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Resumo

A obesidade tem se tornado uma patologia comum associada com significativa
morbidade, mortalidade e efeitos adversos na qualidade de vida. Varios genes candidatos
tém sido associados com a obesidade, desordens metabolicas e diabetes. Tem sido
demonstrado que polimorfismos em dois dos mais proeminentes, FTO (Fat Mass and
Obesity gene associated) e UCP-1 (proteina desacopladora 1), estdo hiperexpressos na
populacdo caucasiana obesa. A associacdo do polimorfismo destes genes com o fenotipo
de obesidade e com uma populagdo multi-étnica como a populacdo Brasileira ainda ndo
foi descrita. Com o objetivo de avaliar a associagéo entre o polimorfismo do gene do FTO
e do gene da UCP-1 com obesidade extrema e com fatores de risco cardiovascular numa
populagdo multi-étnica, nés genotipamos SNPs (polimorfismos de um Unico nucleotideo)
rs9939609 no FTO e rs6536911, rs22705565 e rs12502572 no gene da UCP-1 de 126
brasileiros obesos mérbidos [indice de massa corporal (IMC) > 42.9 + 5.6 kg/m?] e 113
controles ndo obesos pareados etnicamente (IMC 22.6 + 3.5 kg/m?). A circunferéncia
abdominal, a pressdo arterial sanguinea, a glicose e o perfil lipidico foram também
mensurados. A genotipagem foi realizada usando TagMan® SNP Genotyping Assays.
Cada amostra foi também genotipada para 40 pequenos polimorfismos de
insercdo/delecdo bialélicos (indels) para estabelecer a ancestralidade da populacdo
estudada e para a determinacdo da proporcdo de ancestralidade biogeografica de
Europeus, Africanos e Amerindios na populagéo Brasileira. O polimorfismo do SNP FTO
rs9939609 e o polimorfismo do SNP da UCP-1 rs6536911 foram associados
significativamente com o IMC (p= 0.04 e p<0.0001 respectivamente). Uma relacdo

dependente do alelo de risco rs6536911 com o IMC foi observada nos controles. N&o



houve nenhuma outra associacdo significativa entre os SNPs estudados e a hipertenséo,
dislipidemia e o diabetes ap0s a correcdo para o IMC e ndo observamos um efeito
sinérgico significativo entre os SNPs do FTO e do UCP-1 com a obesidade. Os casos ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa dos controles em relacéo a propor¢éo
de ancestralidade genémica.

Nossos dados demonstraram um papel consistente das variantes comuns do FTO
rs9939609 e da UCP-1 rs6536911 como possiveis contribuintes para a obesidade na
populacédo Brasileira, mas ndo com os fatores de risco cardiovascular. Ndo se demonstrou
efeito sinérgico entre os polimorfismos e ndo houve diferenga na ancestralidade genémica

biogeografica da populacéo brasileira com obesidade extrema e nos controles.



Abstract

Obesity has become a common human disorder associated with significant
morbidity, mortality and adverse effects on quality of life. Several candidate genes have
reportedly been associated with obesity, related metabolic disorders and diabetes.
Sequence variants in two of the prominent ones, FTO and UCP-1, have been reported to
be overrepresented in obese Caucasian population. The association of these genes
polymorphisms with the obesity phenotype and a multiethnic group such as the Brazilian
population has not been previously reported. To assess the putative contribution of both
FTO and UCP-1 to body mass index (BMI) and cardiovascular risk in Brazilian
individuals we genotyped SNPs rs9939609 in the FTO and rs6536911, rs22705565 and
rs12502572 in the UCP-1 genes from 126 morbidly obese subjects (BMI > 42.9 + 5.6
kg/m?) and 113 normal-weight ethnically matched control (BMI 22.6 + 3.5 kg/m?). Waist
circumference, blood pressure, glucose and serum lipids were also measured. Genotyping
was performed using TagMan® SNP Genotyping Assays. Each sample was also
genotyped for 40 biallelic short insertion/deletion polymorphism (indels) used for ethnic
assignment and the estimatation of the proportion of European, African and Amerindian
biogeographical ancestry in the Brazilian population. Cases did not differ from controls in
the proportions of genomics ancestry. The FTO SNP rs9939609 and UCP-1 SNP
rs6536911 were significantly associated with BMI (p= 0.04 and p<0.0001 respectively).
An allele dose dependent tendency was observed for BMI for rs6536911 sample of
controls. No other significant associations between any SNP and hypertension,
hyperlipidemia and diabetes were noted after correction for BMI and no significant

synergistic effect between FTO and UCP-1 SNPs with obesity were noted. Our data are



consistent with FTO rs9939609 and UCP-1 rs6536911 common variants as possible

contributors to obesity in the Brazilian population.



Glossario

CEU: (Caucasianos EUropeus) € uma das 11 popula¢des do HapMap

Desequilibrio de ligacdo (Linkage disequilibrium-LD): em populagdes geneticas, LD é
a associacdo ndo randémica dos alelos em dois ou mais loci, ndo necessariamente no
mesmo cromossoma. O Linkage disequilibrium descreve uma situacdo em que algumas
combinacdes de alelos ou marcadores genéticos ocorrem mais ou menos frequentemente
numa populacdo do que seria esperado pela formacao aleatoria de haplotipos a partir de
alelos baseados nas suas frequéncias. Associacdes nao aleatorias entre polimorfismos em
loci diferentes sdo medidas pelo grau de linkage disequilibrium. Por exemplo, alelos dos
SNPs que residem proximos uns dos outros no cromossomo freqiientemente ocorrem em
combinagdes ndo randdmicas devido a infreqliente recombinacédo. Isto implica em dizer

que alelos que estdo em desequilibrio de ligagdo migram juntos na diviséo celular.

GWAS: Genome-wide association study (estudo de associacdo genémica ampla) é o
exame de todos 0s genes ou a maioria deles (genoma) de diferentes individuos de uma
populacdo em particular para ver o quanto os genes variam de individuo para individuo.
Diferentes variagdes sdo entdo associadas com diferentes caracteristicas, tais como
doencas. Nos seres humanos, esta técnica tem levado a descoberta de associacfes de genes
especificos com doencas como a obesidade. Eles sdo Uteis em encontrar os caminhos
moleculares da doenca, mas geralmente ndo séo Uteis na busca de genes que predizem 0s
riscos da doenca. Estes estudos comparam normalmente o DNA de dois grupos de
participantes: pessoas com a doenca (casos) e pessoas afins, sem a doenca (controles). O

DNA extraido é colocado em uma placa com chips de genes que sdo capazes de ler



milhdes de sequéncias de DNA. Estes chips sdo lidos em computadores. Em vez de ler a
sequéncia inteira do DNA, estes sistemas costumam ler os SNPs que sdo marcados para 0s
grupos de variacdo do DNA (Haplotipos). Se as variagcdes genéticas sao mais frequentes
em pessoas com a doenca, as variacOes sao associadas com a doenca. As variagoes
geneticas associadas sdo entdo consideradas como referéncia para a regido do genoma
humano onde o problema causador da doenca é provavel de residir. Surpreendentemente,
a maioria das variacdes dos SNPs associadas com doencas ndo esta na regido do DNA que
codifica as proteinas. Em vez disso, elas geralmente estdo nas regifes nao codificadas do
Cromossomo entre 0s genes ou na seqiiéncia intronica que é editada fora do DNA quando
as proteinas sao processadas. Isto implica dizer que esta técnica tem alta sensibilidade para
predizer uma associacdo entre polimorfismo e a doenca, mas uma baixa especificidade
necessitando de replicacdo dos resultados em outra populacdes para se confirmar o0s

resultados.

HapMap: é uma organizagdo que visa desenvolver um hap lotype mapa (HapMap) do
genoma humano, que descrevera os padrdes comuns de variacdo genéetica humana. O
HapMap é esperado para ser um recurso fundamental para os pesquisadores encontrarem
variantes genéticas que afetam a salde, a doenca e as respostas aos medicamentos e aos

fatores ambientais.

Haploview: é comumente usado em software de bioinforméatica onde é projetado para
analisar e visualizar padrGes de LD em genética de dados. Haploview também pode
realizar estudos de associacao, a escolha tag SNPs e estimar a freqtiéncia do haplétipo.

HWE: Hardy-Weinberg equilibrium (Equilibrido de Wardy-Weinberg) Em uma

populacdo Mendeliana, dentro de determinadas condicBes, as freqliéncias alélicas



permanecerdo constantes ao passar das geracOes e as proporces genotipicas atingiriam
um equilibrio estavel, mostrando a mesma relacdo constante entre si ao longo do tempo.
Independentemente de um gene ser raro ou comum, a sua freqliéncia permanecera a
mesma com relacdo aos outros desde que essas condi¢cdes sejam mantidas. Por pura
intuicdo poder-se-ia supor que alelos raros se tornariam cada vez mais raros e que alelos
freqUentes aumentassem cada vez mais sua frequéncia, simplesmente por ja serem raros
ou comuns, mas o principio de Hardy-Weinberg demonstra matematicamente que isso néo
ocorre. A importancia disto € que quando o principio de Hardy-Weinberg é respeitado (ou
estd em equilibrio) significa que a amostra populacional esta equilibrada e poderia ser um
retrato daquela populagdo em uma escala maior.

Se as amostras representarem populagcdes em equilibrio de Hardy e Weinberg poder-se-a

usar a alternativa de comparar as distribuicdes genotipicas dessas amostras.

MAF: freqtiéncia do Alelo menos comum do polimorfismo

Pairwise: comparacdo de pares, geralmente se refere a qualquer processo de comparacao
de entidades em pares para julgar qual de cada entidade € preferida, ou que tenha uma

maior quantidade de alguma propriedade quantitativa.

SNPs (Polimorfismo de nucleotideo Unico): € uma variacdo da sequéncia do DNA em
que um unico nucleotideo (A, T, G ou C) no genoma € alterado. Variantes comuns séo
sindnimos de polimorfismo, definidos como variantes genéticas com a freqiiéncia do alelo
menos comum de ao menos 1% na populagéo. Ou seja, s&éo mutagdes com uma frequéncia
de mais de 1% da populagéo e por isso deixam de receber 0 nome de mutagdo e sim de

polimorfismo. SNPs sdo a classe mais prevalente de variacdo genética entre 0s



individuos. O genoma humano contém ao menos 11 milhdes de SNPs com
aproximadamente 7 milhdes ocorrendo com uma frequéncia do alelo menos comum
(MAF) de mais de 5% e o restante tendo uma MAF de 1-5%. Ha diferencas entre as
populagdes humanas, assim um polimorfismo (SNP) que é comum em um grupo

geografico ou étnico pode ser muito raro em outro.

tag SNP: € um representante de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) em uma regido
com alto desequilibrio de ligacdo (associacdo nao aleatdria de alelos em dois ou mais loci)
Isto significa que todos os polimorfismos desta regido estdo altamente ligados e que
permanecem juntos na divisao celular. O tag SNP é o seu representante mais importante e
ao se estudar o comportamento do tag SNP se estuda todos os polimorfismos desta regiao.
E possivel identificar a variacio genética sem genotipar cada SNP em uma regido

cromossomica.
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Lista de Abreviaturas e Siglas:

ATP: Trifosfato de adenosina

Cols: Colaboradores

EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético (anticoagulante)
¥ F-FDG: 18 Fluor fltorodeoxiglicose

FTO: Fat mass and obesity gene associated (gene associado a massa gordurosa e

obesidade)

Ft: Fused toes (dedos fundidos)

GWAS: Genome-wide association study (estudo de associacdo genémica ampla)
HWE: Hardy-Weinberg equilibrium (Equilibrio de Wardy-Weinberg)

IMC: indice de massa corporal

Kb: kilobases

kg/m?: kilograma por metro quadrado

LD: Linkage disequilibrium (desequilibrio de ligacéo)

LEP: Leptina

LEPR: Receptor da Leptina
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MAF: Alelo de menor frequéncia

MC4R: Receptor 4 da melanocortina

MRNA: RNA mensageiro

PCR: Reacdo de cadeia de polimerase

PET-CT: Tomografia de emissdo de Positrons-tomografia computadorizada

POMC: Proopiomelanocortina

ROS: Especies Oxigénio Reativas (Reative Oxygen species)

SNPs: Polimorfismo de um Unico nucleotideo

TAB: Tecido adiposo branco

TAM: Tecido adiposo marrom

UCP-1: Uncoupling proteina 1 (proteina desacopladora 1)
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1.0 Introducéo

A prevaléncia de obesidade esta aumentando rapidamente no mundo inteiro e ja
esta alcancando proporcdes epidémicas. E basicamente de inicio tardio e sua incidéncia
aumenta com a idade, sendo proeminente apds os 20-30 anos de idade (Kopelman e cols.,
2000). Isto tem ocorrido principalmente pelas alteracdes no estilo de vida ocorridas nas
altimas décadas, com uma disponibilidade elevada de alimentos altamente caldricos
associada a uma diminuicdo do nivel de atividade fisica no trabalho e nas horas de lazer.
Embora o indice de massa corporal (IMC) tenha aumentado nos diversos paises (World
Health Organization., 2000), alguns individuos parecem ser mais susceptiveis as
alteracdes no estilo de vida, enquanto outros parecem ser mais resistentes. Estas diferencas
podem ser, em parte, explicadas pela genética. A forte contribuicdo genética para
obesidade tem sido estabelecida em numerosos estudos de gémeos criados separadamente
e de criancas adotadas que sdo mais parecidas a seus pais bioldgicos do que seus pais
adotivos com respeito ao IMC (S¢rensen e cols., 1989; Stunkard e cols., 1990; Maes e
cols., 1997). De fato, estimativas de hereditariedade que podem ser interpretadas como
partes da variacdo da adiposidade em uma dada populagdo variam de 50-70% para o IMC
(Fabsitz e cols., 1994; Allison e cols., 1996) e de 75 a 80% para gordura corporal total
(Stunkard e cols., 1986; Faith e cols., 1999). Outra indicacéo de contribuicdo genética para
obesidade é a existéncia de formas graves de obesidade monogénica, causadas pela
alteracdo de um dnico gene. MutagBes raras nos genes codificadores de proteinas
reguladoras do apetite tais como a Leptina (LEP) e seu receptor (LEPR) (Montague e

cols., 1997; Clément e cols., 1998), do receptor 4 da melanocortina (MC4R) (Farooqi e
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cols., 2003) e da proopiomelanocortina (POMC) (Krude e cols., 1998) foram descritas
como responsaveis pela obesidade grave de inicio na infancia. Entretanto, a identificacéo
destes inimeros genes presentes nestas formas raras de obesidade monogénica néo é capaz
de explicar a alta prevaléncia de obesidade na populacdo geral (Walley e cols., 2009). A
obesidade comum, ao contrario da obesidade monogénica, é poligénica e multifatorial,
sem um padrdo de heranca Mendeliana simples (Boutin e cols., 2001). A identificacdo dos
genes susceptiveis para o desenvolvimento da obesidade, especialmente as variantes
geneticas comuns na populacdo geral, sdo de grande importancia para compreender e

melhorar a prevencao da obesidade.

1.1 Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS):

Durante as duas Ultimas décadas, estudos utilizando métodos de genes candidatos e
de ligacdo gendmica ampla contribuiram para as pesquisas de genes e de variantes
geneticas relacionadas a doencas complexas e comuns como a obesidade. Embora um
grande namero de variantes genéticas de loci de caracteristicas que podem potencialmente
predispor a obesidade tenham sido identificados, somente poucas destas variantes e loci
foram convincentemente confirmados (Rankinen e cols., 2006). Isto tem sido causado
principalmente pelo fato da maioria dos estudos serem questionaveis em termos de
desenho do estudo, da avaliacdo dos fenoétipos, dos marcadores de genes analisados e do

tamanho das amostras serem estatisticamente insuficientes.

Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) tém contribuido para a
descoberta de genes responsaveis por diversas doencas e tem permitido investigar

alteracfes moleculares responsaveis por mecanismos patofisioldgicos no contexto de
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doencas humanas complexas. Similar ao estudo de ligacdo genémica ampla, o estudo de
GWAS é uma técnica de hipotese livre que requer a avaliacdo do genoma inteiro com o
objetivo de identificar novos genes ou associacdo de variantes genéticas relacionadas a
uma doenga ou caracteristica, no caso obesidade. Enquanto estudos de ligagdo contam
com a co-segregacdo de loci de cromossomas com a doenca nas familias estudadas
(necessitam ter parentesco familiar), estudos de GWAS vinculam simples associagéo entre
centenas de milhares de variacbes genéticas, geralmente polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) e uma caracteristica ou doenca de interesse. Como ndo necessitam de
parentesco familiar, estudos de GWAS podem usar simplesmente grandes coortes de casos
e controles e assim serem baseado em um maior nimero de amostras que os tipicos casos
baseados em familias. Dois maiores avangos na genética tem permitido este novo
paradigma. Primeiro, o término do projeto genoma humano (The international Human
Genoma Mapping Consortium 2001) e mais recentemente, do HapMap internacional (The
International HapMap Consortium 2007) que aumentaram consideravelmente nosso
conhecimento da heterogeneidade genética. Segundo, devido a grande melhoria da
tecnologia de genotipagem que possibilitou genotipar mais de um milhdo de variantes
geneticas em um Unico experimento. Juntos, estes dois avancos tém permitido a
construcdo de chips de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) que podem apontar
mais de 80% das variagdes genéticas descritas no HapMap (Magi e cols., 2007). Essa
mudanga na capacidade de genotipar tem facilitado o progresso na busca aos genes com
caracteristicas complexas e melhorado nossa compreensao na biologia de muitas doencas

e caracteristicas no seu nivel mais fundamental.
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1.2 Descoberta do FTO como um gene susceptivel a obesidade

Em 2007, dois estudos independentes (Frayling e cols 2007; Scuteri e cols 2007)
utilizando a técnica de GWAS demonstraram uma associacdo significativa de variantes
geneticas comuns (rs9939609, rs9930506, rs9926289, rs8050136) no gene FTO (Fat mass
and obesity associated gene) relacionado com obesidade. Interessante, que no estudo de
Frayling e cols (2007), o FTO foi descoberto através de um estudo de GWAS em
pacientes diabéticos do tipo 2. Um grupo de SNPs comuns no primeiro intron do FTO
mostrou uma forte e altamente significativa associacdo com diabetes tipo 2. Depois de
corrigida para o IMC, a associacdo com diabetes do tipo 2 desapareceu completamente,
sugerindo que a associacdo FTO-Diabetes tipo 2 fosse mediada pelo IMC. O segundo
estudo, de Scuteri e cols (2007), também usando GWAS, investigou uma populacao de

mais de 4.000 individuos da Sardenha demonstrando forte associacao entre FTO e IMC.

A associacdo do FTO e fenoOtipos relacionados a obesidade foram replicadas
posteriormente em varias popula¢des incluindo Caucasianos e Asiaticos (Dina e cols.,
2007; Hinney e cols., 2007; Chang e cols., 2008; Grant e cols., 2008), embora estes dados
ndo tenham sido confirmados em populacbes africanas e em algumas populacdes
ocednicas (Ohashi e cols., 2007; Hennig e cols., 2009). Até o presente momento, ndo ha
relatos da associacdo do FTO com fendtipos relacionados a obesidade em uma populacao

de descendéncia multi-étnica como a populacao Brasileira.

1.3 Descricédo do FTO

O FTO é um gene com nove exons e mais de 400 Kb localizado no braco longo (q)

do cromossomo 16 na posigdo 12.2 (figura 1). Os SNPs identificados nestes estudos estéo
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localizados no primeiro intron do gene, uma regido onde a sequéncia é fortemente
conservada entre as especies. Eles representam um grupo de ao menos 40 SNPs que estdo
altamente correlacionados (desequilibrio de ligagdo r*>0.80 no CEU do HapMap) em

populagdes caucasianas (Loos e cols., 2008).

Figura 1: Localizacdo do gene FTO no braco longo (q) do cromossoma 16 na

posicao 12.2

16q12.2
16q22.2
16q23.3
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1.4 O papel fisiolégico do FTO

Quando a associagao entre 0s SNPs no FTO e IMC foi descoberta (Frayling e cols., 2007;
Scuteri e cols., 2007; Dina e cols., 2007), pouco se sabia da func¢do do produto do gene
FTO. Fto foi identificado pela primeira vez em camundongos pela clonagem posicional
(Peters e cols., 1999) como um dos genes dentro de uma delecédo de 1,6 megabase no
cromossoma 8 responsavel pelo fenétipo de dedos fundidos (Fused toes-FT) (van de
Hoeven e cols., 1994). Entretanto, nenhuma relagdo com obesidade ou magreza foi
demonstrada nesses camundongos. Um fenotipo similar ao do camundongo Ft foi visto em
humanos portando uma pequena duplicacdo do cromossomo 16g12.2, em uma regido que

inclui o gene FTO (Stratakis e cols., 2000).
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O mecanismo pelo qual o gene FTO leva a obesidade é ainda desconhecido (Gerken e
cols., 2007, Sanchez-Pulido e cols., 2007). O gene FTO codifica uma reacdo de
demetilacdo do acido nucléico dependente da 2-oxoglutarato que esta presente em muitos
tecidos e € mais abundante no hipotalamo, onde o centro de controle de equilibrio se
encontra (Frayling e cols., 2007; Gerken e cols., 2007). Estudos em camundongos
mostraram que os niveis de mMRNA do Fto eram regulados pela alimentagéo e pelo jejum,
dados esses que sugeriram uma ligacdo entre FTO e 0 peso corporal e a homeostase de
energia (Gerken e cols., 2007). Cecil e cols. (2008) demonstraram que a predisposicao a
obesidade em humanos ndo parecia estar envolvida na regulacdo do gasto energético
quando avaliado por calorimetria indireta, mas poderia ter um papel no controle da ingesta
alimentar e na escolha dos alimentos (avaliado apds trés refeicdes testes), sugerindo uma
ligacdo a um fendtipo hiperfagico ou a uma preferéncia por alimentos mais ricos em
energia. Desse modo é compreensivel que a atividade de demetilacdo do acido nucléico do
FTO possa regular a expressdo dos genes envolvidos no metabolismo e que a

desregulacéo deste processo possa levar a obesidade.
1.5 A relevancia clinica do FTO

A influéncia isolada do FTO no IMC e no risco de obesidade e sobrepeso é
relativamente modesta, mas consistente através dos estudos realizados em populagdes
Caucasianas. Cada alelo de risco aumenta o IMC em 0.40-0.66 kg/m? ou em 1.3-2.1 kg no
peso corporal para uma pessoa de 1.80 metros de altura (Frayling e cols., 2007; Scuteri e
cols., 2007; Andreasen e cols., 2008). Em homozigose, os alelos de risco promovem um
aumento de 3-4 kg e induzem um aumento de 1.67 vezes no risco de desenvolverem

obesidade quando comparados aqueles que ndo tém os alelos de risco (Frayling e cols.,
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2007; Scuteri e cols., 2007). Criancas e adolescentes apresentam um aumento de 1,27 a
1,35 de serem obesas ou com sobrepeso para cada alelo de risco adicional (Frayling e
cols., 2007). Apesar deste efeito modesto, a importancia do FTO ndo deve ser
subestimada. A frequéncia dos alelos do FTO responsaveis por esse risco aumentado € alta
em populacdes de descendéncia Européia que apresentam 63% da populacdo carreando
pelo menos um alelo de risco e 16% sendo homozigotos para os alelos de risco. Sob o
ponto de vista de perspectiva populacional, 20% dos casos de obesidade entre o0s
caucasianos poderiam ser prevenidos se os efeitos negativos dos alelos de risco do FTO
fossem eliminados (Frayling e cols., 2007; Dina e cols., 2007). Entretanto, esta associacao
ndo significa causa, ja que o estudo de Andreasen e cols. (2008) mostrou que 6000
dinamarqueses homozigotos para os alelos de risco do FTO tiveram esta susceptibilidade
genetica suprimida pela atividade fisica. Assim homozigotos para os alelos de risco do
FTO seriam dois pontos no IMC mais pesados do que os controles se fossem sedentarios
enquanto que os homozigotos fisicamente ativos tinham o mesmo IMC do que os

controles ndo portadores do alelo de risco.

Entretanto, baseado nestes estudos transversais, as variantes do FTO explicam
somente 1-3% da variagdo do IMC (Frayling e cols., 2007; Scuteri e cols., 2007), sendo

necessario continuar a procura por outros genes responsaveis pela obesidade.

1.6 A descoberta do tecido adiposo marrom (TAM)

Dois tipos de tecido adiposo podem ser distinguidos histologicamente e
funcionalmente: tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM). O tecido

adiposo branco tem a funcdo de armazenar o excesso de energia e de liberar hormonios e
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citocinas que modulam o metabolismo corporal e a resisténcia insulinica (Ronti e cols.,
2006). O tecido adiposo marrom, localizado principalmente na regido cervical supra
clavicular e lateral ao musculo esternocleidomastoideo, é especializado na producdo de
calor (Cinti e cols., 2006). O excesso de TAB causa obesidade, enquanto o0 TAM é
importante para modular na forma de termogénese, 0 gasto de energia basal e estimulada,
atraves da expressdo da proteina desacopladora 1 (UCP-1) deste tecido especifico. A
contribuicdo dos mecanismos termorregulatorios para a regulacdo do peso corporal
parecem ser criticos nos animais homeotérmicos (Kozak e cols., 2000). O TAM € o maior
sitio de termogénese (Friihbeck e cols., 2009) e sua disfuncédo leva a obesidade, resisténcia
a insulina e a diabetes ndo insulino-dependente em roedores (Lowell e cols., 1993). E
muito evidente que o TAM tem um importante papel na prevencdo e tratamento da
obesidade e do diabetes e que medicamentos especificos possam induzir o
desenvolvimento do TAM em animais adultos (Lowell e cols., 1993). Rothwell e cols.,
(1983) demonstraram que 50 gramas de TAM estimulados poderiam provocar um
aumento de 20% no metabolismo basal em um adulto humano. Até 2007, acreditava-se
que, em humanos, somente os recém nascidos tinham TAM e que este atrofiava ou
desaparecia na fase adulta, ao contrario dos animais. Portanto, o papel fisiolégico do TAM
em humanos era questionado. Entretanto, evidéncias inesperadas da presenca de TAM
ativo em humanos adultos (Nedergaard e cols., 2007; Cypess e cols., 2009) através da
utilizagdo combinada da tomografia de emissdo de pdsitrons e da tomografia
computadorizada (PET-CT) evidenciaram a presenca de tecido adiposo com elevada
captacdo de '®F-fluorodeoxiglicose (**F-FDG) associado & expressdo imunohistoquimica

da UCP-1 (Zingaretti e cols., 2009; Cypess e cols., 2009).
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1.7 Descricao do gene da proteina desacopladora 1 (UCP-1)

Até 0 momento (tabela 1), foram descritas cinco proteinas desacopladoras (UCP-1,

UCP-2, UCP-3, UCP-4 e BMCP-1).

Tabela 1: Papel demonstrado e proposto das proteinas desacopladoras (Nubel

e cols., 2006 modificado).

UCP1 UCP2 UCP3 UCP4 BMCP1
Principal TAM Onipresente Mdsculo esquelético Sistema nervoso cérebro
localizagdo central
Papel Termogénese Secrecdo de insulina Termogénese Termogénese Termogénese
fisiolégico
Limitacéo de Termogénese? Limitacdo de ROS? e Limitacdo de ROS? e  Limitacdo de ROS? e
ROS? ATP? ATP? ATP?
Limitacdo de ROS? e ATP?
Metabolismo de acidos
graxos?
Implicacédo Intoleranciaao  Regulacéo da atividade inflamatéria? Obesidade? Neuromodulagéo? Sinalizagéo do sistema
patoldgica frio nervoso central via
Protecéo contra aterosclerose, Efeitos pro-apoptéticos?  Neuroprotegdo contra  ROS?
obesidade envelhecimento e diabetes? apoptose?

Progressdo do cancer?

Neuroprote¢ao?

Progresséo do cancer?

ATP= Adenosina trifosfato; TAM= Tecido Adiposo Marrom; ROS= Espécies reativas de oxigénio; UCP= Proteina desacopladora; ?= papel proposto

A UCP-1 é uma proteina de 32 kilodaltons localizada na membrana interna das

mitocondrias. O seu gene esta localizado no cromossoma 4q31(figura 2) e tem 6 exons

(Shin e cols., 2005).
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Figura 2: Mapa da regido da UCP1 na posic¢édo 4g28-q31 (Jia e cols., 2010)
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1.8 O papel fisioldgico da proteina desacopladora 1 (UCP-1)

A UCP-1 é abundante na membrana interna mitocondrial do tecido adiposo
marrom (TAM) e atua como um transportador de protons (figura 3), desacoplando a
cadeia transportadora de elétrons da fosforilagdo oxidativa evitando assim a sintese e 0
armazenamento de ATP e assim dissipando energia como calor (Argiles e cols., 2002;

Cinti e cols., 2006).

Figura 3: llustracdo esquematica de como o tecido adiposo marrom gera
calor: A UCP-1 na célula adiposa marrom permite a saida (vazamento/escape) dos
protons (H") gerados na cadeia respiratéria através da membrana interna da
mitocondria, quando ativado pelo frio e pela dieta, diminuindo, portanto o gradiente
de prétons (H™) necessario para a sintese de ATP, dissipando esta energia na forma

de calor (Nedergaard e cols., 1992; Jia e cols.,2010)
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A condutancia normalmente baixa de prétons € elevada, resultando em uma
aceleracdo da respiracdo mitocondrial. A dissipacdo do gradiente eletroquimico de prétons
leva a uma respiracdo desacoplada e a produgdo de calor, principal fungdo do TAM
(Nicholls e cols., 1984). A expressdo da UCP-1 é fortemente induzida quando a
termogénese € induzida (Ricquier e cols.,, 1986) e tem um papel importante na
termogénese, no gasto energético e também na patogénese da obesidade e das desordens
metabolicas em humanos (Bouillaud e cols., 1988; Garruti e cols., 1992; Lowell e cols.,

1997).

1.9 A relevancia clinica da UCP-1

27



Embora a quantidade de TAM seja reduzida em humanos adultos, ela é
responsavel por 1-2% do gasto energético, prevenindo o ganho de peso de 1-2 kg/ano
(Bouillaud e cols., 1988; Lean e cols., 1989; Klaus e cols., 1991). Até o0 momento, muitos
estudos de associacdo tém sido conduzidos em varias populacGes para elucidar a
associacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) da UCP-1 com fendtipos
relacionados a obesidade. Oppert e cols. (1994) estabeleceram uma relacdo entre o
polimorfismo A-3826G do gene da UCP-1 e a capacidade de se ganhar peso em
individuos canadenses e Clément e cols. (1996) fizeram o mesmo em Franceses.
Entretanto, estes resultados ndo foram reproduzidos em populagcdes Holandesa (Van
Rossum e cols., 2002) e Polonesa (Kiec-Wilk e cols., 2002). Varios SNPs da UCP-1 tem
sido descritos como associados a fenotipos de obesidade, doencas relacionadas a diabetes,
dislipidemia e ganho de peso ou IMC (Hammann e cols., 1998; Heilbronn e cols., 2000;
Kim e cols., 2005).

A associacgdo destes polimorfismos do gene do FTO e da UCP-1 com o fenotipo de
obesidade, fatores de risco cardiovascular e sua ancestralidade genomica biogeogréafica

numa  populacdo  multi-étnica  como a Brasileira ndo foi relatada.
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2.0 Objetivos

1. Avaliar a associacdo entre o polimorfismo do gene do FTO(rs9939609) com
obesidade extrema e com fatores de risco cardiovascular numa populagédo
multi-étnica.

2. Avaliar a associacdo entre o polimorfismo do gene da UCP-1(rs6536911,
rs22705565 e rs12502572) com obesidade extrema e com fatores de risco
cardiovascular numa populagdo multi-étnica.

3. Avaliar se ha efeito sinérgico entre os polimorfismos

4. Avaliar se ha diferenca na ancestralidade genomica biogeogréafica da populacao

brasileira com obesidade extrema e nos controles.
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3.0 Materiais e Métodos

3.1 Selecéo de pacientes:

Todos os individuos obesos que participaram do estudo eram pacientes do
ambulatorio de obesidade e cirurgia Baridtrica do Hospital Felicio Rocho. Foram
selecionados consecutivamente 126 individuos com IMC de 42.9 + 5.6 Kg/m? e com idade
média de 40.3 £ 12.7 anos, que apresentavam critérios para cirurgia bariatrica (obesidade

grau Il ou obesidade grau 11 com co-morbidades associadas).

Cento e treze individuos de peso normal ou leve sobrepeso (IMC 22.6 + 3.5
Kg/m?) e com idade de 50.0 + 17.1 anos, também selecionados consecutivamente,
formaram o grupo controle, com o objetivo de comparar os polimorfismos do FTO e
UCP-1 estudados tanto numa populagdo obesa quanto numa populacao de peso normal. A
altura e o peso foram medidos com os individuos utilizando roupas leves e sem sapatos € 0
IMC foi calculado atraves do peso em Kilogramas dividido pelo quadrado da altura em
metros. A cintura foi medida em centimetros e a pressao arterial foi aferida através de
esfigmandmetro e medida em mmHg. Foram colhidas amostras de sangue dos pacientes

para dosagem de glicose, colesterol fracionado, triglicérides e para extracdo do DNA.

3.2 Técnica da coleta do sangue periférico:

Amostras de sangue venoso periférico foram colhidas em todos os 239 participantes

do estudo apos prévio consentimento formal, e armazenadas em tubos do tipo “Falcon” a
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-80%, até 0 momento da extragdo do DNA. A quantidade total de sangue coletada de cada
individuo foi de 15 mililitros (ml) em tubos contendo EDTA 10% como anticoagulante. A
extracdo do DNA foi realizada no laboratério de Genética Molecular da Universidade

Federal de Minas Gerais.

3.3 Isolamento do DNA gendémico para o estudo de polimorfismos:

Ap0s a coleta de sangue periférico, o DNA foi isolado e purificado através da técnica

de alta concentracdo salina (Lahiri & Nurnberger, 1991), que, resumidamente, incluem:

1. Lise das celulas (leucdcitos);

2. Remocéo das proteinas por extracao;

3. Precipitacdo do DNA total pelo etanol;

4. Dissolucdo do DNA em tampao contendo EDTA.

5. Quantificacdo do DNA obtido e dilui¢do para 50ng/uL.

6. Genotipagem.

3.4 Genotipagem por Realtime PCR:

No presente estudo foi analisado o polimorfismo de nucleotideo Unico
(single nucleotide polimorphism-SNP) mais comum do Fat mass and Obesity (FTO) e trés
SNPs da proteina desacopladora-1 (uncoupling protein-1/ UCP-1). O SNP rs9939609 do
FTO e 0s SNPs rs6536911, rs22705565 e rs12502572 da UCP-1 foram genotipados pelo

ensaio Tagman® de discriminacéo alélica (Applied Biosystems, Foster City, CA). A PCR
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foi realizada numa placa de 96- Wells (canaletas) num volume de 10ul de reacéo,
utilizando 10ng de DNA gendmico e sondas alélicas FAM/VIC dye. A reagdo foi
realizada por 15 minutos a 95°c, e 40-50 ciclos por 15 segundos a 95°% e a 60°c por 45
segundos no Fast Thermocycler ABI 9800 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A
placa do ensaio Tagman foi transferida para o sistema ABI 7500 Fast Real Time PCR no
qual a intensidade do fluor6fo em cada canaleta da placa foi detectada. Os gendtipos
foram analisados usando o Sequence Detection Software versdo 1.3. O controle de
qualidade da genotipagem incluia em cada placa de 96 canaletas, controles positivos e
negativos além de 10% de genotipos duplicados para checar a acuracia da genotipagem. O
sucesso da genotipagem foi de 99.5% e a acuracia determinada pela concordancia entre as

duplicatas foi de 100%.

Em adicdo, cada amostra foi genotipada para 40 pequenos polimorfismos de
insercdo/delecdo bialélicos (indels) para estabelecer a ancestralidade da populagdo
estudada (Bastos-Rodrigues e cols., 2006). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG (ETIC 269/06). Todos os individuos assinaram um termo de

consentimento (Anexo) esclarecendo todos os detalhes do estudo.
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3.5 Analise estatistica

O desvio da freqliéncia alélica do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi testado
para todos 0os SNPs para verificar se as amostras das populacdes de casos e controles
estavam em equilibrio com o que seria esperado para estas populacGes multiétnicas, ou
seja, para avaliar se elas seriam representativas da populacdo estudada. Em adigéo, o
padrdo de LD entre os trés SNPs estudados no gene da UCP-1 foi testado utilizando o
programa do Haploview com o objetivo de avaliar se estes polimorfismos caminhavam
juntos ou se tinham comportamentos diferentes. O teste de 1000 permutacdes foi realizado
para 0s SNPs testados proximos a UCP-1 para confirmar os dados encontrados no
Haploview. O programa Unphased foi utilizado para avaliar a frequéncia alélica e
genotipica. Na tabela 2, o valor de p foi analisado usando o Mann-Whitney U test. O
programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para determinar se ha sinergismo entre os SNPs
do FTO e UCP-1. Foi utilizado o programa Structure para estimar a propor¢cdo de
ancestralidade européia, africana e amerindia de cada grupo e o software Unphased para
analisar os polimorfismos e sua associagdo com obesidade, diabetes e dislipidemia,
hipertensdo. As variaveis binarias foram comparadas com as varidveis categoricas com o
teste do Qui-quadrado de Yates ou teste exato de Fisher. As comparaveis categoricas e as
caracteristicas quantitativas foram realizadas pelo teste t-Student (homocedasticidade) ou
Mann-Whitney. Foi realizada uma analise multivariada (ANOVA) de todas as variaveis
com significAncia estatistica na analise univariada. Para comparagdo, foi utilizado um

valor de p <0.05 para alcance de significancia estatistica.
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4.0 Resultados

As caracteristicas clinicas dos 239 participantes do estudo estdo demonstradas na

tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes obesos e controles. Média + desvio

padrao.
Medidas Antropométricas Obesos Controles P valor
n=126 n=113
Idade (anos) 40.3+12.7 50.0+17.3 <0.0001
Sexo (M/F) 21/105 20/93 0.355
Altura (m) 1.63 +0.09 1.60 £ 0.09 0.038
Peso (kg) 115.0+214 58.31+10.4 <0.0001
IMC (kg/m®) 42.9+5.6 226+35  <0.0001
Cintura (cm) 119+ 13 79+12 <0.0001
Dislipidemia (%) 54.9 46 0.631
HDL (mg/dl) 51+12 47 + 15 0.0248
LDL(mg/dl) 121+ 35 125+ 34 0.3355
Triglicérides (mg/dl) 151 +91 134 + 65 0.3075
Diabetes (%) 17.2 11.4 <0.0001
Glicose (mg/dl) 105 + 42 89+21 <0.0001
Hipertensao (%) 40.9 21.2 0.0005
Presséo arterial sistolica 136 £ 14 131+ 18 0.0016
(mmHg)
Pressdo arterial diastdlica 87+9 82+9 <0.0001

(mmHg)
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Foram analisados 126 pacientes obesos com indice de massa corporal (IMC) de
42.9 + 5.6 kg/m? com idade média de 40.3 + 12.7 anos e 113 pacientes com IMC de 22.6
+ 3.5 kg/m? e com idade média de 50.0 + 17.1 anos. Foi genotipado um polimorfismo
(single nucleotide polimorphism/ SNP) no gene FTO (rs9939609) e 3 SNPs (rs6536911,
rs22705565 e rs12502572) no gene da UCP-1 (Proteina descopladora-1). Todos o0s
polimorfismos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (valor P 0.88, 0.12, 0.35 e 0.49

para rs9939609, rs6536911, rs22705565 e rs12502572 respectivamente).

A fregiéncia do alelo menor (MAFs) observada neste estudo foi de 0.435, 0.383,
0.056 e 0.480 para rs9939609, rs6536911, rs22705565 e rs12502572, respectivamente e
foi similar a freqliéncia encontrada na populacédo listada no HapMap CEU (0.492, 0.540,

0.107 e 0.485, respectivamente).

Como mostrado na tabela 3, o SNP do FTO rs9939609 e o SNP rs6536911 da
UCP-1 tiveram uma associacéo significativa com a obesidade (p=0.04 e p=4.09967¢ %
respectivamente). N&o houve diferenca estatistica com relagdo ao sexo (p=0.355). Apds
um processo de selecdo de covaridveis para ajuste do modelo de regressdo logistica

tivemos a confirmacéo da associacdo do SNP do FTO rs9939609 (p=0.042) e do SNP

rs6536911 da UCP-1(p<0.001) com o IMC.

35



Tabela 3: Associacdo entre FTO rs9939609, UCP-1 rs6536911, UCP-1 rs22700565

UCP-1 rs12502572 com a obesidade e o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

Gendétipo Casos (126)  Controles (113) p OR 95% ClI HWE
n % n %
rs 9939609 (FTo)
Gendétipo
TT 34 27 41 36 0.04 1 - 0.88
TA 60 48 57 50 1.27 0.71-2.27
AA 32 25 15 13 2.57 1.2-3.52
Alelo
T 128 51 139 62 0.02 1 -
A 124 49 87 38 1.55 1.07-2.23
rs6536911 (ucp-1)
Genotipo
TT 10 8 17 15 4.09967¢ % 1 - 0.12
TC 87 69 42 37 3.52 1.48-8.35
CcC 29 23 54 48 0.91 0.37-2.25
Alelo
T 107 42 76 34 0.046 1 -
C 145 58 150 66 0.69 0.47-1.0
rs2270565 (ucp-1)
Genotipo
TT 109 87 104 92 0.25 1 - 0.35
TA 16 13 9 8 1.70 0.72-4.01
AA 1 1 0 0 2.968e+%"  1.1e+%%.7.9e+%
Alelo
T 234 93 217 96 0.13 1 -
A 18 4 9 4 1.86 0.82-4.21
rs12502572 (ucp-1)
Genotipo
GG 40 32 46 41 0.35 1 - 0.49
GA 61 48 47 42 1.49 0.84-2.64
AA 25 20 20 18 1.44 0.70-2.97
Alelo
G 141 56 139 62 0.22 1 -
A 121 44 87 38 1.26 0.87-1.81

Nas tabelas 4 e 5 sdo demonstradas as caracteristicas das populagdes de obesos e

controles de acordo com o gendtipo do FTO rs9939609 e UCP-1 rs6539911,

respectivamente.
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Tabela 4: Caracteristicas clinicas da populacéo estudada de acordo com o genoétipo

do FTO rs9939609

idade peso altura cintura IMC HDL LDL TG PAS PAD Glicose

Obeso TT 37.7 115.8 163.3 116.5 43.1 52.8 126.2 149.9 137.1 86.2 109.9
dp 13.3 25.2 10.2 14.2 6.0 16.2 33.9 101.2 14.7 7.3 58.8
Obeso TA 42.6 115.8 163.2 122.0 43.3 51.1 126.2 161.0 135.2 86.3 105.4
dp 12.6 19.4 8.1 12.8 5.7 10.9 34.0 98.7 14.0 8.9 40.3
Obeso AA 38.8 112.7 163.8 117.4 41.8 49.8 107.6 134.3 136.3 87.3 99.0
dp 12.1 21.2 9.2 12.3 4.8 10.1 334 59.9 13.4 9.5 20.0
Controle TT 53.3 56.4 160.3 77.4 21.9 46.0 119.3 143.9 130.0 80.4 91.1
dp 17.6 10.7 8.9 11.1 34 12.3 33.9 63.9 18.5 9.6 28.1
Controle TA 49.8 60.2 160.2 81.7 234 48.4 129.4 1245 131.8 81.9 85.1
dp 15.8 11.0 8.2 12.4 3.7 16.1 33.3 66.9 18.0 8.8 13.9
Controle AA 41.7 56.0 160.6 72.6 21.8 45.9 126.8 136.4 130.3 82.9 93.0
dp 20.2 5.3 10.8 10.4 2.1 17.9 35.5 64.3 15.0 6.5 18.0

(dp:desvio padréo, IMC: Indice de massa corporal, PAS: Presséo arterial sistolica, PAD: Presséo arterial diastolica)

Tabela5: Caracteristicas Clinicas da populacdo estudada de acordo com o genotipo

do UCP1 rs6536911

idade peso altura cintura IMC HDL LDL TG PAS PAD Glucose

Obeso TT 40.5 124.2 164.3 124.6 45.6 47.2 113.1 142.1 131 83.5 98.5
dp 9.5 29.4 10.1 17.5 7.9 6.2 30.1 48.1 8.8 6.7 15.8
Obeso TC 39.8 114.6 163.6 119.7 42.6 50.6 119.6 154.0 137.4 87.2 107.7
dp 12.6 20.9 8.8 12.0 5.5 13.2 35.7 96.7 14.1 8.7 48.6
Obeso CC 41.9 113.0 162.4 116.5 42.7 54.4 129.3 145.4 133.4 85.7 98.9
dp 14.2 20.0 8.9 14.8 4.7 10.7 321 85.7 14.5 8.9 23.2
Controle TT 51.2 64.0 161.0 85.8 24.7 54.8 134.1 127.5 135.7 81.6 80.0
dp 16.3 9.7 6.1 11.9 3.4 15.0 39.1 52.4 21.7 6.3 12.6
Controle TC 52.1 58.0 158.4 81.2 23.0 42.3 133.4 157.6 134.2 83.3 91.1
dp 15.0 9.7 8.0 10.8 3.1 11.9 35.8 67.7 17.8 9.2 27.3
controle CC 48.0 56.6 161.6 74.4 21.7 49.3 113.1 110.4 126.9 80.1 89.3
dp 19.3 10.7 9.8 11.6 3.5 16.4 25.6 59.5 15.7 9.1 14.9

(dp:desvio padréo, IMC: Indice de massa corporal, PAS: Presséo arterial sistolica, PAD: Presséo arterial diastolica)

Ja os dois outros SNPs da UCP-1 ndo demonstraram associacdo significativa com a

obesidade (Tabela 2: p=0.25 e p= 0.35 respectivamente). Foi observado no grupo controle
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um aumento do peso e do IMC proporcional a presenca de alelos afetados para o

polimorfismo do gene UCP-1 rs6536911 (figura 4).

Figura 4: Associacdo entre 6536911 e IMC no grupo controle. TT alelo afetado em

homozigose, TC alelo afetado em heterozigose e CC alelo nativo.

Associacao entre rs6536911 e IMC no grupo controle

p=0.001 ‘

IMC (Kg/m?)

TT TC CC

rs6536911

Houve também uma associacdo significativa entre os SNPs rs9939609 e rs6536911
com a presenca de Diabetes melitus (p=0.05 e p=0.01, respectivamente), mas esta
associacdo ndo permaneceu significativa apos a estratificacdo do IMC. Também foi
observada uma associacdo significativa entre o SNP rs6536911 e hipertensdo arterial
(p=0.003), mas novamente, apés a estratificacdo do IMC essa relacdo ndo permaneceu
significativa. Ndo houve associacao de nenhum dos SNPs estudados com o diagnostico de

dislipidemia e sindrome metabdlica. Apesar dos SNPs rs99399609 (FTO) e rs6536911
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(UCP-1) estarem associados individualmente com a obesidade, ndo foi observado uma
relacdo significativa de sinergismo entre eles. Dos 126 pacientes obesos que se
submeteram a cirurgia bariatrica, obtivemos dados da variacdo de peso apds 1 ano de 94
pacientes. Houve uma perda média de 41.5kg, mas nédo se observou associacao estatistica
entre 0s SNPs rs99399609 (FTO) e rs6536911 (UCP-1) com esta variacdo do peso
(p=0.410 e p=0.394 respectivamente). Na figura 5, observamos que ha um desequilibrio
de ligacdo entre 0 SNP rs6536911 e os dois outros SNPs da UCP-1 (rs22705565 e

rs12502572).
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Figura 5 Representacdo da estrutura de desequilibrio de ligacdo (LD) através do
gene da UCP-1. A parte superior do painel mostra a localizagdo dos 3 polimorfismos do gene
da UCP-1 e o painel inferior mostra os resultados do Haploview. A LD esta representada em
cada quadrado (com os valores D'escritos dentro do quadrado) representando uma
comparacédo da relacdo de desequilibrio de ligacdo entre os 2 SNPs. Os quadrados indicam
um desequilibrio de ligacdo estatisticamente significativa entre o par de SNPs quando
medido pela estatistica D*. Cores mais escuras de vermelho indicam valores maiores de D',
até o maximo de 1 e o quadrado branco indica a comparagdo com D" de valor de <1 sem
evidéncia estatistica de desequilibrio de liga¢do (LD). Os blocos gerados estdo marcados sob
intervalo algoritmico do Haploview. Os rs2270565 e rs12502575 tém o mesmo desequilibrio
de ligacdo e, portanto tem o mesmo comportamento numa divisdo celular, diferente do que

acontece com 0 rs6536911.

———
s
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rs12502572

Block 1 (1 kh)
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O componente ancestral de cada individuo foi calculado através da genotipagem
dos indels. Para o grupo de obesos, a proporcdo de ancestralidade européia, africana e
amerindia foi de 0.872 + 0.021, 0.087 + 0.017 e 0.039 + 0.092 (média + dp),
respectivamente, enquanto que no grupo controle foi de 0.928 + 0.012, 0.037 + 0.006 e
0.033 + 0.061, respectivamente. Ndo houve diferenca significativa na ancestralidade
gendmica entre os dois grupos (Figura 6).

Figura 6: Proporc6es gendmicas dos componentes de ancestralidade
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5.0 Discussao:

S&o descritas numerosas variantes genéticas em associacdo com obesidade ou
fendtipos relacionados a obesidade, mas apenas algumas destas variantes tém sido
replicadas (loannidis e cols., 2001, Yang e cols., 2007). A falta de replicacdo tem sido um
grande desafio nos estudos de associagdo genética de obesidade.

Neste trabalho, foi confirmada a associacdo da variante rs9939609 do FTO com o
IMC numa populacdo de Brasileiros de descendéncia multi-étnica. A populacdo obesa que
era homozigota para o alelo de risco pesava 3.1kg e 1.3 kg/m* a mais do que aqueles que
eram homozigotos para o alelo protetor como demonstrado por Frayling e cols (2007).
Eles (Frayling e cols., 2007) identificaram 10 diferentes SNPs no primeiro intron do gene
do FTO que estdo altamente correlacionados com a obesidade, sendo o rs9939609, o seu
representante principal. Interessante que este estudo demonstrou uma forte e altamente
significativa associacdo com diabetes tipo 2. Entretanto, depois de corrigida para o IMC, a
associagdo com diabetes do tipo 2 desapareceu completamente, sugerindo que a
associacdo FTO-Diabetes tipo 2 fosse mediada pelo IMC. No nosso trabalho, também néo
evidenciamos associacdo do FTO com diabetes tipo 2 ou com os outros fenotipos
relacionados a obesidade nas andlises quantitativas, principalmente apds a estratificagdo
para o IMC (ou seja, ndo houve correlagdo com diabetes, HAS, dislipidemia na auséncia

de obesidade) .

Ao analisarmos nossos dados do estudo de ancestralidade, percebemos que a nossa
populacdo, apesar de ser multi-étnica, apresentou grande influéncia da popula¢éo Européia

(mais de 85%) e com uma MAF semelhante ao do HapMap CEU justificando um efeito
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do FTO semelhante ao encontrado em populagdes de descendéncia européia (Boardman e
cols., 2010). A associacdo do gene do FTO com a obesidade em humanos € robusta nas
populacdes de descendéncia Européia (Dina e cols., 2007; Frayling e cols., 2007; Scuteri e
cols., 2007). Estes autores demonstraram uma associacao significativa de variantes
geneticas comuns (rs9939609, rs9930506, rs9926289, rs8050136) no gene FTO
relacionado com obesidade. Porém, até o momento, resultados negativos tém sido
observados em populacdes ndo Européias (Ohashi e cols., 2007; Horikoshi e cols., 2007,
Li e cols., 2008). Estes autores estudaram populacfes oceanicas, japoneses e chineses Han
respectivamente e ndo encontraram associacdo do FTO com obesidade. Recentemente Liu
e cols (2010) demonstraram em 1978 jovens que 0 rs9939609 esta associado com o IMC e
a circunferéncia abdominal, mas ndo com o consumo de energia € o nivel de atividade
fisica tanto em europeus como em afro-americanos. Embora a arquitetura genética do loci
do FTO ndo tenha sido desvendada em grande detalne em varias dessas populagdes,
evidéncias estdo emergindo de que o0 rs9939609 pode estar em elevado desequilibrio de
ligacdo com uma variante casual em populacdes de descendéncia Européia, mas que este
desequilibrio de ligacdo pode ser quebrado em outras descendéncias ou grupos étnicos,

tais como os negros (Grant e cols., 2008).

Na literatura, o efeito do SNP do FTO no IMC também é modesto com o0s
individuos homozigéticos para o alelo de risco pesando 3kg a mais do que aqueles que sao
homozigdticos para o alelo protetor (Frayling e cols., 2007). Como impacto do ponto de
vista de saude publica das associa¢fes observadas, a elevacdo de 1 unidade no IMC tem
sido associada a um aumento de 8% no risco de doenca coronariana (Li e cols., 2006) e 0

excesso de peso na meia idade tem sido associada a aumento de mortalidade geral (Adams
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e cols., 2006). Entretanto, esta associacdo ndo significa causa, j& que no estudo de
Andreasen e cols (2008) demonstrou-se que 6000 dinamarqueses portadores
homozigoticos para os alelos de risco do FTO tiveram esta susceptibilidade genética
suprimida pela atividade fisica. Assim homozigotos para os alelos de risco do FTO eram 2
pontos no IMC mais pesados do que os controles se fossem sedentarios enquanto 0s
homozigotos fisicamente ativos tinham o mesmo IMC do que os controles ndo portadores
do alelo de risco. Outros autores, como Rampersaud e cols (2008) e Ruiz e cols (2010)
também demonstraram através de um acelerdmetro que a atividade fisica poderia
neutralizar os efeitos génicos do FTO no IMC. Isto teria uma implicacdo pratica no futuro
onde, as pessoas portadoras do SNP do FTO poderiam ser estimuladas a préatica de
atividade fisica como forma de inativar o efeito genético obesogenico deste SNP. N&o foi
avaliado o nivel de atividade fisica na nossa populacdo e isto poderia ser considerado uma
limitacdo na analise de nossos dados. A associacdo SNP-IMC fica dentro de um bloco de
47 kilobase (Kb) em desequilibrio de ligacdo compreendendo partes dos primeiros dois
introns e do exon 2 do gene do FTO. Assim, o sinal da associacdo pode ser devido a
correlacdo entre a variante intrénica do SNP do FTO e uma variante em outro lugar
qualquer no gene ou nos outros genes controladores (Frayling e cols., 2007). O
mecanismo preciso pelo qual gene FTO induz ao desenvolvimento da obesidade ndo esta
bem estabelecido (Gerken e cols., 2007; Sanchez-Pulido e cols., 2007). Cecil e cols (2008)
demonstraram através de refeicGes padronizadas que a predisposi¢do para a obesidade ndo
parece estar envolvida na regulagdo do gasto energético, mas tem um papel no controle da
ingesta alimentar e na escolha dos alimentos sugerindo uma ligagdo para hiperfagia ou
para a ingestdo de alimentos ricos em calorias. Eles demonstraram um aumento do

consumo de alimentos associado com o alelo de risco, ou seja, a presenca do alelo do
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rs9939609 afetava o consumo de energia independente da ingesta anterior a refeicéo teste,
mesmo apos correcdo para idade e IMC. Estas observagdes ndo puderam ser explicadas
pela presenca de outliers, ja que a analise paramétrica do consumo total de energia

promoveu resultados similares (Cecil e cols., 2008).

Entretanto, baseado nestes estudos transversais, as variantes do FTO explicam
somente 1-3% da variagdo do IMC (Frayling e cols., 2007; Scuteri e cols., 2007), sendo

necessario continuar a procura por mais genes que afetam a obesidade.

No presente estudo, também foram investigados os efeitos dos SNPs do gene da
UCP-1 na obesidade e fendtipos relacionados a obesidade entre pessoas brasileiras. Os
achados demonstram uma associacao significativa entre o polimorfismo (SNP) rs6536911
com a obesidade, mas ndo com os SNPs rs2270565 e rs12502572. Novamente, apds a
estratificacdo do IMC, ndo houve associacdo entre 0 SNP rs6536911 e diabetes tipo 2 ou
com hipertensdo. De modo interessante, o efeito do rs6536911 foi maior que o efeito do
FTO em nossa populacdo, com os individuos homozigotos para o alelo afetado pesando
em média 3kg/m® a mais que os homozigéticos para o alelo protetor. Uma das explicacdes
para 0 ndo efeito dos SNPs rs2270565 e rs12502572 seria a MAF muito pequena do
primeiro (0.056) na populacdo estudada e por eles estarem em outro desequilibro de
ligacdo em relacdo com o SNP rs6536911 que mostrou associacdo, justificando

comportamentos diferentes entre eles.

Numerosos genes candidatos parecem determinar fatores genéticos implicados na
patogénese da obesidade, desordens metabolicas relacionadas e diabetes. A contribuigdo

dos mecanismos termorregulatdrios para a regulacdo do peso corporal parecem ser criticos
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nos animais homeotérmicos (Kozak e cols., 2000). Silva e cols (1997) demonstraram que
a termogenese no TAM ¢ devido a UCP-1, onde a expressdo do gene é aumentada pelo
frio, pela estimulacdo adrenérgica, pelos 33 agonistas e pelos hormdnios tireoidianos. Por
estes fatores, a UCP-1 foi considerada ser um destes genes candidatos. O gene da UCP1
tem sido descrito ter um papel importante na termogénese e no gasto energético e é
implicado na patogénese da obesidade e desordens metabdlicas em humanos (Bouillaud e
cols., 1988; Garruti e cols., 1992; Lowell e cols., 1997). Embora a quantidade de TAM
seja reduzida em humanos adultos, ela ainda € responsavel por 1-2% do gasto energético,
prevenindo o ganho de peso de 1-2 kg/ano (Bouillaud e cols., 1988; Lean e cols 1989;
Klaus e cols., 1991). Até o momento, muitos estudos de associacdo também foram
conduzidos em varias populacbes para elucidar a associagdo de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) da UCP-1 com fenétipos relacionados a obesidade. Oppert e
cols (1994) estabeleceram pela primeira vez uma relacdo entre o polimorfismo -3826- do
gene da UCP-1 e a capacidade de se ganhar peso em individuos canadenses e Clément e
cols (1996) fizeram o mesmo em Franceses. Eles ndo observaram uma diferenca
significativa entre os obesos mérbidos e os ndo obesos quanto a presencga do polimorfismo
A-3826G do gene da UCP-1, entretanto, na populacéo obesa mérbida a presenca deste esta
associado a um maior ganho de peso na vida adulta. Tem sido relatado que varios SNPs
estdo associados com fenodtipos de obesidade, doencas relacionadas a diabetes,
dislipidemia e ganho de peso ou IMC (Hamann e cols., 1998; Heilbronn e cols., 2000;
Kim e cols., 2005). Hamann e cols (1998) observaram em alemdes uma frequéncia maior
do polimorfismo Ala64Thr em 293 criancas e adolescentes obesas quando comparadas

com 134 individuos magros. Ja Heilbronn e cols (2000), estudaram 526 mulheres
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australianas com sobrepeso e obesidade e concluiram que a presenca do polimorfismo A-
3826G do gene da UCP-1 aumentava a suscetibilidade para a obesidade indicando que a
UCP-1 poderia estar envolvida na regulacdo do peso corporal. Kim e cols (2005)
descreveram pela primeira vez, o polimorfismo A-1766G que esta 2kb abaixo do
polimorfismo A-3826G, mas sem nenhuma ligagéo entre eles, em 397 mulheres Coreanas
e acharam que o haplotipo GG foi significativamente associado com um aumento na
gordura corporal. Entretanto estes resultados ndo foram reproduzidos em uma populagéo
Holandesa (van Rossum e cols., 2002) e Polonesa (Kiec-Wilk e cols., 2002). van Rossum
e cols (2002) compararam 286 holandeses de 20-40 anos que ganharam uma média de
12.8kg (5.5kg-47kg) durante uma média de seguimento de 6.8 anos com 296 holandeses
que permaneceram com 0 peso relativamente constante pelo mesmo periodo de tempo e
eles ndo conseguiram determinar uma associacdo do polimorfismo A-3826G do gene da
UCP-1 com o ganho de peso. Kiec-Wilk e cols (2002) estudaram 118 poloneses com
sobrepeso/obesidade e eles ndo demonstraram um papel significativo do polimorfismo A-
3826G do gene da UCP-1 com o desenvolvimento de obesidade ou de disturbios do
metabolismo da glicose, mas observaram uma relagdo com um aumento dos niveis de
triglicérides e reducdo do HDL colesterol. Possivelmente, as diferentes caracteristicas
metodoldgicas entre os estudos ou os diferentes tipos étnicos ou fatores ambientais e

culturais expliquem estas divergéncias (Boardman e cols., 2010).

Demonstramos que os polimorfismos rs9939609 do gene do FTO e rs6536911 do
gene da UCP-1 aumentaram significativamente o risco de obesidade, mas ndo o risco de
fendtipos relacionados a obesidade na populagdo brasileira. Apesar dos SNPs rs9939609

do gene do FTO e rs6536911 do gene da UCP-1 estarem associados individualmente com
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a obesidade, ndo houve efeito sinérgico entre eles. Uma amostragem maior da populagéo
poderia evidenciar este sinergismo ou, caso contrario, pelo fato de estarem em
cromossomos diferentes ndo teriam correlagdo. Também ndo observamos um efeito dos
SNPs rs9939609 do gene do FTO e rs6536911 do gene da UCP-1 com relagéo a variagédo
de peso em um ano dos 94 pacientes obesos que se submeteram a cirurgia bariatrica. Os
SNPs rs2270565 e rs12502572 do gene da UCP-1 ndo apresentaram correlacdo com a
obesidade ou fenotipos relacionados a obesidade. Neste caso, a explicacdo mais provavel
seria MAF muito pequena para ser representativa (quanto menor a freqiiéncia do alelo
menor (MAF), maior a necessidade de uma grande amostragem para determinar
significancia) ou simplesmente devido a falta de correlagdo destes SNPs com uma

populacdo multi-étnica como a brasileira.

Brasileiros formam uma populacdo heterogénea, que é o resultado de cinco séculos
de cruzamentos étnicos entre pessoas de trés continentes: os colonizadores Europeus,
principalmente representados pelos Portugueses, o0s escravos africanos e 0s Amerindeos
nativos. Estes trés grupos tém se misturado continuamente de modo que ha uma
correlacdo muito pequena entre a cor da pele e a ancestralidade no Brasil (Parra e cols.,
2003). Embora com maior representatividade da descendéncia Européia, a diferenca nas
proporcOes de ancestralidade gendmica entre 0s obesos e controles ndo foi significativa.
Estes dados foram semelhantes aos resultados encontrados em uma populagdo de Minas
Gerais (Pena e cols., 2009). A presenca dos controles genémicos ajuda a excluir possiveis
explicacOes alternativas com relacdo a influéncia da ancestralidade racial ou étnica entre
0s casos e controles (Boardman et al., 2010). Estes achados trazem importantes questdes

na epidemiologia genética e social da obesidade.
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Apesar do recente sucesso em identificar variantes genéticas relacionadas a
obesidade usando o método de GWAS, esta bem estabelecido que tais variantes nédo
causam obesidade sem o individuo ser exposto a um ambiente obesogénico e que o
mesmo seja sedentario. Também, somente uma pequena fracdo da contribuicdo genética
da obesidade tem sido descoberta até o0 momento (Frazer e cols., 2009). Frazer e cols
demonstraram que os estudos de GWAS ndo capturam informacdes sobre as variantes
raras e tém limitado poder estatistico para detectar pequenas interacfes gene-gene e gene-
ambiente. Estas complexas interacGes entre os fatores genéticos e ambientais podem estar
mascarando os efeitos de variantes genéticas especificas. Além do mais, mais estudos sao
necessarios e com maior numero de pacientes para examinar se outras variantes comuns
no gene do FTO e no gene da UCP-1 contribuem para o risco de obesidade ou de

fenotipos relacionados a obesidade na populacéo brasileira.
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6.0 Conclusao:

Demonstrou-se uma associacdo entre o polimorfismo do gene do FTO (rs9939609) com
obesidade, mas n&o com os fatores de risco cardiovascular.

Demonstrou-se também uma associacdo entre o polimorfismo do gene da UCP-1
(rs6536911) com obesidade, mas ndo com os fatores de risco cardiovascular.

N&o se demonstrou associacdo entre os polimorfismos (rs22705565 e rs12502572) do
gene da UCP-1 com a obesidade e/ou fatores de risco cardiovascular.

N&o se demonstrou efeito sinérgico entre os polimorfismos.

N&o houve diferenca na ancestralidade genomica biogeografica da populacdo brasileira

com obesidade extrema e nos controles.
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8.0 Anexos:

8.1 Anexo 1:Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

N° Registro COEP: ETIC 269/06

Titulo do Projeto: Farmacogendmica e farmacogenética da Obesidade

“O *“senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario, em uma
pesquisa de titulo:” Farmacogendmica e farmacogenética da Obesidade”. O
documento abaixo contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que esta
sendo realizada. Sua colaboragdo neste estudo € muito importante, mas a deciséo de
participar deve ser sua. Para tanto, leia atentamente as informag0es abaixo e ndo s
apresse em decidir. Se vocé ndo concordar em participar ou quiser desistir em
qualquer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a vocé. Se vocé concordar em
participar basta preencher os seus dados e preencher os seus dados e assinar a
declaracéo concordando com a pesquisa. Se voceé tiver alguma duvida pode esclarecé-
la com o responsavel da pesquisa.

Obrigado (a).

Objetivo do estudo

Este projeto esta sendo proposto porque ha pouco conhecimento nacional sobre 0s
genes envolvidos com a fisiopatologia da obesidade e a interacdo destes genes com
diversos fatores presentes em nosso meio, ao longo da vida. A maior parte do
conhecimento sobre a obesidade origina-se de amostras provenientes de populagfes
eminentemente brancas e de classe média dos Estados Unidos e Europa Ocidental. O

objetivo desse trabalho é o de estudar uma populagdo brasileira, o papel de alguns
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genes que possam causar obesidade, de modo a propiciar uma melhora no prognéstico
e tratamento dos pacientes.
Procedimentos

Todos os individuos com obesidade ja diagnosticada, assinardo termo de
consentimento esclarecido. N&o serdo administrados aos pacientes quaisquer farmacos
ou testes diagnosticos. O Unico inconveniente aos quais 0s pacientes serdo submetidos
sera a coleta de sangue total ou coleta de saliva. O desconforto da coleta de sangue é o
habitual de um exame de sangue de rotina e € realizada com material esteéril,
descartavel e por pessoas treinadas. O material colhido (sangue ou saliva) sera
devidamente etiquetado e utilizado somente para os propositos dessa pesquisa, nao
havendo quaisquer custos para o paciente. As informacgdes obtidas serdo objeto de
estrita confidencialidade e ndo envolveram custos ou pagamentos de qualquer espécie.
Pesquisadores

A equipe de pesquisadores ¢ composta pelos seguintes profissionais: Dr. Luiz
Armando De Marco (Coordenador da pesquisa), Dra. Maria Marta Sarquis Soares,
Dra. Wolfanga Lentz Béson e Dr. Adauto Versiani Ramos.
Confidencialidade

Todos os dados gerados nessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe
de pesquisadores tera acesso a eles. Os dados de cada participante receberdo um
cddigo e ndo terdo nenhuma identificacdo que permita associd-los a um participante
em particular. Caso o senhor (a) queira podera ter acesso aos resultados individuais.
Beneficios e riscos

Esta pesquisa ndo oferece qualquer risco ao participante, uma vez que consiste

apenas de coleta de sangue total ou saliva; exceto aqueles inerentes a propria coleta de
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sangue total. Esta pesquisa é sem beneficio individual direto, mas as informacdes
obtidas nos auxiliardo a compreender 0s mecanismos envolvidos com a obesidade.
N&o havera qualquer tipo de despesa ao paciente, no que tange a materiais ou
testes. Ao assinar esse termo de consentimento o senhor (a) ndo estd abrindo méo de
seus direitos legais.
Através deste documento fica assegurado o direito ao Senhor (a)

que tera todos os

esclarecimentos relativos a pesquisa, garantidos, incluindo os métodos utilizados. A
partir do momento que o paciente participante da pesquisa ndo desejar mais fazer parte
da pesquisa, reservo-lhe o direito de retirar 0 seu consentimento, livre de sofrer
qualquer penalidade ou danos, quaisquer que sejam. Se no transcorrer da pesquisa
tiver alguma duvida, ou por qualquer outro motivo necessitar de orienta¢Ges, podera
procurar um dos pesquisadores, Dr. Luiz Armando De Marco e Dra. Wolfanga Lentz
Boson no telefone 3499-2717 (UFMG) ou Dra. Maria Marta Sarquis Soares, no
telefone 3295-5267 (Hospital Felicio Rocho) ou Dr. Adauto Versiani Ramos no
telefone 3337-4926.

Eu, ,

paciente voluntario, dou consentimento livre e esclarecido, para que se facam os testes

necessarios a esta pesquisa e posterior uso e publicagdo dos dados nos relatorios finais

e conclusivos, a fim de que estes sirvam para beneficiar a ciéncia e a humanidade.
Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do Participante
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(COEP (Campus da Pampulha, Av. Antbnio Carlos, 6627, telefone 3499-4592), caso
algum dos participantes queira se informar sobre o projeto independentemente da

equipe do Coordenador).
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