548911776623&rtpof=true&sd=true
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ANEXO E

PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE DNA A PARTIR DE FLUIDOS

CORPORAIS

Solugao Para uma amostra (uL) Para __ amostras

Solugéo de Lise Celular 1300
Proteinase K 10
Acetato de aménio +

EDTA 500
Isopropanol 540
Etanol 70% 2000
TE+EDTA 100

Extragao:
- Primeiro dia:

1.

Centrifugue por 10 min a 3000 rpm.

2. Remover o sobrenadante sem deslizar o pellet.

3. Adicionar 1 mL de TE para ressuspensao das células.

4. Centrifugue por 5 min a 2000 rpm.

5. Remover o sobrenadante sem deslizar o pellet.

6. Vortexar vigorosamente o pellet por 5 s.

7. Adicionar 1300 pL de solugao de lise celular (10 mM Tris (pH 8,0), 0,56% SDS,
5 mM EDTA).

8. Adicione 10 pL de Proteinase K (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
(20mg/mL)

9. Vortexar em velocidade média por 5 s.

10.Incubar a 55°C overnight.

- Segundo dia:

11. Transfira 1,4 mL da solugéo para um novo tubo de microcentrifuga de 2 mL.

12. Adicione 500 uL da solucédo 8M de acetato de aménio e 1 mM de EDTA.

13. Centrifugue por 10 min a 17000 g.
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14. Transferir 900 yL do sobrenadante a dois novos tubos de microcentrifuga de
1,75 mL contendo 540 uL de isopropanol.

15. Misture por inversao suave 20 vezes.

16. Centrifugue por 5 min a 17000 g.

17.Descarte o sobrenadante.

18.Seque o tubo cuidadosamente em um papel absorvente limpo.

19. Adicione 2000 pL de etanol 70% e misture por inversao.

20. Centrifugue por 5 min a 17000 g.

21.Com cuidado para nao deslocar o pellet, descarte o sobrenadante.

22.Seque o tubo cuidadosamente em um papel absorvente limpo.

23.Deixe o tubo secar aberto (de 45 a 60 min).

24 .Ressuspender o DNA com 100 pyL de tampao TE [10 mM Tris (pH 7,8) e 1
mM EDTA].

Apoés o término da extragao:
1. Limpe a centrifuga, pipetas, bancada e banho-seco.
2. Nao deixe vestigios.
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