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RESUMO

A obesidade moérbida (OBM) é um distarbio metabdlico comum na populagéo
mundial. A doenca representa um alto risco para a saude ja que, frequentemente,
encontra-se associada a diversas comorbidades, como doencas cardiovasculares e
diabetes tipo 2. Além de fatores ambientais, diversos estudos também tém sugerido
gue determinados polimorfismos genéticos predispdem ao desenvolvimento da
OBM. Os genes FOXO3a (fator de transcricdo forkhead box O 3a), AMPK (proteina
quinase ativada por AMP) e POMC (proopiomelanocortina) codificam proteinas
reguladoras do metabolismo energético e comportamento alimentar e, desta forma,
€ possivel que suas variantes genéticas possam modular a susceptibilidade a OBM.
Por esse motivo, os polimorfismos dos genes FOXO3a (rs1536057, rs2802292,
rs3813498, rs1935952), AMPK (rs1442760, rs1036851, rs1348316, rs11584787) e
POMC (rs934778, rs6545975) foram investigados a fim de conferir o risco de
desenvolver OBM. Para tanto, foram recrutados 242 pacientes obesos morbidos
(IMC = 40 Kg/m?) e 283 individuos saudaveis (IMC < 24,99 Kg/m?). Em seguida, os
polimorfismos de interesse foram avaliados através do método TagMan Genotyping
a partir de DNA isolado do sangue. As analises genéticas do estudo demonstraram
gue as frequéncias alélicas e genotipicas de quatro dos polimorfismos estudados, a
saber, rs1536057 (FOXO3a), rs103685 (AMPK), rs934778 e rs6545975 (POMC),
foram distribuidas diferentemente entre os grupos de obesos mérbidos e individuos
saudaveis. Nenhuma associacao significativa foi encontrada quando as analises de
interacdo gene-gene foram empregadas. Os resultados deste estudo fornecem
dados inéditos sobre a frequéncia genética dos marcadores estudados na populacéo
brasileira e sustentam o principio de que variagcdes genéticas especificas podem

conferir o risco de desenvolver a OBM.

Palavras-chave: obesidade morbida, FOXO3a, AMPK, POMC, polimorfismo.
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ABSTRACT

Morbid obesity (MO) is a metabolic disorder that affects people worldwide.
Excessive fat accumulation in MO patients is frequently found to increase the risk for
several co-morbidities, including cardiovascular disease and type 2 diabetes.
Although environmental factors are well-known to play a role in MO risk, accumulate
evidence has also highlighted that inherited factors may predispose subjects to MO.
Because the genes FOXO3a (forkhead box O 3a transcription factor), AMPK
(activated protein kinase) and POMC (proopiomelanocortin) encode regulatory
proteins that act on both energy metabolism and feeding behavior, here we have
addressed whether polymorphisms in these genes are risk factors to MO. Therefore,
the genetic frequencies of rs1536057, rs2802292, rs3813498, rs1935952 (FOXO0O3a),
rs1442760, rs1036851, rs1348316, rs11584787 (AMPK) and rs934778, rs6545975
(POMC) were evaluated in 242 morbidly obese patients (BMI = 40 kg/m?) and 283
healthy subjects (BMI < 24.99 kg/m?). DNA samples were isolated from blood and
genotyping was performed by TagMan-based assays. Our findings revealed that out
of 10 polymorphisms analyzed, only allele and genotype frequencies of rs1536057
(FOX03a), rs103685 (AMPK), rs934778 and rs6545975 (POMC) were
heterogeneously distributed between morbid obesity and healthy subjects groups.
Furthermore, epistasis analysis did not show any significant model of genetic
interaction influencing the susceptibility to morbid obesity. Results of this study for
the first time provide data on distribution of FOXO3a, AMPK and POMC
polymorphisms in the Brazilian population and suggest that selected genetic variants

may confer risk of morbid obesity in humans.

Keywords: morbid obesity, FOXO3a, AMPK, POMC, polymorphism.
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Introducgéo

1. A obesidade

A obesidade é uma condi¢cdo onde ha um acumulo excessivo de gordura que
apresenta risco para a saude (WHO, 2012). Uma vez considerado um problema
apenas dos paises de renda elevada, o sobrepeso e a obesidade também estao
aumentando em paises de baixa e média renda, especialmente em areas urbanas.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a populacdo global de obesos
mais que duplicou desde 1980 e, pelo menos, 2,8 milhdes de adultos morrem por
ano em consequéncia da obesidade e sobrepeso. Em 2008, aproximadamente 1,5
bilhdes de adultos (acima de 20 anos) estavam acima do peso e cerca de 500
milhdes eram obesos. Estima-se que em 2015 cerca de 2,3 bilhdes de adultos
estardo acima do peso e, dentre estes, mais de 700 milhdes de individuos serao
obesos (WHO, 2012).

Nos ultimos 30 anos, houve um rapido avanco nos indices de obesidade
(Figura 1) devido a revolugdo econdmica trazida pela globalizacdo, o que afetou
enormemente o estilo de vida da populacdo dos grandes centros urbanos. O Brasil
ja ganhou papel de destaque neste cenario. Recentemente, pesquisas do Ministério
da Saude tém ressaltado a preocupacdo com o grande aumento no indice de
obesos no pais. Estudos mostraram que o percentual de obesos subiu de 11,4% em
2006 para 15,8% em 2011 e, estima-se que em 2025 este indice possa atingir até
30% (Ministério da Saude, 2012).

EUA
o
g3 2 Inglaterra
©
a E B0 Mauricia
92 sl —
2o Australia
T A
T A 30{ :
£ 8 Brasil
8= 20
] -E-
- Ny
g g 10 : g~ 2030
S PN NN < Y2020
Q. 0 .\\ \‘\ \.\\\\ \ L @ ~ 2010
p \\ 5 ~ = 2000
\.\ ‘\\ \\ ‘\ \ N 1990
.\\ \\ \\ \ 1980
N 1970
1960

Figura 1: Porcentagem da populagdo com IMC 2 30 Kg/m? desde 1960 com previsao
para 2025. Historico, situagdo atual e previsdo até 2025 para porcentagem da populacao obesa nos
2



Introducgéo

Estados Unidos, Inglaterra, Mauricia (ilha localizada no oceano Indico), Australia e Brasil (Kopelman,
2000).

A medida preconizada pela OMS para definicdo da obesidade é o indice de
massa corporal (IMC), no qual o peso do individuo (em quilogramas) é dividido pelo
quadrado de sua altura (em metros). Um IMC de 25,00 kg/m? ou mais é classificado
como sobrepeso, ao passo que um IMC igual ou acima de 30,00 kg/m? é
considerado como obesidade (Tabela 1) (Diretrizes Brasileiras de Obesidade
2009/2010). No entanto, apesar de ser um bom indicador, o IMC néo esta totalmente
correlacionado com a gordura corporal, uma vez que este indice ndo distingue a
massa gordurosa da massa magra e tampouco reflete a distribuicdo da gordura
corporal. Esta ultima € uma importante limitacdo, pois o0 acumulo da gordura visceral
(intra-abdominal) aumenta o risco para comorbidades associadas a obesidade, tais
como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e hipertensdo (Folsom et al.,
1990; Carey et al., 1997; Rexrode et al., 1998).

Tabela 1: Classificacdo do grau de obesidade e risco de comorbidades de acordo

com o IMC.
Classificagéo IMC (kg/m?) RISCC_) de
comorbidades
Abaixo do peso < 18,50 Baixo
Peso normal 18,50 - 24,99 Médio
Sobrepeso 25,00 - 29,99 Aumentado
Obeso 230,00
Obesidade grau | 30,00 - 34,99 Moderado
Obesidade grau Il 35,00 - 39,99 Grave
Obesidade grau lll ou mérbida 240,00 Muito grave

IMC: indice de Massa Corporal. Fonte: NIH, 2000; Diretrizes Brasileiras de
Obesidade 2009/2010.

Outra medida também utilizada para determinacdo da obesidade € o valor da
circunferéncia abdominal. O indice deve estar abaixo de 88 cm ou 102 cm em
mulheres e homens, respectivamente (NIH, 2000). Medidas elevadas do IMC e da

circunferéncia abdominal estdo associadas com o risco aumentado de diabetes,
3



Introducgéo

doencas cardiacas, desordens musculares, osteoartrite e alguns tipos de cancer
(endometrial, de mama e de colon) (Kopelman, 2000; Chang et al., 2012;
Katzmarzyk et al., 2012).

Portanto, uma avaliagdo combinada do IMC com medida da circunferéncia
abdominal fornece, com maior exatiddo, o grau de obesidade e 0s riscos aos quais

os individuos estao expostos.

1.1. A obesidade mérbida

Como observado na Tabela 1, existem diferentes graus de obesidade,
destacando-se aquela de grau lll ou também chamada obesidade morbida (OBM).
Este € o0 estagio mais preocupante da obesidade, uma vez que os obesos mérbidos
s80 mais propensos a desenvolver morbidades relacionadas a doenca (revisado por
Kopelman 2000, 2007; NIH, 2000).

O individuo é classificado como obeso mérbido (IMC = 40,00 kg/m?) quando a
educacdo alimentar, a pratica de exercicios fisicos regulares e o0 tratamento
farmacologico ndo sdo mais suficientes para a perda de peso de forma significativa.
Nestas condicdes, a cirurgia bariatrica é a terapia indicada para pacientes com IMC
maior que 35,00 kg/m?2 com a presenca comorbidades associadas, tais como
hipertenséo e diabetes, ou individuos com IMC maior que 40,00 kg/m2, que tentaram
sem sucesso a perda de peso com farmacoterapia por dois anos e que apresentam
a obesidade grave por, pelo menos, cinco anos (Garrido Junior, 2002; Santo &
Cecconello, 2008).

1.2. Parametros laboratoriais

Como abordado anteriormente, o principal método utilizado no diagnéstico da
OBM é o calculo do IMC e a medida da circunferéncia abdominal. No entanto, a
dosagem laboratorial de alguns parametros sorologicos também se faz relevante,
pois estes podem estimar o risco e prognostico das comorbidades relacionadas a

7

obesidade. O teste mais empregado na rotina clinica € a determinacdo do perfil

4
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lipidico, o qual pode ser realizado através da dosagem do colesterol total e suas
fracOes, e pela dosagem dos triglicerideos (Tabela 2) (Misra & Vikram, 2003; Sikaris,
2007). Para tanto, orienta-se ao paciente que seja feito jejum de 12 a 14 horas antes
da coleta sanguinea.

Tabela 2: Valores de referéncia para dosagem de colesterol total e suas
fracOes e triglicerideos para adultos (maiores de 20 anos de idade).

Dosagem Valores (mg/dL) Classificagcéo
Colesterol total <200 Otimo
200 a 239 Limitrofe
=240 Alto
Colesterol LDL <100 Otimo
100 a 129 Desejavel
130 a 159 Limitrofe
160 a 189 Alto
=190 Muito alto
Colesterol HDL <40 Baixo
> 60 Alto (desejavel)
Triglicerideos <150 Otimo
150 a 200 Limitrofe
200 a 499 Alto
= 500 Muito alto

LDL, lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade.

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia, 1996.

2. Etiologia da obesidade

Fatores sociais, comportamentais, psicologicos, metabdlicos, celulares e
moleculares podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade. Por essa
razao, o excesso de peso ndo pode ser atribuido a um unico fator causal. De fato, a
obesidade é considerada uma doenca multifatorial, com origens genéticas e
ambientais (Hoh & Ott, 2004). Acredita-se que a doenca €, simplificadamente, o

resultado do desequilibrio entre a quantidade de calorias ingeridas (comportamento
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alimentar) e aquelas consumidas pelo metabolismo, particular ao individuo
(Spiegelman & Flier, 2001; Trayhurn, 2005). Dessa forma, atribui-se a ingestao
elevada de alimentos caléricos e pouco nutritivos (caracteristicos da sociedade
globalizada) associada ao estilo de vida sedentario como causas principais
relacionadas ao excesso de peso (Swinburn et al., 2006).

Existem, basicamente, duas linhas de pesquisa complementares no estudo da
etiologia da obesidade. Uma delas apresenta seu foco no metabolismo e balanco
energético, abordando aspectos como a resisténcia a insulina e o comportamento
alimentar. A outra linha segue uma perspectiva genética, a fim de identificar genes

relacionados com a susceptibilidade & doenca.

2.1. Metabolismo e o balanco energético na obesidade

Proposto ha quase 60 anos, o0 modelo de feedback negativo para adiposidade
parte da premissa de que sinais circulantes informam ao cérebro mudancas na
guantidade de massa adiposa e, em resposta, o cérebro realiza ajustes adaptativos
para estabilizar o balanco energético e os depédsitos de gordura (Kennedy, 1953;
Morton et al., 2006). Dentre os nutrientes, citocinas e hormdnios que funcionam
como sinais circulantes, insulina e leptina merecem destaque pelo seu excelente
desempenho como sinais de feedback negativo para adiposidade. Estes hormoénios,
liberados em proporcéo direta a quantidade de tecido adiposo corporal, agem no
SNC a fim de estimular o gasto de energia e inibir a ingestdo alimentar (Figura 2)
(Schwartz et al., 2000).
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Figura 2: Modelo do balanco energético regulado pelo SNC em resposta a sinais
adipocitarios. Leptina e insulina sdo sinais emitidos pelo tecido adiposo em resposta a quantidade
de gordura corporal, que agirdo no SNC, estimulando vias catabdlicas e inibindo vias anabdlicas.
Estas vias tém efeitos opostos no equilibrio energético, de forma que o anabolismo estimula a
ingestdo alimentar e inibe 0 gasto energético, ao passo que o catabolismo age de maneira contréria.
Quando o balanco energético € positivo, isto é, a quantidade de calorias ingeridas € maior que as
gastas no metabolismo e atividades fisicas, ocorre um acumulo de gordura, desencadeando todo o
processo hovamente. Baixas taxas de leptina e insulina na circulacdo sanguinea apresentam efeitos
contrarios aos da figura, inibindo-se as vias catabdlicas e estimulando as anabdlicas. Figura adaptada
(Schwartz et al., 2000).

Estudos revelam que roedores com hiperfagia e obesidade grave,
frequentemente, apresentam reducdo na sinalizacdo das vias de insulina e leptina
(Bruning et al., 2000; Cohen et al., 2001). Em casos de OBM, usualmente, ndo € a
deficiéncia na producdo de insulina e leptina que se faz presente, mas sim uma
disfuncdo nos seus respectivos receptores, ocasionando resisténcia a esses
horménios e consequente desenvolvimento da obesidade (Considine et al., 1996;
Kahn et al., 2006; Kopelman, 2000). Estes dados reforcam a importancia da
sinalizacdo nas vias de feedback negativo para adiposidade, uma vez que mutaces
nestas vias podem resultar no descontrole do comportamento alimentar pelo SNC,

culminando na OBM.
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2.1.1. O comportamento alimentar no hipotalamo

A regulacdo do comportamento alimentar pode ser dividida em duas
categorias: controles a curto e a longo prazo. O primeiro inclui a sinalizagao para o
inicio e fim das refei¢cdes, enquanto que o segundo envolve a estocagem de energia,
agindo em conjunto com o SNC a fim de promover a homeostase energética
(Spiegelman & Flier, 2001).

No SNC, os nucleos hipotalamicos, localizados na regido central do
diencéfalo, sdo apontados como a principal regido responsavel pelo controle do
apetite e balanco energético (Williams et al., 2001; Sainsbury et al., 2002). Duas
populacdes de neurbnios reguladores do apetite fazem parte desta regido: os
anorexigenos e os orexigenos (Millington, 2007). Os primeiros — representados pela
proopiomelanocortina (POMC) e pelo transcrito relacionado a cocaina e a
anfetamina (CART) — promovem a sensacdo de saciedade, enquanto que, 0S
neurdnios orexigenos — como o0 neuropeptideo Y (NPY) e a proteina agouti-
relacionada (AgRP) — atuam estimulando o apetite e favorecendo a ingestao
alimentar (Sainsbury et al., 2002; Barsh & Schwartz, 2002; Bell et al., 2005).

Dessa forma, em condi¢des de jejum prolongado, o estbmago libera a grelina
para estimulacdo do apetite no hipotalamo, através da ativacdo de neurbnios
orexigenos (NPY/ AgRP) (Figura 3) (Nazarato et al., 2001; Cummings et al., 2001).
Adicionalmente, os reduzidos niveis de leptina e insulina também contribuem para a
ativacdo dos neurdnios orexigenos, levando o individuo a ingestdo alimentar.
Paralelamente, neurdnios anorexigenos (POMC/ CART) séo inibidos, resultando na
reducdo da liberacdo da melanocortina a-MSH, produto da clivagem do
neuropeptideo POMC, e aumento da ingestdo alimentar (Figura 3) (Schwartz et al.,
2000; Millington et al., 2007). Com a alimentacao, ocorre um aumento nas taxas de
insulina e leptina e os niveis de grelina sofrem reducédo abrupta, indicando o fim da
refeicdo. Consequentemente, 0S neurdnios orexigenos sao inibidos e o0s
anorexigenos, ativados, promovendo, assim, a diminuicdo da ingestao alimentar
atrelada a sensacao de saciedade (Figura 3) (Schwartz et al., 2000; Millington et al.,
2007).
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Figura 3: Controle da ingestdo alimentar pelo SNC em resposta a sinais periféricos.
Existem dois grupos de neurdnios no nicleo arqueado do hipotalamo - AGRP/NPY e POMC/CART -
que sdo regulados por niveis de horménios circulantes. AgRP/NPY sdo neuropeptideos que
estimulam a ingestdo alimentar e diminuem o gasto energético, enquanto que a-MSH (produto da
clivagem pds-transcricional de POMC) e CART inibem o apetite e aumentam o gasto de energia. A
insulina e a leptina, hormdnios que circulam em proporcéo direta & massa de tecido adiposo corporal,
inibem neurdnios AGRP/NPY e estimulam neurdnios POMC/CART. Baixos niveis destes horménios
provocam o efeito contrario, culminando no aumento do apetite e reducé@o da saciedade. Outro sinal
periférico é a grelina, peptideo secretado pelo estdbmago antes das refeicdes que ativa neurbnios
AgRP/NPY para aumentar o apetite. AgRP, proteina agouti-relacionada; NPY, neuropeptideo Y;
POMC, proopiomelanocortina; CART, transcrito relacionado a cocaina e a anfetamina; a-MSH,
hormdnios estimulador de a-melandcitos; Ghsr, receptor secretagogo do horménio do crescimento;
Lepr, receptor de leptina; Mc3r/Mc4r, receptor das melanocortinas 3 e 4, respectivamente; Yl1r,

receptor do neuropeptideo Y1. (Barsh & Schwartz, 2002).

Um balanco energético positivo, isto é, a quantidade de calorias ingeridas é
maior que as gastas no metabolismo e atividades fisicas, é um importante fator
9
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etiologico para desenvolvimento da obesidade (Pereira-Lancha et al.,, 2012). A
literatura tem retratado que mutacdes nestas vias podem levar o individuo a um
guadro de hiperfagia e obesidade severa (Barsh & Schwartz, 2002; Bell et al., 2005),

como sera abordado a seguir.

2.2. Genéticada obesidade

Esta bem estabelecido que mutacdes em genes que codificam proteinas
envolvidas no comportamento alimentar e metabolismo energético levam a
desordens mendelianas, cujo fen6tipo mais comum é a obesidade (Bell et al., 2005).
Evidéncias apontam para uma forte participacdo, em torno de 30-50%, do
componente genético na variacao fenotipica observada nesta doenca (Vogler et al.,
1995; Bouchard, 1997). Pesquisas com gémeos monozigoéticos criados
separadamente, em familias distintas, chegam a considerar a influéncia genética em
até 70% (Stunkard et al., 1990; Haworth et al., 2008). Estudos com criancas
adotadas demonstram, ainda, que existe uma maior correlacdo com seus pais
biologicos que com os pais adotivos (compartiihamento dos mesmos fatores
ambientais), reforcando a ideia de que o fator genético apresenta notoria
participacdo no desenvolvimento da obesidade (Sorensen et al., 1989). Estudos com
historico familiar evidenciam que o risco de se desenvolver a doenca é proporcional
a presenca de genitores obesos. Isto €, quando nenhum dos pais é obeso este risco
€ de 9%, ao passo que a presenca de um genitor obeso eleva este indice para 50%
e pode atingir até 80% quando ambos o0s genitores estdo acima do peso (Diretrizes
Brasileiras de Obesidade 2009/2010).

Uma das primeiras evidéncias relevantes no ambito da genética da obesidade
foi a descoberta da leptina, hormdénio protéico produzido predominantemente pelo
tecido adiposo branco em relacdo proporcional direta a massa corporal deste tecido
(Zhang et al., 1994). Como visto anteriormente, a leptina estimula a sintese de
neuropeptideos anorexigénicos pelos neurdnios do nucleo arqueado hipotalamico,
de forma a diminuir o apetite e incentivar o gasto energético (Krude et al., 1998;
Velloso, 2006).

10
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Estudos genéticos comprovam que mutagdes nos genes que codificam a
leptina (ob/ob) e/ou o receptor da leptina (db/db) predispdem ao ganho de peso
exagerado, tanto em modelos animais como em humanos (Zhang et al., 1994;
Farooqi et al., 1998). O primeiro relato, em humanos, da mutagao ob/ob no gene da
leptina data de 1998, quando o grupo do pesquisador O’Rahilly identificou dois
primos de origem paquistanesa com genotipo homozigoto para esta mutacao. As
criancas apresentaram peso normal ao nascimento, porém, ainda na primeira
infancia, desenvolveram um quadro de obesidade precoce relacionada a hiperfagia
severa (Farooqi et al., 1998). Nao obstante, sdo raros os casos de deficiéncia da
leptina por mutacdo no gene ob na espécie humana (Carlsson et al., 1997). Na
verdade, € comum que individuos obesos tenham niveis séricos de leptina
superiores aqueles ndo obesos, 0 que implica em uma reducdo na sensibilidade a
este hormdnio, resultando em um quadro de resisténcia a leptina (Considine et al.,
1996).

Apesar da relevancia da leptina, a forma mais frequente de obesidade
monogénica deve-se a mutacdo no gene que codifica o receptor de melanocortina 4
(MC4R). A deficiéncia no MC4R responde por cerca de 4 a 6% dos individuos
obesos de diferentes grupos étnicos, com maior prevaléncia nos casos de maior
gravidade e de inicio precoce (Coll et al., 2004). Experimentos revelam que
camundongos com MC4R deficiente ndo sao hiperfagicos quando alimentados com
uma dieta com baixo teor de gordura, entretanto, desenvolvem a hiperfagia ao terem
contato com uma dieta hipercalorica, 0 que sugere uma consideravel interacao
gene-ambiente (Butler & Cone, 2003). Tal efeito poderia contribuir para explicar o
rapido crescimento no numero de individuos obesos consumidores de dietas
hipercaloricas que surgiram nos ultimos vinte anos (Bell et al., 2005).

Estudos de associacdo genbmica (GWAS, do inglés Genome-Wide
Association Studies) tém identificado outros genes relacionados com a obesidade,
entre eles FTO, MC4R, GNPDA2, BDNF, NEGR1, SH2B1, ETV5, MTCH2 e KCTD15
(revisado por Speliotes et al., 2010). Muitos destes genes sdo expressos ou agem
no SNC, reforcando o componente neuronal na predisposicdo a obesidade. Além
destes, Speliotes et al (2010) identificaram mais 18 loci envolvidos na doenca, em

uma populacéo de 249.796 individuos europeus.
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Por apresentar uma heranca poligénica e multifatorial, € possivel que outros
genes ainda néo identificados também possam contribuir significativamente para o
desenvolvimento da obesidade. Portanto, a identificacdo destes genes é de grande
importancia para compreensdo e melhora da prevencdo da obesidade,

especialmente a moérbida.

3. Os genes candidatos

3.1. Forkhead box O 3a (FOXO3a)

Um fator de transcricdo tem como funcdo ligar-se ao DNA em regides
especificas para que seja ativada ou reprimida a expressao de genes alvo. A familia
de fatores de transcricdo Forkhead box (FOX) é caracterizada por um conservado
dominio forkhead ou uma “asa de hélice” de ligagdo ao DNA, o que resulta em uma
aparéncia de borboleta quando submetido a técnicas de cristalografia de raio-X ou
ressonancia magnética nuclear (Maiese et al., 2007).

Mais de 100 genes forkhead e 19 subgrupos foram identificados desde a
descoberta inicial destes genes em Drosophila melanogaster (Weigel et al., 1989). A
subfamilia Forkhead box O (FOXO) destaca-se das outras devido a inser¢cdo de 5
aminoacidos no dominio forkhead (FH) de ligacdo ao DNA (Arden & Biggs, 2002). A
literatura cientifica tem mostrado que a via metabdlica envolvendo as proteinas
FoxO séo conservadas em varios organismos incluindo Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster e mamiferos, o que sugere um importante papel dessas
proteinas na regulacéo das fungdes celulares (Maiese et al., 2008).

Em mamiferos, quatro membros foram identificados, a saber, FOXO1,
FOXO3a, FOXO4 e, mais recentemente, FOXO6 (Jacobs et al., 2003).

O gene FOXO3a, localizado na regido cromossémica 6921, esta relacionado
com a modulacdo transcricional de genes alvos envolvidos na apoptose,
metabolismo, proliferacdo celular, estresse oxidativo e reparo do DNA (Figura 4)
(Yang & Hung, 2011). Sua proteina correspondente apresenta 71 kDa e esta
expressa principalmente no miocardio e no cérebro, destacando-se, neste ultimo, o

cerebelo, cértex e o hipocampo (Maiese et al., 2008).
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Figura 4: Regulagéo transcricional pelo fator de transcricdo FOX0O3a. FOXO3a modula a
atividade transcricional de genes alvo relacionados ao reparo do DNA, proliferacdo, estresse

oxidativo, metabolismo e apoptose. Figura adaptada (Yang & Hung, 2011).

As primeiras evidéncias da regulacdo de FOXO3a sédo originarias de
pesquisas realizadas com DAF-16, um analogo de FOXO no nematddeo C. elegans.
Foi demonstrado que a via fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K)/Akt suprime a funcéo de
DAF-16. A ativacao de PI3K/Akt promove a fosforilacdo de FOXO3a, resultando na
perda de afinidade de FOXO3a ao DNA e na sua ligacdo com a proteina chaperona
14-3-3 (Brunet et al., 1999). Esta, por sua vez, possui uma sequéncia de exportacao
nuclear que faz com que o complexo FOXO3a/14-3-3 seja realocado para o0
citoplasma, tornando FOXO3a inativo (Birkenkamp & Coffer, 2003). Além da via
PI3K/Akt, FOX0O3a também pode ter sua atividade modulada a partir de sinais
externos como niveis de insulina e estresse oxidativo (Figura 5) (Moll & Schubert,
2012; Eijkelenboom & Burgering, 2013), os quais, frequentemente, encontram-se
alterados na obesidade morbida.

Assim é que a ativacdo da cascata de sinalizacdo da via do receptor de
insulina (IR) resulta na fosforilacdo de FOXO3a, e na sua consequente exclusédo
nuclear (Qin et al., 2008). Experimentos em cultura de células, com superexpressao
do IR, revelaram um aumento significativo na fosforilacdo de Akt e consideravel
reducdo nos niveis de RNA mensageiro de FOX0O3a (Zemva et al., 2012; Moll &
Schubert, 2012). No entanto, como abordado anteriormente, obesos morbidos,

comumente, apresentam resisténcia a insulina (Kahn et al., 2006). Nestes termos, a
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sinalizagdo na via do IR encontrar-se-a diminuida, promovendo, assim, um aumento
nos niveis de FOXO3a ativo.

FOXO3a esta envolvido também na resposta ao estresse oxidativo, induzindo
a expressao de enzimas antioxidantes (Kops et al.,, 2002). Condi¢cdes de estresse
oxidativo ocorrem quando ha uma defasagem na detoxificacdo por enzimas
antioxidantes ou quando as células sdo expostas a espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés reactive oxygen species) (Droge & Kinscherf, 2008). Cabe ressaltar
gue a ativacao da via da insulina bem como a fome contribuem para o aumento do
estresse oxidativo (Goldstein et al. 2005; Dandona et al, 2005). Dessa forma, o0s
elevados niveis de ROS facilitam a localizacdo de FOXO3a no nucleo por meio da
desfosforilacdo e desacetilacdo deste fator de transcricao através de vias da quinase
c-Jun-N-terminal (JNK) e da situina (SIRT) (Figura 5) (Huang & Tindall, 2007; Wang
et al., 2007; Kojima et al., 2010). Uma vez no nucleo, FOXO3a promove a expressao
de genes codificadores de enzimas antioxidantes como a manganés superoxido
dismutase (MnSOD) e catalase (Kops et al., 2002; Nemoto & Finkel, 2002). Portanto,
pode-se sugerir que FOX0O3a ativo constitui um importante fator para a detoxificacéo
de ROS na OBM.
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Figura 5: Regulacdo de FOXO pela viadainsulina e em condi¢cdes de estresse. A ligacao
da insulina ao seu receptor promove a ativacdo da via PI3K/ Akt. Uma vez ativada, Akt fosforila
FOXO, que sera translocado para o citoplasma, ficando, portanto, inativo. Em condi¢des de estresse
oxidativo, a via JNK desfosforila FOXO, que retorna ao nlcleo, onde podera exercer sua atividade
transcricional. As sirtuinas (SIRT) também contribuem para ativagdo de FOXO através da
desacetilagcdo do mesmo. Dessa forma, genes envolvidos no ciclo celular, sobrevivéncia, resisténcia
ao estresse oxidativo e longevidade podem ser transcritos. Figura adaptada (Brosens et al., 2009).

Alteracfes na sinalizacdo de FOXO podem contribuir para a susceptibilidade
a OBM, uma vez que sua regulacdo permeia sinais envolvidos no metabolismo de
glicose e lipidios e no comportamento alimentar (Puigserver et al., 2003; Matsumoto
et al., 2007; Calnan & Brunet, 2008). Embora estudos apontem FOXO1l como
proteina controladora do metabolismo energético, especula-se a possibilidade de
FOXO3a também estar envolvida com o controle da ingestédo alimentar. No entanto,

ainda nao existem dados que comprovem esta relacao.
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Ha apenas um estudo genético em humanos relacionando obesidade com
FOXO3a. Kim e colaboradores (2006) realizaram o sequenciamento dos éxons de
FOXO1, FOX0O3a e FOXO4 na populacdo coreana, e observaram que um
polimorfismo em FOXO3a (343-1582, C>T) demonstrou associacdo entre gendtipo e
IMC. Individuos com genétipo TT apresentaram menor IMC, enquanto que aqueles
com perfil CC obtiveram correlacdo com IMC mais elevado, correspondente ao
sobrepeso (Kim et al., 2006). Além disso, outras pesquisas identificaram regides
cromossOmicas proximas a 6g21, onde FOXO3a esté localizado, como um dos alvos
potenciais na genética da obesidade (Meyre et al., 2004; Rankinen et al., 2006).

3.2. Proteina quinase ativada por AMP (AMPK)

A proteina quinase ativada por AMP é um dos maiores sensores metabolicos
presentes em uma diversidade de organismos, desde bactérias até mamiferos
(Minokoshi, 2011). Esta proteina é constituida por trés subunidades: alfa catalitica,
beta, com dominio de ligacdo ao glicogénio, e gama regulatéria. Em mamiferos,
essas trés subunidades possuem diferentes isoformas (a1, a2, 1, B2, y1, y2 e y3),
codificadas por genes distintos e todas as possiveis combinacbes dos
heterotrimeros formam a proteina ativa (Hardie et al., 2012).

A ativacdo da AMPK ocorre, principalmente, pelo estimulo do aumento na
razdo AMP/ATP nas células, de forma que o excesso de AMP faz com que sejam
acopladas duas das suas moléculas na subunidade gama, com posterior fosforilacdo
da subunidade alfa, resultando na molécula de AMPK ativada (Ahn et al., 2012).
AMPK pode ser ativada ainda por inibidores mitocondriais, exercicios fisicos, sinais
adipocitarios (adiponectina), grelina, canabinoides e indiretamente por mudancas na
concentracgdo intracelular de ions célcio (Stahmann et al., 2006; Tamas et al., 2006;
Thornton et al., 2008).

Inicialmente, a primeira evidéncia que demonstrou a ativacdo de AMPK
devido ao estresse metabdlico foi publicada em 1991, quando o grupo do
pesquisador Hardie comprovou que AMPK torna-se ativa frente a deplecdo de ATP
(Moore et al., 1991). Desde entdo, esta proteina tem sido considerada um sistema

de protecao celular diante do comprometimento do estado energético (Hardie, 2004).
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Em situacdes de exercicios fisicos, por exemplo, exige-se uma maior demanda de
energia da célula. Portanto, para aumentar o fornecimento de ATP para o masculo, a
AMPK torna-se ativa, promovendo uma melhora na sensibilidade a insulina,
aumento da captacdo de glicose e da biogénese mitocondrial (Figura 6) (Hardie,
2004).
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Figura 6: Principais a¢des da proteina AMPK. No coracdo promove um aumento na
captacao de glicose, glictlise e oxidacdo de acidos graxos (AG). No hipotdlamo, estimula a ingestéo
alimentar. No musculo esquelético propicia 0 aumento nha oxidacdo de acidos graxos, na captagéo de
glicose, na expressdo do receptor de glicose GLUT4, e na hiogénese mitocondrial. Dentre os efeitos
inibitérios encontram-se a inibicdo da sintese de acidos graxos e da lipdlise pelo tecido adiposo. No
figado inibe a sintese de Acidos graxos, de colesterol e a gliconeogénese. Por fim, no pancreas

ocorre a inibicdo da secrecéo de insulina. Figura adaptada (Hardie, 2004).

Como visto na figura acima, no hipotadlamo, AMPK participa do aumento da
ingestdo alimentar. Experimentos em roedores mostraram que hormonios que

promovem a saciedade, como a leptina, inibem a isoforma AMPKa2, enquanto que
17
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aqueles que aumentam o apetite, por exemplo a grelina, ativam AMPK em alguma
isoforma ainda ndo determinada (Andersson et al., 2004; Minokoshi et al., 2004). Em
condicdes de fome, o estbmago libera grelina que aumenta a concentracao de calcio
intracelular no hipotalamo, ativando a AMPK. Posteriormente, ocorre a ativagédo de
neurénios NPY/ AgRP e bloqueio de neurdnios POMC, promovendo a elevagdo do
apetite (Figura 7a). Apos a refeicdo, ocorre queda abrupta nos niveis de grelina,
concomitantemente ao aumento da secrec¢éo da leptina pelo tecido adiposo, gerando
a sensacao de saciedade. Dessa maneira, neurénios POMC séo ativados e a AMPK
inibida, com consequente reducdo do apetite e da ingestdo alimentar (Figura 7b)
(Hardie et al., 2012).

Estudos recentes indicam que a ativacdo farmacologica de AMPK por AICAR
(5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-3-D-ribofuranosida) ou pela expressao
constitutiva de adenovirus AMPK ativo promove um aumento da ingestéo alimentar
e do peso corporal (Ramamurthy & Ronnett, 2012). Além disso, experimentos com
camundongos knockout para a subunidade 31 revelaram uma reducao do apetite, da
adiposidade e do peso corporal, mesmo quando estes animais alimentavam-se com
uma dieta hipercalorica (Dzamko et al., 2010).

Portanto, AMPK estaria envolvida em mecanismos orexigénicos, relacionados
ao aumento da ingestao alimentar (Andersson et al., 2004) e um desbalanco positivo

nesta via poderia contribuir para o ganho exagerado de peso.
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Figura 7: Modulac&o de AMPK frente a situac8es de fome e de saciedade. Em condi¢Ges
de jejum, ocorre a liberacdo da grelina pelo estémago, com consequente ativacdo de AMPK no
hipotdlamo através do aumento nas concentracdes de Ca”* intracelular. Posteriormente, ocorre a
ativacdo de neurdnios NPY/ AgRP e bloqueio de neurdnios POMC, promovendo a elevagdo do
apetite (Figura 7a). Com a refeicdo, hd queda abrupta nas taxas de grelina e aumento na secrecao da
leptina pelo tecido adiposo para gerar a saciedade. Assim, neurbnios POMC sao ativados, com
consequente secrecdo de moléculas opidides e posterior inibicio de AMPK por esta via. Dessa
forma, sucede-se o blogueio de neurbnios NPY/ AgRP, com reducdo do apetite e da ingestdo
alimentar (Figura 7b) (Hardie et al., 2012).

Além do seu efeito hipotalamico, a ativacdo da AMPK relaciona-se ainda com
crescimento celular, autofagia, e na modulacdo transcricional de uma série de
genes, com destaque, nesta Ultima categoria, para um dos genes alvo deste estudo,
FOXO3a (Figura 8) (Hardie, 2004; Chiacchiera & Simone, 2010; Mihaylova & Shaw,
2011). Em pesquisa realizada por Greer e colaboradores (2007) foi demonstrado
gue, em resposta a restricao calérica, AMPK participa diretamente da fosforilagdo de
FOXO3a e a mesma néo resulta na realocacdo de FOXO3a para o citoplasma. O
trabalho sugeriu ainda que este mecanismo de fosforilagdo seja de forma gene
especifica, uma vez que AMPK néo afeta os outros membros da familia FOXO da
mesma maneira (Greer et al., 2007). Esses dados corroboram com estudo realizado

por Nakashima & Yakabe (2007), o qual constatou que ao utilizar-se um agonista de
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AMPK (AICAR) em cultura celular, foi observado um aumento nos niveis de RNAmM
para FOXO3a (Nakashima & Yakabe, 2007).
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fosforilados pela AMPK estédo aqueles relacionados ao metabolismo de glicose e lipidios, crescimento
celular e autofagia, polaridade celular, além de reguladores transcricionais. Substratos em vermelho
sdo também alvos de outros membros da familia da AMPK (SIK1, SIK2, MARKs, SADs) Figura
adaptada (Mihaylova & Shaw, 2011).

3.3. Proopiomelanocortina (POMC)

O gene POMC, localizado na regidao cromossémica 2p23, é.constituido por
guatro éxons intercalados por introns (Zabel et al., 1983; Wang et al., 2012). Este
gene codifica um horménio polipeptidio precursor com 241 aminoacidos que sofre
extensas mudancas pos-transcricionais e tecido-especificas. A depender do
processo de clivagem, o processamento pode render varios peptideos diferentes
(Figura 9) com funcdes bioldgicas distintas, entre eles as p-endorfinas, o horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) e os horménios estimuladores de melanécito (MSH)
(Millington, 2007; Yeo & Heisler, 2012).
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Figura 9: Estrutura do gene e processamento pos-transcricional de POMC. POMC pode
originar diversos peptideos diferentes, com funcdes bioldgicas distintas, a depender do processo de
clivagem. POMC, proopiomelanocortina; ACTH, horménio adrenocorticotréfico; LPH, lipotrofina; MSH,
horménio estimulante de melandcito; CLIP, peptideo intermediario semelhante a corticotrofina; B-end,
B-endorfina (Yeo & Heisler, 2012).

POMC é expresso na pele, no sistema imunologico e no SNC, com destaque,
neste ultimo, para o hipotdlamo (Yeo et al., 2000). Nesta regido cerebral, a proteina
POMC pode ser regulada por diversos estimulos — incluindo horménios esteroides,
neurotransmissores e neuropeptideos — para desempenhar importante funcao
coordenando o controle da ingestdo alimentar (Wardlaw, 2001; Zeltser et al., 2012).
Assim €& que, em jejum, neurbnios POMC sao inibidos a partir de estimulos
GABAérgicos e neuropeptideos orexigénicos (AgRP e NPY), por exemplo (Figura
10). Paralelamente, como ja explicitado anteriormente, neurdnios orexigenos séo
ativados pela AMPK para que haja o aumento do apetite e da ingestdo alimentar.
Em contraste, frente a saciedade, neurénios POMC sédo ativados pela leptina e
liberam o neuropeptideo B-endorfina (produto da clivagem de POMC). Este, por sua
vez, inibe AMPK, interrompendo, portanto, o estimulo ao apetite (Figura 10) (Zeltser
et al.,, 2012). Adicionalmente, estudos sugerem que, em condicbes de restricdo
alimentar, os niveis de RNA mensageiro de POMC no hipotdlamo estdo reduzidos,
enquanto que em ratos superalimentados, estes niveis encontram-se elevados
(Mizuno et al., 1998; Hagan et al., 1999; Millington et al., 2007).
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Figura 10: Acdo de POMC no controle da ingestdo alimentar. Em situacdes de jejum (a
esquerda), neurénios POMC sédo inibidos por estimulos GABAérgicos, e por neuropeptideos
orexigénicos (AgRP e NPY). Por sua vez, AMPK ¢ ativada pela grelina (receptor de grelina em laranja
na figura), resultando na ativacdo de neurdnios orexigenos NPY/ AgRP no nilcleo arqueado do
hipotdlamo (ARH) e, consequentemente, no aumento do apetite e da ingestdo alimentar. Em
contraste, em situacfes de saciedade (a direita), neurénios POMC, ativados pela leptina (receptor de
leptina em azul na figura), liberam o neuropeptideo p-endorfina (produto da clivagem de POMC), que
inibe AMPK, cessando, desta forma, o estimulo ao apetite. Figura adaptada (Zeltser et al., 2012).

Estudos de associacao genética tém identificado a regido cromossémica 2p23
relacionada com ingestdo de nutrientes (Cai et al., 2004), tecido adiposo (Comuzzie
et al., 1997) e obesidade (Hager et al., 1998). Em humanos, a perda completa de
POMC provoca desenvolvimento da obesidade ainda nos primeiros meses de vida,
com constante agravamento da doenca devido a hiperfagia intensa (Krude et al.,
1998), corroborando com experimentos realizados em camundongos POMC inativo,
gue revelaram um acelerado desenvolvimento da obesidade no modelo animal
(Smart et al., 2006). Em contraste, modelos genéticos com superexpressdo de
POMC tém demonstrado uma protecdo contra a obesidade, mesmo quando o0s
camundongos sdo submetidos a uma dieta hipercaldrica (Mizuno et al., 2003; Lee et
al., 2007). Outros trabalham relacionam ainda o gene da POMC com IMC, peso
corporal, circunferéncia abdominal e gorduras visceral e total (Chen et al., 2005;
Sutton et al., 2005).
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N&do apenas POMC, mas também seus produtos apresentam papel
importante no comportamento alimentar e balanco energético. Por exemplo, a
deficiéncia na produgdo de a-MSH, como ja abordado, € um dos principais
contribuintes para a obesidade com suporte na heranca genética (Coll et al., 2004).
Em adicdo, as secregbes de ACTH e [B-LPH encontram-se aumentadas em

pacientes obesos (Weaver et al., 1993).

Portanto, dado o exposto acima e considerando-se a heterogeneidade da
heranca genética da obesidade, a investigacdo de polimorfismos nos genes
FOXO03a, AMPK e POMC em individuos obesos moérbidos torna-se relevante, uma
vez que este é o grau mais elevado da obesidade (grau lll) e, portanto, deve existir
uma forte influéncia genética, além do fator ambiental, para desenvolvimento desta

doenca.
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1. Objetivo geral:
Identificar associagfes entre polimorfismos nos genes FOXO3a, AMPK e
POMC que possam modular a susceptibilidade para o desenvolvimento da

obesidade modrbida.

2. Objetivos especificos:

Caracterizar a amostra selecionada quanto aos dados clinico-laboratoriais.

Caracterizar a amostra selecionada para as variantes genéticas de FOXO3a,
AMPK e POMC.

Avaliar a existéncia da relacdo entre os tagSNPs associados com a OBM e as
variacOes dos parametros clinico laboratoriais alterados neste grupo.

Avaliar se ha efeito sinérgico entre os tagSNPs selecionados dos genes
FOXO3a, AMPK e POMC na obesidade morbida.
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1. Recrutamento dos individuos e parametros laboratoriais

251 pacientes diagnosticados com obesidade mérbida (IMC = 40,00 kg/m?2 ou
IMC = 35,00 kg/m? associado a comorbidades, como hipertensao e diabetes), que
tentaram sem sucesso a perda de peso e se tornaram candidatos a cirurgia
bariatrica de acordo com os critérios do Instituto Nacional de Saude (NIH, National
Institute of Health), foram recrutados no Hospital Felicio Rocho e na Santa Casa de
Misericérdia, localizados em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. O grupo controle
consistiu de 212 voluntarios saudaveis recrutados em Pernambuco, sem historico de
hipertenséo, diabetes ou doencas cardiovasculares e com IMC < 25,00 kg/m?2.

Os parametros laboratoriais (glicemia, dosagem de triglicerideos, HDL e LDL)
foram mensurados do plasma coletado dos individuos apos 12 horas de jejum de
acordo com os protocolos padronizados pela Doles®.

Todos os integrantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

2. Coleta e obtencdo do DNA

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubo contendo o
anticoagulante EDTA de onde extraiu-se o DNA gendmico através do método salino
de Lahiri e Numberger (1991), modificado por Cavalli et al (1996) e Salazar et al
(1998), como segue:

e Homogeneizou-se delicadamente a amostra no tubo contendo EDTA

para, em seguida, transferir o sangue colhido para um tubo falcon de 50
mL;

e Adicionou-se a solucdo tampdo TKM1 (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 10 mM
KCI; 10 mM MgCl,; 2 mM EDTA) para lavagem do sangue, retirando o
excesso de plasma e de hemacias da amostra. O volume de TKM1
adicionado é correspondente ao volume de sangue coletado;

e 500 pL do reagente Triton X-100 (C,4H»,0(C,H40),) foram adicionados

para lise celular dos leucdcitos. O conteudo foi agitado vigorosamente e
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centrifugado por 15 min a 4 °C (2600 rpm). Desprezou-se o sobrenadante
e o0 pellet (parte sedimentada na centrifugagcdo contendo o DNA) foi
mantido;

e O pellet foi lavado novamente com TKM1 para retirada do Triton X-100. O
conteudo foi agitado vigorosamente e centrifugado por 10 min a 4°C
(1600 rpm). Desprezou-se o sobrenadante;

e Ressuspendeu-se o pellet em 1600 pL de solucdo tampao de TKM2 (10
mM Tris-HCI pH 7,6; 10 mM KCI; 10 mM MgCl; 0,4 M NaCl; 20 mM
EDTA) e 100 pL de SDS (dodecil sulfato de sédio) a 10% para reafirmar a
lise dos leucécitos;

e O conteudo foi agitado vigorosamente com o auxilio de um vortex, para
fragmentacao do pellet;

e Incubou-se o tubo falcon em banho maria a 55 °C durante 10 a 20 min;

e Depois, 900 pL de cloreto de sodio 6 M foram adicionados para
precipitacdo das proteinas;

e Centrifugou-se o tubo falcon por 15 min a 4 °C (15000 rpm);

e O sobrenadante foi transferido para um tubo falcon de 15 mL, contendo 5
mL de etanol absoluto para precipitacdo do DNA;

e O DNA foi retirado do tubo com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
mergulhado em outro tubo falcon de 15 mL, contendo 300 pL de etanol
70%. O tubo foi deixado aberto para secagem do etanol;

e O DNA foi ressuspendido em 500 pL de tampédo Tris-EDTA (TE; 10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4 a 8,0) e acondicionado a 4°C, devidamente

identificado.

A quantificacdo do DNA foi realizada no aparelho de espectrofotdmetro e,

posteriormente, sua concentragao foi ajustada para 50 ng/uL.

3. Selecao dos polimorfismos

Os polimorfismos de base Unica representativos (tagSNPs) para 0s genes

FOXO3A, AMPK e POMC foram selecionados no banco de dados do HapMap
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(www.hapmap.org), com uma frequéncia minima de 0,25 na populacdo caucasiana
europeia (CEU) (Tabela 3).

Tabela 3: Polimorfismos selecionados, localizagcdo cromossdmica,
génica e mutacgéo correspondente.

Localizagéo Localizagéo
tagSNP . . Alteracao
cromossdmica génica
FOXO3A
rs1536057 chr.6 108992316 Intron 1 G>A
rs2802292 chr.6 109015211 Intron 1 G>T
rs3813498 chr.6 109050858 Intron 1 T>C
rs1935952 chr.6 109105598 Intron 2 C>G
AMPK
rs1442760 chr.1 145095031 UTR? C>T
rs1036851 chr.1 145100374 Intron T>C
rs1348316 chr.1 145110179 Intron G>A
rs11584787 chr.1 145095103 UTR? C>G
POMC
rs934778 chr.2 25242728 Intron >C
rs6545975 chr.2 25238989 Intron T>C

4UTR: regido ndo traduzida (untranslated region)

Como visto na Tabela 3 acima, os tagSNPs selecionados encontram-se em
regides intronicas, a excecdo de dois marcadores para AMPK (rs1442760,

rs11584787) que estado localizados em regides néo traduzidas (UTRS).

4. Genotipagem pela PCR em tempo real

A genotipagem foi realizada a partir de 50 ng de DNA através da Reacédo da
Polimerase em Cadeia (PCR) em tempo real, pelo método TagMan® Genotyping.
Esta técnica baseia-se na replicacdo do fragmento de DNA de interesse, a partir da
utilizacdo de sondas (probes) especificas (Tabela 4), que consistem em

oligonucleotideos ligados a um fluoréforo. Desta forma, apds a hibridizacdo das
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sondas a fita de DNA complementar, a DNA polimerase realiza a extensdo do
fragmento e, ao clivar a probe, faz com que o fluoréforo seja liberado, permitindo a
deteccéo da fluorescéncia pelo equipamento (Figura 11). Uma vez que cada sonda
apresenta uma fluorescéncia alelo especifica, o aparelho pode realizar a
discriminacdo alélica a partir da fluorescéncia liberada durante a reacao.
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Figura 11: Esquema ilustrativo do mecanismo da PCR em tempo real. Inicialmente ocorre
0 pareamento da probe com a fita de DNA. Esta probe contém um fluoréforo R (R, repérter) que tem
sua fluorescéncia captada pelo quencher (Q) quando préximos. Apos a hibridizacdo, a DNA
polimerase realiza a extensdo do fragmento e, ao clivar a probe, faz com que o fluor6foro seja

liberado, permitindo a deteccéo da fluorescéncia pelo equipamento.

Tabela 4: Sondas selecionadas para o estudo.

tagSNP o
- . Sequéncia e alelo ancestral
(Cdodigo Applied)
FOXO3A
11536057 GTCATGATTAGTCATTTTGGAAGCA[C/T|GCATGTGCATTTAAACCACACTACT
(C___8701842_10) Alelo ancestral: G
12802292 TGCTCACAAGAGCTCAGGGCTGGGA[G/T]AAGCCTCTGTGTGACAGATGAAGGG

(C__16097219_10) Alelo ancestral: G
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rs3813498 AAAAAAAAAAAAAGCTGGAAGAGTT[C/T]CCCTTCCTGAGCTTCAGTGGAAGCA
(C___ 431204 _10) Alelo ancestral: T
rs1935952 TGGTTTATTAAGTGTTATTGTGAGG[C/G]GAAAAAACCAAATCCTCTTCCAGAG
(C__11957503_10) Alelo ancestral: C
AMPK
1s1442760 AGATGGTTATACACTGCTAATTCTG[T/CJACAGTGAGATCCAAGGACACCACCA
(C__8719003_10) Alelo ancestral: C
rs1036851 AGTTCTTTTGTACACCCCCAAATGA[T/CJAACTACTCCTTTATGTTGTGCTCAA
(C_8719006_10) Alelo ancestral: T
rs1348316 TGCAGTACTGACACCAACTGCGGGC[G/A]TGGGACGCTTACCTTGGAGTCAGGG
(C__8719009 _30) Alelo ancestral: G
rs11584787 TTTTTAAAAGAGATCATTTTCAGTT[G/C]TAAGTTACTCAACCCTTTATTCTAT
(C__1745072_10) Alelo ancestral: C
POMC
rs934778 CAGGCTGTTCCCATTGTACCCTGCC[A/G]GTGATCTATTCAAGTACACAGCCAG
(C__8722915 10) Alelo ancestral: T
16545975 TTTTTAAACATATTTTTAATAATGC[C/TITCAACCTGTGTGAACCTGGGAGGTG

(C__32192453 _10) Alelo ancestral: T

Polimorfismo entre colchetes em negrito na sequéncia.

A reacdo de PCR foi preparada em placas para 96 reacbes. Destas, 94
continham a amostra de DNA a ser genotipada e duas eram controles negativos,
contendo todos os componentes da reacdo, exceto a amostra de DNA (para
exclusdo de contaminagbes). Cada reacdo continha 3,5 pL do kit TagMan®
Genotyping PCR Master Mix (Applied Biosystems Life Technologies Inc, Foster City,
CA, USA), 3,4 uL de agua deionizada, 0,1 yL da sonda (Applied Biosystems Life
Technologies Inc, Foster City, CA, USA) e 1 uL de DNA (50 ng/uL), totalizando 8 pL.

Para a reacdo de PCR em tempo real, utilizou-se o aparelho Stratagene
Mx3005P QPCR System (La Jolla, CA, USA). Foi realizado um ciclo de
desnaturacdo para separacao da fita dupla de DNA, com duracdo de 10 minutos a
95 °C, acompanhado por cinquenta ciclos de anelamento da sonda e extensao do
fragmento de DNA com duracdo de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C,
respectivamente. A leitura da fluorescéncia foi feita ao final de cada ciclo. Para a
analise dos produtos da reacéo, foi utilizado o modo de discriminacgéo alélica (Figura

12) do software que acompanha o aparelho.
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Um ndmero minimo de 10% das amostras selecionadas aleatoriamente foram

genotipadas novamente como controle de qualidade para garantir a exclusdo de
possiveis erros laboratoriais.
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Figura 12: Resultado ilustrativo da analise da discriminacdo alélica em uma PCR em
tempo real no aparelho Stratagene Mx3005P QPCR System. Cada ponto é o resultado de uma
amostra, 0s pontos em vermelho no canto superior esquerdo sdo homozigotos para o alelo marcado
com a fluorescéncia FAM, os pontos em azul no canto inferior direito representam os individuos
homozigotos para o alelo marcado com a fluorescéncia HEX e os pontos em verde no canto superior
direito sdo heterozigotos (um alelo marcado com a fluorescéncia FAM e o outro com a HEX). Os

pontos em marrom no canto inferior esquerdo sao os controles negativos.

5. Andlise estatistica

O teste t de Student foi utilizado para comparacdo entre as variaveis
guantitativas (IMC, circunferéncia abdominal, niveis plasméaticos de glicose,
triglicerideos, HDL e LDL) dos casos e controles, usando o software GraphPad
Prism, na sua verséo 5.01.

A analise das frequéncias alélicas e genotipicas e a estimativa de risco
determinada pela presenca dos polimorfismos (odds ratio, OR) foram realizadas
através do programa Unphased (versdo 3.1.5) (Dudbridge, 2008). Os resultados
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foram considerados significativos quando o valor de p < 0,05. No intuito de confirmar
os resultados obtidos pelo Unphased, foi realizado o teste de 1000 permutagdes,
permitindo a excluséo de possiveis resultados falsos positivos (erro tipo I).

Ap6s as anadlises do Unphased, foi feita a comparacéo entre os polimorfismos
gue demonstraram associagcdo com a OBM (p < 0,05) e os parametros clinico
laboratoriais alterados no grupo dos obesos morbidos (IMC, circunferéncia
abdominal, niveis plasmaticos de glicose). Para tanto, realizou-se o teste de analise
de variancia simples (ANOVA 1 way) no programa GraphPad Prism (versédo 5.01).
Os testes estatisticos foram bicaudados e o nivel de significancia adotado foi de p <
0,05.

A andlise do EHW foi realizada para todos os SNPs através do software
Haploview, versao 4.2 (Barrett et al., 2005). A frequéncia do menor alelo (MAF,
Minor Allele Frequency) e formagdo de haplotipos atraves dos valores de
desequilibrio de ligacao (LD), também foram determinadas por este software. Neste
estudo, os haplotipos foram determinados através do calculo do LD. O D’ (Ié-se D
prime), valor representativo do nivel de recombinacao entre os loci, € a medida mais
utilizada para representacdo do LD (Gabriel et al., 2002). Os resultados do
Haploview foram considerados significativos quando apresentaram p < 0,001 e
também foram submetidos a analise das 1000 permutacdes.

A fim de investigar a existéncia de uma interacdo entre os genes selecionados
na susceptibilidade da obesidade morbida empregou-se o software MDR, verséo 2.0
beta 8.4. Os resultados provenientes das suas analises foram representados sob
forma de dendograma, uma das ferramentas visuais para interpretacdo dos modelos
de interacdo gene-gene (Moore et al., 2006). E importante ressaltar que o uso deste
software reduz as chances de falsos positivos, em funcéo da estratégia de validacao
cruzada empregada no método (Ritchie et al., 2011; Moore et al.,, 2006). Neste
modelo o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05 e também foi aplicada a

analise das 1000 permutacoes.
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1. Caracterizacado da amostra

A amostra foi constituida por 463 individuos, subdividindo-se em 251 obesos
morbidos e 212 controles saudaveis. Do total de obesos morbidos, obteve-se acesso
apenas aos dados clinicos de 161 pacientes. Destes, 22 sujeitos eram do sexo
masculino (13,70 %), com média de idade de 37,40 + 13,24 anos e 139 (86,30 %)
eram do sexo feminino, com média de 42,21 + 11,68 anos. O IMC desse grupo foi de
44,94 + 6,55 kg/m? e as medidas da circunferéncia abdominal (136,15 + 13,48 e
122,97 + 13,23 para 0s sexos masculino e feminino, respectivamente) estavam
acima dos padrbes de referéncia. As dosagens dos triglicerideos, HDL e LDL
encontraram-se de acordo com a normalidade, diferentemente dos niveis
plasmaticos de glicose (107,04 + 45,96 mg/dL), que estavam acima dos valores de
referéncia (Tabela 5).

Dos 212 controles recrutados nao foi possivel ter acesso a 16 prontuarios.
Destes, 65 individuos (33,16 %) eram do sexo masculino, com média de idade de
59,17 £ 12,92 anos, e 131 (66,84 %) do sexo feminino, com média de 58,17 + 14,15
anos. O IMC apresentado por este grupo foi de 24,08 + 2,82 kg/m? e os valores da
circunferéncia abdominal, assim como os demais parametros laboratoriais estavam

dentro dos valores de referéncia (Tabela 5).

Tabela 5: Caracterizacao clinica dos individuos obesos mérbidos e controles.

Parametros Valores (?Ie Obesos morbidos Controles p-valor
referéncia
IMC (kg/m?) < 25,00 44,94 + 6,55 24,08 +2,82 <0,0001
Circunferéncia
abdominal (cm)
Masculino 102 136,15 + 13,48 88,40 + 9,68 <0,0001
Feminino 88 122,97 + 13,23 87,19 + 9,63 <0,0001
Glicose (mg/dL) <100 107,04 + 45,96 79,83+11,84 <0,0001
Triglicerideos (mg/dL) <150 145,72 + 88,66 141,05 +58,99 00,4012
HDL (mg/dL) 240 48,87 £ 11,52 42,39 +13,72 <0,0001
LDL (mg/dL) <130 120,63 + 38,08 118,37 £28,73  0,5615
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IMC, indice de massa coporal; LDL, lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de
alta densidade. Valores de referéncia baseados na Sociedade Brasileira de Cardiologia
(1996).

2. Andlise genética

2.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg

A excecdo dos polimorfismos rs11584787 do gene AMPK e os dois tagSNPs
de POMC, todos os demais estavam de acordo com o EHW (Tabela 6). Na avaliacéo
individual dos casos e controles, o rs11584787 continuou apresentando desvio do
EHW para ambos os grupos. Ja o rs934778 mostrou-se dentro do EHW apenas no
grupo dos obesos mérbidos (p = 0,7935) e o rs6545975 apresentou-se dentro dos
critérios para o EHW tanto para os casos quanto para os controles (p =0,1044 e p =
0,0012).

Tabela 6: EHW e MAF para os tagSNPs usados neste estudo.

EHW (p-valor) MAF MAF CEU
tagSNP
OBM Controles Total (%) (%)
FOXO03a
rs1536057 0,0144 0,0716 0,5020 29,90 27,90
rs2802292 0,4277 0,2972 1,0000 49,40 42,40
rs3813498 1,0000 0,2228 0,4264 29,80 18,30
rs1935952 0,1695 0,6276 0,5182 42,20 30,50
AMPK
rs1442760 0,0184 0,2438 0,0092 45,30 41,50
rs1036851 0,0407 0,0087 1,0000 49,20 35,80
rs1348316 0,0426 1,0000 0,1194 48,10 40,70
rs11584787 1,53e7° 1,34e™ 7,647 41,90 27,00
POMC
rs934778 0,7935 2,48e~° 9,167 37,10 31,40
rs6545975 0,1044 0,0012 3,00e™ 43,40 41,20
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EHW, Equilibrio de Hardy-Weinberg; MAF, Frequéncia do menor alelo encontrada
neste estudo; MAF CEU: Frequéncia do menor alelo na populacdo caucasiana
europeia (CEU) disponivel no banco de dados do HapMap (www.hapmap.org) e do
NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov).

2.2. Frequéncias genéticas e estimativas de risco

A frequéncia do menor alelo observada neste estudo foi similar a frequéncia
encontrada na populacdo caucasiana europeia listada no HapMap e NCBI (Tabela
6), a excecdo dos rs3813498, rs1935952, rs1036851 e rs11584787. Sabe-se que
loci com pequena MAF (< 10 %) tem fraco poder de deteccao de gendtipos de risco
guando comparado a loci com MAF > 40 % (Ardlie et al., 2002). Nenhum dos nossos
resultados apresentou MAF < 10 %.

251 amostras de OBM e 193 de controles foram genotipadas para o0s
polimorfismos de FOXO3a (Tabela 7). Dentre eles, apenas o rs1536057 demonstrou
relacdo com a obesidade morbida. Este tagSNP apresentou um perfil dual, de
maneira que, o perfil heterozigoto AG esteve em maior frequéncia no grupo caso
(51,8 %) quando comparado ao controle (31,4 %), conferindo uma odds ratio (OR)
de 1,936. Por sua vez, o gendtipo homozigoto selvagem GG esteve em maior
frequéncia nos controles (40,6 % nos casos e 59,7 % nos controles), determinando
uma OR de 0,797. O mesmo ocorre para as frequéncias alélicas: o alelo mutante A
foi mais frequente no grupo caso (33,5 % nos casos e 24,6 % nos controles) e o
alelo G nos controles (66,5 % nos casos e 75,4 % nos controles). Contudo, apesar
das associacbes observadas, ao submeter estes dados ao teste das 1000
permutacdes, os valores de p ndo se mantiveram significativos.

No que tange ao gene da AMPK (Tabela 8), 241 obesos morbidos e 205
controles foram genotipados. A frequéncia observada para o gendtipo homozigoto
selvagem (TT) do rs1036851 foi substancialmente maior no grupo caso (frequéncia
de 35,4 % nos obesos morbidos e 13,9 % nos controles), atribuindo uma OR de
3,033 para este grupo. No entanto, quando em heterozigose (genétipo CT), leve
tendéncia a protecao foi observada (OR = 0,849). Do mesmo modo, a presenca do
alelo ancestral T foi maior nos obesos mérbidos (56,5 % nos casos e 43,6 % nos

controles), demonstrando susceptibilidade para a OBM, com uma OR de 1,679.
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Apesar disso, assim como para FOXO3a, os valores de p ndo se sustentaram apos
as 1000 permutacBes e os outros tagSNPs também nao evidenciaram diferencas
expressivas entre casos e controles.

Quanto ao gene POMC (Tabela 9), foram genotipados 240 obesos mérbidos e
210 controles. Para o rs934778, foi observada pequena propor¢gédo do gendtipo CC
nos casos (8,5 %) quando comparados aos controles (30,5 %), sugerindo que a
presenca deste possa conferir um fator de risco diminuido para a obesidade
morbida. Quando em heterozigose (gendtipo CT) este marcador conferiu uma OR de
4,251, e, em homozigose (genétipo TT), a OR tornou-se ainda mais significativa,
com valor de 5,137, com frequéncia maior no grupo caso (51,9 % nos casos e 36,2
% nos controles). A presenca do alelo ancestral T foi significativamente maior nos
obesos mérbidos (71,7 %) que nos controles (52,9 %), resultando em uma OR de
2,26. Apesar da forte associagcdo, ao submeter esses resultados as 1000
permutacdes, apenas o valor de p para o genétipo CC do rs934778 manteve-se
menor que 0,05 (p = 0,0104) (Tabela 9). Por sua vez, o rs6545975 de POMC
apresentou o genotipo homozigoto mutante CC mais frequente no grupo controle
(frequéncia de 18,3 % e 28,7 % nos casos e controles, respectivamente), com uma
OR de 0,543. O alelo mutante C obteve maior frequéncia dentre os controles (39,6
% nos casos e 47,7 % nos controles), conferindo uma OR alélica de 0,718.

Entretanto, o valor de p néo se sustentou apés as 1000 permutacdes (Tabela 9).
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Tabela 7: Frequéncias genotipicas e alélicas dos tagSNPs de FOXO3a.

Resultados

OBM Controle b
tagSNP OR (95% IC) )'a p-valor® p-1000
(Freq%) (Freq%)
rs1536057
AA 19 (7,6) 15 (8,9) 1,0 0,231 0,6304
AG 130 (51,8) 53(31,4) 1,936 (0,916 - 4,094) 17,15 3,46e” 05171
GG 102 (40,6) 101 (59,7) 0,797 (0,384 -1,656) 14,79 00,0001  0,2040
251 (100) 169 (100)
A 168 (33,5) 83 (24,6) 1,0
7,653 0,0056  0,1430
G* 334 (66,5) 255 (75,4) 0,647 (0,475 - 0,882)
502 (100) 338 (100)
rs2802292
TT 59 (23,7) 54 (28,1) 1,0 1,116  0,2907
TG 132 (53,0) 88 (45,8) 1,373 (0,869 -2,17) 2,235 0,1349
GG 58 (23,3) 50 (26,1) 1,062 (0,626 -1,801) 0,443 0,5057
249 (100) 192 (100)
T 250 (50,2) 196 (51,0) 1,0
0,061 0,8044
G* 248 (49,8) 188 (49,0) 1,034 (0,792 - 1,350)
498 (100) 384 (100)
rs3813498
TT 122 (48,6) 100 (51,8) 1,0 0,449 0,5028
TC 106 (42,2) 73(37,8) 1,190(0,799-1,773) 0,880 0,3480
CC 23 (9,2) 20 (10,4) 0,943(0,490-1,815) 0,179 0,6719
251 (100) 193 (100)
T* 350 (69,7) 273 (70,7) 1,0
0,105 0,7458
C 152 (30,3) 113(29,3) 1,049 (0,784 -1,403)
502 (100) 386 (100)
rs1935952
GG 42 (16,8) 30 (16,9) 1,0 0,001  0,9677
GC 135 (54,0) 81 (45,8) 1,190 (0,691 - 2,050) 2,813 0,0935
CC 73 (29,2) 66 (37,3) 0,790 (0,445-1,404) 3,088 0,0789
250 (100) 177 (100)
G 219 (43,8) 141 (39,8) 1,0
1,339 0,2472
c* 281 (56,2) 213 (60,2) 0,849 (0,644 - 1,120)
500 (100) 354 (100)

*Alelo Ancestral; p-valor®: p-valor antes da permutacéo; p-1000°: p-valor apds 1000

permutacdes para casos em que p < 0,05.

39



Tabela 8: Frequéncias genotipicas e alélicas dos tagSNPs de AMPK.

Resultados

OBM Controle b
tagSNP OR (95% IC) )'a p-valor® p-1000
(Freq%) (Freq%)
rs1442760
CC 85 (35,3) 63 (30,7) 1,0 1,029 0,3104
CT 100 (41,5) 93 (45,4) 0,797 (0,518 -1,227) 0,676 0,4108
TT 56 (23,2) 49 (23,9) 0,847 (0,512-1,401) 0,027 0,8688
241 (100) 205 (100)
c* 270 (56,0) 219 (53,4) 1,0
0,6056 0,4365
T 212 (44,0) 191 (46,6) 0,900 (0,691 - 1,173)
482 (100) 410 (100)
rs1036851
CC 52 (22,4) 50 (26,7) 1,0 1,051  0,3052
CT 98 (42,2) 111 (59,4) 0,849 (0,529-1,363) 12,13 0,0005 0,1275
TT 82 (35,4) 26 (13,9) 3,033 (1,685 -5,458) 24,88 6,10e”’  0,5736
232 (100) 187 (100)
C 202 (43,5) 211 (56,4) 1,0
13,75 0,0002 0,7030
T* 262 (56,5) 163 (43,6) 1,679 (1,276 -2,210)
464 (100) 374 (100)
rs1348316
AA 66 (27,4) 45 (22,1) 1,0 1,675 0,1956
AG 104 (43,1) 101 (49,5) 0,702 (0,440-1,120) 1,797 0,1801
GG 71 (29,5) 58 (28,4) 0,835(0,499-1,395) 0,056 0,8115
241 (100) 204 (100)
A 236 (49,0) 191 (46,8) 1,0
0,408 0,5226
G* 246 (51,00 217 (53,2) 0,917 (0,705 - 1,195)
482 (100) 408 (100)
rs11584787
CcC 109 (45,2) 83 (43,9) 1,0 0,074  0,7858
CG 68 (28,2) 48 (25,4) 1,079 (0,676 -1,721) 0,427 0,5133
GG 64 (26,6) 58 (30,7) 0,840(0,533-1,325) 0,889 0,3455
241 (100) 189 (100)
C* 286 (59,3) 214 (56,6) 1,0
0,645 0,4219
G 196 (40,7) 164 (43,4) 0,894 (0,681 -1,175)
482 (100) 378 (100)

*Alelo Ancestral; p-valor®: p-valor antes da permutaco; p-1000°: p-valor apds 1000

permutacdes para casos em que p < 0,05.
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Tabela 9: Frequéncias genotipicas e alélicas dos tagSNPs de POMC.

Resultados

OBM Controle b
tagSNP OR (95% IC) )'a p-valor® p-1000
(Freq%) (Freq%)
rs934778
CC 20 (8,5) 64 (30,5) 1,0 34,94 3397¢” 0,0268
CT 93 (39,6) 70 (33,3) 4,251(2,356-7,671) 1,861 0,1725
TT 122 (51,9) 76 (36,2) 5,137 (2,882 -9,157) 11,10 0,0008  0,6542
235 (100) 210 (100)
C 133 (28,3) 198 (47,1) 1,0 S
33,72 6,364e 0,3462
T* 337 (71,7) 222 (52,9) 2,260 (1,712 - 2,983)
470 (100) 420 (100)
rs6545975
TT 94 (39,2) 65 (33,3) 1,0 1,579 0,209
TC 102 (42,5) 74 (38,0) 0,953(0,617-0,925) 0,925 0,3361
CC 44 (18,3) 56 (28,7) 0,543 (0,328 -0,901) 6,553 0,0104 0,4785
240 (100) 195 (100)
T* 290 (60,4) 204 (52,3) 1,0
5766 0,0163  0,2345
C 190 (39,6) 186 (47,7) 0,718 (0,548 - 0,941)
480 (100) 390 (100)

*Alelo Ancestral; p-valor®: p-valor antes da permutacéo; p-1000°: p-valor apds 1000

permutacdes para casos em que p < 0,05.

Ao se comparar as frequéncias genotipicas para os marcadores que

apresentaram p < 0,05 no grupo dos obesos mdérbidos com os valores de IMC,

circunferéncia abdominal e glicemia — parametros alterados neste grupo (Tabela 5)

—, ndo foi observada diferenca significativa entre os perfis genotipicos (Figura 13).

Este dado sugere que os polimorfismos testados ndo estdo associados ao aumento

do IMC, da circunferéncia abdominal ou da glicemia no grupo dos obesos morbidos.
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Figura 13: Comparacdo entre os perfis genotipicos e os parametros clinico
laboratoriais alterados no grupo dos obesos mérbidos. Os marcadores que apresentaram p <
0,05 na analise caso x controle sdo: rs1536057 (FOXO3a), rs1036851 (AMPK), rs3813498) e
rs1935952 (POMC). Nenhum tagSNP demonstrou diferenca significativa para os perfis genotipicos

guando comparados aos valores de IMC (Figura 13a), circunferéncia abdominal (Figura 13b) e
glicemia (Figura 13c).

2.3. Haplotipos

A fim de verificar os padrdes de recombinacdo, foi realizada a analise de
haplétipos utilizando-se o programa Haploview 4.2. Seus resultados mostraram a
formacdo de blocos haplotipicos para o gene FOXO3a, entre os rs1536057 e
rs2802292 (D’ = 1,0) e entre os rs3813498 e rs1935952 (D’ = 0,94) (Figura 14a), de
acordo com os padrbes de Gabriel e colaboradores (2002). Analisando-se
separadamente casos e controles, pode-se notar que nos obesos morbidos o padréo
haplotipico se mantém (Figura 14b), entretanto, nos controles, apenas o haplétipo
entre 0s rs1536057 e rs2802292 permanece (D’ = 1,0) (Figura 14c).

Embora ndo tenha sido observada a formacdo de bloco haplotipico para

AMPK na amostra total (Figura 15a), ao realizar a andlise individual, o grupo dos
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obesos morbidos apresentou forte LD entre os rs1442760, rs1036851 e rs1348316
(D’ = 1,0) (Figura 15b), ndo demonstrando nenhuma relagéo nos controles (Figura
15c). Estes resultados sugerem que, apesar do Haploview contemplar blocos com D’
> 0,9, nem todos os LD’s com valores de D’ superiores a este podem ser
considerados blocos, aja vista que o grupo dos controles impediu a formacgéo de
haplotipo na analise global das amostras para AMPK (Figura 15a).

Nenhum bloco haplotipico foi obtido entre os tagSNPs de POMC, tanto na
analise geral (D’ = 0,53) (Figura 16a) quanto nas individuais (Figuras 16b e 16c),
como o esperado, uma vez que ambos os tagSNPs para este gene encontraram-se

em desacordo com o EHW.
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Figura 14: Blocos haplotipicos para o gene FOXO3a na amostra total (a) e,
separadamente, para casos (b) e controles (c). O painel superior indica os polimorfismos e os
valores dentro dos losangos representam o valor D’. Quanto mais escura a cor, maior € o valor de D’
e, portanto, maior o desequilibrio de ligacdo. Hapldtipos foram formados entre os rs1536057 e
rs2802292 (D’ = 1,0) e entre 0s rs3813498 e rs1935952 (D’ = 0,94) (Figura 14a). Nos casos o padrao
haplotipico se mantém (Figura 14b) e nos controles, apenas o0 haplétipo entre os rs1536057 e

rs2802292 permanece (Figura 14c).
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Figura 15: Blocos haplotipicos para o gene AMPK na amostra total (a), apenas nos
casos (b) e apenas nos controles (c). O painel superior indica os polimorfismos e os valores dentro
dos losangos representam o valor D’. Quanto mais escura a cor, maior sera o valor de D’ e, portanto,
maior o desequilibrio de ligacdo. Formou-se hapl6tipo apenas no grupo dos obesos moérbidos entre os
rs1442760, rs1036851 e rs1348316 (D’ = 1,0) (Figura 15b).
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Figura 16: Auséncia de blocos haplotipicos para o gene POMC na amostra total (a) e,
separadamente, para os obesos modrbidos (b) e os controles (c). O painel superior indica os
polimorfismos e os valores dentro dos losangos representam o valor D’. Quanto mais escura a cor,

maior serd o valor de D’ e, portanto, maior o desequilibrio de ligagdo. Nenhum haplétipo foi
evidenciado.

2.4. Analise de interacdo gene-gene

No intuito de avaliar se existe interacdo entre os polimorfismos dos genes

estudados na susceptibilidade para a obesidade mérbida, foi feita uma analise de
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interagdo gene-gene com o auxilio do programa estatistico MDR (Figura 17). Se a
interacdo entre os tagSNPs promover um ganho de informacéo, isto € aumenta-se o
poder de predicdo da OBM, admite-se que ocorreu sinergismo (representado no
dendograma pelas cores vermelha e laranja), por exemplo em casos de epistasia.
Por sua vez, quando a combinacdo dos polimorfismos provocar uma perda de
informac&o, ou seja, diminui o poder de predicdo da doenca, sugere-se uma
correlacdo ou redundéncia (coloracdo azulada no dendograma), ocorrendo

usualmente com polimorfismos em LD.
rs11584787 (AMPK)
rs2802292 (FOXO03a)

rs1935952 (FOX03a)

51036851 (AMPK)

— 5934778 (POMC)

Sinergismo - - Redundancia

Figura 17: Dendograma gerado pelo MDR. As cores da legenda compreendem um espectro
representando a transicdo de sinergismo para redundancia. As cores vermelha e laranja representam
sinergismo e, verde e azul, redundancia. Em amarelo admite-se que os tagSNPs possuem efeitos
independentes.Os tagSNPs rs1036851 de AMPK e rs934778 de POMC apresentaram redundancia

entre eles.

Através desta analise, ndo foi possivel identificar um modelo de interacdo que
possa predizer a susceptibilidade para a OBM. Todavia, o rs934778 de POMC e o
rs1036851 de AMPK demonstraram um espectro de redundancia. Este resultado
sugere que a combinacdo desses dois tagSNPs promove uma perda de informacgéo
genética, visto que aumenta-se o erro de predicdo para OBM.

O melhor modelo gerado pelo MDR é composto pelos rs1935952 (FOXO3a),
rs1036851 (AMPK) e rs934778 (POMC), com acuréacia de 57,24 % e consisténcia de
8/10. Isto significa que este modelo é capaz de predizer a obesidade mdérbida de um
individuo em 57,24% dos casos. Contudo, apos as 1000 permutacdes, o valor de p

nao se sustentou (p = 0,216).
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Dados recentes da OMS mostram que aproximadamente 65% da populacéo
mundial vive em paises onde sobrepeso e obesidade matam mais que a desnutricao
(OMS, 2012). De acordo com pesquisa realizada pelo Ministério da Saude, Belo
Horizonte apresentou um aumento exponencial no percentual de obesidade entre
2006 e 2011, chegando a ter 14% da sua populacdo obesa e 45% com excesso de
peso no ultimo ano (Ministério da Saude, 2012).

Nossa amostra abrange um total de 251 obesos morbidos e 212 individuos
saudaveis, com uma frequéncia notadamente superior do sexo feminino, o que pode
ser explicado culturalmente pela maior procura de servico médico pelas mulheres. O
grupo de individuos saudaveis apresentou uma média de idade de 21,77 e 15,96
anos a mais para 0s sexos masculino e feminino, respectivamente, quando
comparados aos obesos moérbidos (Tabela 5). Este fato reflete um aspecto positivo
da amostra selecionada, uma vez que o desenvolvimento da OBM, usualmente, se
da em uma faixa etaria inferior (entre 20 e 40 anos) (Kopelman, 2000) a apresentada
pelos controles (59,17 + 12,92 anos para homens e 58,17 + 14,15 anos para
mulheres), portanto, a probabilidade que eles venham a desenvolver OBM torna-se
remota.

Dentre os exames laboratoriais avaliados, apenas a glicemia dos obesos
morbidos (107,04 + 45,96 mg/dL) apresentou valor superior a normalidade (Tabela
5). Este dado reforca o conceito de que a obesidade morbida € determinada
primariamente pelo IMC e pela circunferéncia abdominal, e que exames bioquimicos
como a medida dos niveis de triglicerideos, HDL e LDL, ndo necessariamente
estardo fora dos padrdes.

O crescente indice de obesos mérbidos na populacdo pode esta relacionado
ao estilo de vida comum a boa parcela dos habitantes que vivem em grandes
centros urbanos, submetidos ao estresse do dia a dia, aliado a falta de exercicios
fisicos regulares e a dieta hipercal6rica (Swinburn et al., 2006). Entretanto, cabe aqui
uma ressalva de que ndo somente os fatores ambientais contribuem para o
desenvolvimento da obesidade, mas também a heranca genética possui ampla
participacdo nesta patologia (Sorensen et al., 1989; Bouchard, 1997). Disfuncdes
nas vias que participam do comportamento alimentar regulado pelo hipotalamo, por
exemplo, - mutacdes nos genes da leptina, POMC, MC4R - acarretam em graves
quadros de hiperfagia e obesidade (Barsh & Schwartz, 2002; Bell et al., 2005). Desta
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forma, se faz relevante a investigacdo de genes que possam contribuir para a
susceptibilidade a OBM.

Todos os tagSNPs analisados neste estudo se encontravam de acordo com 0
EHW, a excecgao de trés deles: rs11584787 de AMPK e 0s rs934778 e rs6545975 de
POMC (Tabela 6). O EHW postula que, se ndo existirem fatores evolutivos atuando
sobre uma populacdo, as frequéncias génicas permanecem inalteradas e as
proporcdes genotipicas atingem um equilibrio estavel ao longo das geracgfes
(Beiguelman, 2008). Os fatores que podem alterar o EHW incluem os casamentos
consanguineos, surgimento de novas mutacdes, migracdes, selecdo natural e deriva
genética (Ortiz et al., 2000; Zintzaras, 2010).

Os desvios no EHW encontrados neste trabalho podem ser atribuidos a
estratificacdo da populacéo, viés de selecdo da amostra ou a erros de genotipagem
(Zintzaras & Lau, 2008; Zintzaras, 2010). A estratificacdo populacional inclui
diferencas entre grupos de origens étnicas distintas ou diferencas entre grupos de
origem étnica similar, mas com limitada mistura racial (Wittke-Thompson et al.,
2005). Neste caso, desvios no EHW ocorrem quando individuos séo selecionados
de duas populacbes geneticamente diferentes e em proporcdes distintas entre casos
e controles (Zintzaras & Lau, 2008). Neste estudo, ndo foi avaliada a origem étnica
dos individuos, no entanto, sabe-se que foram recrutados de locais distintos —
obesos morbidos em Minas Gerais e controles em Pernambuco —, com elevado
grau de miscigenacdo e que sofreram diferentes coloniza¢cdes (Fausto, 1999).
Portanto, este pode ser um fator consideravel para os desvios observados. Além
disso, ndo parece ser evidente a relacdo entre os desvios do EHW e erros de
laboratoriais, jA que, pelo menos, a genotipagem de 10% das amostras foi repetida
aleatoriamente e nenhuma disparidade foi encontrada.

A MAF observada neste estudo foi similar a frequéncia encontrada na
populacdo caucasiana europeia listada no HapMap e NCBI, a excecdo dos
rs3813498, rs1935952, rs1036851 e rs11584787. Esta diferenca também pode ser
atribuida a diferencas nas etnias da nossa amostra, uma vez que nos baseamos em
caucasianos europeus como referéncia, o que ndo necessariamente configura o
perfil genotipico da nossa amostra, aja vista que, embora, aparentemente, 0s

individuos sejam classificados como caucasianos, nem sempre caracteristicas
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fenotipicas condizem com a heranca genética do individuo, principalmente no Brasil,
onde ha um elevado grau de miscigenacao (Pena et al., 2011).

Este trabalho analisou as frequéncias de quatro polimorfismos para o gene
FOXO3a (rs1536057, rs2802292, rs3813498, rs1935952). A excecao do rs1536057,
as frequéncias genéticas observadas para os outros marcadores ndo diferiram
significativamente entre casos e controles (Tabela 7). Desta forma, nossas andlises
estatisticas mostraram que os individuos portadores de apenas um alelo polimérfico
(gendtipo heterozigoto AG) apresentaram quase 2 vezes (OR = 1,936) mais chance
de desenvolver a OBM.

Embora nado significativos apés as mil permutacfes, os resultados aqui
encontrados mostrando que um polimorfismo genético em FOXO3a aumenta a
susceptibilidade para desenvolvimento da OBM séo relevantes ja que este gene &
amplamente descrito como um fator de transcricdo chave para as respostas
fisioloégicas a insulina. Sabe-se que a atividade de FOXO3a pode ser regulada
negativamente pelos niveis de insulina, os quais encontram-se elevados na OBM
(Schwartz et al., 2005; Zemva et al., 2012). No entanto, evidéncias tém demonstrado
gue obesos morbidos frequentemente, s&o caracterizados por disfuncbes
metabolicas, apresentando resisténcia a insulina (Kahn et al., 2006). Logo, sugere-
se que a reduzida ativacdo da via da insulina, provocada pela resisténcia a este
hormbnio, afete as funcbes de FOXO3a na OBM, refletindo diretamente na
transcricdo de genes relacionados ao metabolismo de glicose e lipidios e ao
comportamento alimentar (Yang & Hung, 2011). Contudo, outras pesquisas sao
necessarias para confirmacao desta hipétese.

Até o momento, nenhum outro grupo avaliou a frequéncia destes marcadores
selecionados na OBM. Existe apenas um artigo publicado com os rs1536057,
rs2802292 e rs1935952 no banco de dados cientifico (NCBI, National Center for
Biotechnology Information), todavia, este retrata a frequéncia em individuos com
transtorno bipolar (Magno et al., 2011). Para o rs2802292, ainda foram encontrados
alguns trabalhos, os quais descreviam sua relacdo com longevidade (Anselmi et al.,
2009; Banasik et al.,, 2010), porém nenhum contemplou a OBM. J4 para o
rs3813498, nenhum estudo foi encontrado. Uma vez que ndo ha um respaldo na
literatura sobre os polimorfismos selecionados e a OBM, este trabalho torna-se o

primeiro a descrever as frequéncias desses tagSNPs nesta doenca.
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Assim como para FOXO3a, este estudo analisou a frequéncia de quatro
polimorfismos para o gene AMPK (rs1442760, rs1036851, rs1348316, rs11584787)
e apenas o0 rs1036851 demonstrou relacdo substancial com a OBM. Nossos
resultados revelaram que individuos com gendtipo homozigoto selvagem (TT) foram
mais frequentes no grupo dos obesos morbidos (35,4 %) quando comparado ao
controle (13,9 %). Isto significa dizer que portadores deste perfil genotipico possuem
uma predisposicdo até 3 vezes maior (OR = 3,033) para susceptibilidade a doenca.
Nossos resultados sugerem que individuos com gendtipo TT para o rs1036851
possam apresentar uma maior atividade da AMPK, contribuindo para maior ingestao
alimentar. Contudo, apés o teste das mil permutacbes, este resultado ndo se
manteve significativo.

Estudos retratam o papel da AMPK na regulacdo energética em neurdnios
hipotalamicos, de forma que hormonios estimuladores do apetite promovem sua
ativacdo de alguma maneira ainda ndo estabelecida (Andersson et al., 2004;
Minokoshi et al., 2004). Portanto, a auséncia de associacdo positiva em Nnossos
resultados apds as mil permutacdes nao invalida a participacdo da AMPK na OBM,
mesmo porque foram selecionados apenas quatro tagSNPs, os quais ndo cobrem
todo o gene. Sendo assim, polimorfismos em outras regides podem ter impacto
relevante sobre a funcéo da proteina.

No que tange ao gene da POMC, foram observados riscos para predisposicao
a OBM bastante significativos para ambos os polimorfismos (rs934778, rs6545975).
Para o rs934778, nossos resultados mostraram que individuos carregando apenas
um alelo selvagem T no perfil heterozigoto (CT) apresentam cerca de 4 vezes mais
chances de desenvolverem a OBM (OR = 4,251) e, na presenca de dois alelos T
(homozigotos TT) esta chance aumenta para 5 vezes mais (OR = 5,137) (Tabela 9).

E de sélido conhecimento que a deficiéncia da POMC e de seus peptideos
derivados configura-se como um importante desencadeador da obesidade grave
(Krude et al.,, 1998, 2003; Yaswen et al., 1999). Faroogi e colaboradores (2006)
inferiram ainda que a perda de apenas uma das cOpias de POMC ja é suficiente
para predispor a obesidade. Adicionalmente, Wang e colaboradores identificaram
uma associag¢ao positiva do rs1042571 com o IMC em americanos europeus, de
forma que a presenca do alelo mutante T aumenta a expressdao de POMC,

favorecendo a sensacdo de saciedade. Este trabalho sugere ainda mais quatro
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mutacoes (c.432 G>T, ¢.609 C>T, c.969 C>G e ¢.1187 A>G) que predispdem ao
sobrepeso e obesidade (Wang et al., 2012).

Portanto, sugere-se que o gendtipo TT do rs934778, possa conferir uma
perda de funcdo a proteina POMC e, com isso, predisponha estes individuos a
OBM. Tal dado vem a somar-se com os resultados de Speliotes et al (2010), que
identificaram um novo loci em POMC associado ao IMC (rs713586), reforcando seu
papel neuroenddcrino no controle do balanco energético.

Em contraste, o rs6545975 apresentou-se com uma OR de 0,543 para o
genotipo homozigoto mutante (CC), o que sugere um fator de risco diminuido para a
OBM. Logo, é provavel que este perfil possa contribuir para melhor funcionamento
anorexigeno da POMC. No entanto, pesquisas adicionais sdo necessarias para
confirmar esta suposicao.

Foi encontrado apenas um trabalho que utilizou os rs934778 e rs6545975 em
condicbes de obesidade (Ternouth et al.,, 2011). As frequéncias genotipicas
observadas foram semelhantes a encontrada neste estudo, no entanto, Ternouth e
colaboradores (2011) ndo identificaram relacdo significativa entre tais polimorfismos
e a obesidade. Sendo assim, este € o0 primeiro trabalho a demonstrar uma
frequéncia tao relevante para a susceptibilidade a OBM. Um dos motivos pelo qual
nossos resultados demonstraram-se tdo relevantes seja devido a um possivel viés
de selecdo da amostra, uma vez que casos e controles foram recrutados de locais
distintos, com herancas genéticas diferenciadas. Além disso, vale recordar que
ambos os nossos tagSNPs estavam fora do EHW. Portanto, para ratificacdo dos
nossos resultados, seria interessante genotipar controles selecionados na mesma
regido que os obesos morbidos.

Feitas as andlises de frequéncia e estimativas de risco, nés selecionamos 0s
tagSNPs que apresentaram valor de p < 0,05 — rs1536057 (FOXO3a), rs1036851
(AMPK), rs3813498 e rs1935952 (POMC) —, e, comparamos as diferencas dos
perfis genotipicos somente dentro do grupo dos obesos moérbidos com os
parametros alterados (IMC, circunferéncia abdominal e glicemia). Com isso, nossa
intencdo era verificar se, neste grupo, estes marcadores predispunham para uma
maior ou menor alteracao dos parametros avaliados.

Nossos resultados ndo evidenciaram nenhuma diferenca significativa entre os

gendtipos e os parametros analisados dos obesos morbidos. Portanto, sugere-se
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gue estes polimorfismos néao alteram os valores de IMC, circunferéncia abdominal e
glicemia na OBM. Isto pode ser explicado pela pequena variagao destes parametros
nos obesos morbidos. Logo, seria interessante que esta andlise fosse feita incluindo
com individuos com IMC = 30 kg/m?, para que fosse possivel observar como estes
tagSNPs se comportam nos diferentes graus de obesidade (grau I: IMC entre 30 -
34,99 kg/mz?; grau Il: IMC entre 35 - 39,99 kg/m?; grau lll: IMC = 40 kg/m?). Porém,
nés ndo dispusemos de um namero suficiente de individuos para esta comparacao.

Ha algum tempo a analise de haplétipos tem contribuido eficazmente para a
identificacdo de genes associados a doengas com herancas tanto mendelianas
guanto complexas (Gabriel et al., 2002; The International HapMap Consortium,
2005). Como ja abordado, um haplétipo pode ser definido como uma combinacéo de
alelos em loci adjacentes, que se encontram em desequilibrio de ligacdo e segregam
juntos na divisdo celular, como um bloco de genes. Desta forma, os padrbes
genotipicos se repetem dentro de um haplotipo devido a reduzida taxa de
recombinacdo, descartando-se, assim, a necessidade de genotipar toda a regiao
(Altshuler et al., 2008), o que facilita a identificacdo do vinculo genético com a
doenca em questao.

Nossos resultados evidenciaram apenas a formacdo de dois blocos
haplotipicos, ambos correspondentes ao gene FOXO3a (Figura 14). Isto indica que a
combinacdo dos rs1536057 e rs2802292, bem como dos rs3813498 e rs1935952,
segregam juntos na divisdo celular e se repetem na populacdo. Estes dados
corroboram com o estudo de Magno e colaboradores (2011) que demonstraram 0s
mesmos haplotipos para FOXO3a em uma populagéo brasileira (Magno et al., 2011).

Em nossas analises haplotipicas para AMPK nao foi observada formacéo de
blocos, vindo a somar-se aos dados de Sun e colaboradores (2006), que falharam
em demonstrar formacdo de haplotipos em AMPK no grupo de individuos com
diabetes tipo 2. Nao obstante, ao realizar-se uma anélise separadamente de casos e
controles, foi possivel notar a formacao de haplétipo entre os rs1442760, rs1036851
e rs1348316 somente no grupo dos obesos mérbidos (Figura 15). Destes achados,
pode-se concluir que o padrdo de combinacdo entre os tagSNPs, repetindo-se
apenas entre 0s casos, caracteriza/ identifica este grupo na populacdo selecionada,

o que reflete no vinculo deste haplotipo com a OBM.
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Quanto ao gene da POMC, nenhum bloco haplotipico foi encontrado (Figura
16). Uma possivel explicacdo para isso é que ambos os tagSNPs selecionados
estavam fora do EHW, o que impossibilita a formacdo de haplétipo, uma vez que
estes sdo formados quando ha baixa taxa de recombinacdo na regido e, um dos
fatores que afeta o EHW € a presenca de mutacdes/ recombinagbes (Ortiz et al.,
2000; Beiguelman, 2008).

No intuito de verificar se 0s genes escolhidos nesta pesquisa estariam
relacionando-se entre si no controle da ingestdo alimentar no hipotadlamo, foi
realizada uma analise de interacdo gene-gene (epistasia) com o programa MDR.
Inicialmente, a hipétese era de que, como ja é sabido, AMPK fosforila FOXO3a
(Greer et al., 2007), e este, por sua vez, poderia inibir a transcricdo de POMC, para
potencializar o aumento da ingestdo alimentar. Contudo, ndo foi demonstrada
interacdo entre esses genes na OBM, apenas uma redundancia entre o rs934778 de
POMC e o0 rs1036851 de AMPK. Isto é, a interacdo entre estes tagSNPs promove
uma diminuicdo do poder de predicdo da doenca, o que, geralmente, ocorre em
casos de desequilibrio de ligacdo. Vale recordar que, apesar do rs934778 néao
apresentar-se em LD (Figura 16), o rs1036851 demonstrou forte LD no grupo dos
obesos morbidos (Figura 15b), como observado na analise do Haploview.

Por fim, a analise do melhor modelo gerado pelo MDR, composto pelos
rs1036851, rs1935952 e rs934778, permite concluir que este modelo é capaz de
determinar corretamente a ocorréncia da OBM em até 57,24% dos casos. Contudo,
este dado nédo se sustentou apos o teste das mil permutacdes. Desta forma, ndo se
pode afirmar que os genes selecionados apresentam relacdo de epistasia entre si,
embora ndo seja indicado excluir totalmente uma possivel interacdo entre 0s genes,
visto que, apenas alguns polimorfismos foram estudados.

Embora resultados significativos tenham sido encontrados (antes das 1000
permutacdes), esta pesquisa apresenta algumas limitacbes. Primeiramente, o
tamanho amostral poderia ser maior, dada a alta frequéncia da doenca estudada.
Seria interessante também estratificar a populacdo de acordo com etnia, poder
socioeconémico, escolaridade, fumantes/ndo fumantes e héabitos alimentares e
etilicos para identificar relacbes mais pontuais com essas caracteristicas. Além
disso, experimentos em modelos animais, knockout e knockdown, poderiam ser uma

alternativa para verificacdo da funcionalidade desses genes na OBM, assim como
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outros marcadores poderiam ser levados em conta, a fim de cobrir uma maior
parcela dos genes selecionados.

Assim sendo, dado o aqui exposto e considerando-se a elevada/crescente
prevaléncia da OBM, seria interessante dar continuidade ao estudo de possiveis
genes associados a doenca, visando a uma melhor compreensdao da sua

fisiopatologia e implicagBes diagnosticas e terapéuticas.
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Concluséo

A OBM tornou-se uma condicdo de alta prevaléncia na populagdo, de
incidéncia crescente, que acarreta onerosos custos sociais e econdmicos. De origem
multifatorial, a combinacdo de fatores ambientais e genéticos contribui para o
desenvolvimento da doenca. Apesar da forte influéncia ambiental, as variaveis
genéticas sdo responsaveis em grande parte pelas variacdes fenotipicas
apresentadas na OBM.

Até onde se sabe, este trabalho foi o primeiro a avaliar polimorfismos dos
genes FOX03a, AMPK e POMC em condi¢cbes de OBM, contribuindo para melhor
entendimento da genética desta doenca. Em sintese, os quatro dos dez marcadores
avaliados neste estudo (rs1536057 para FOXO3a, rs1036851 para AMPK, rs934778
e rs6545975 para POMC) apresentaram, inicialmente, relacdo com a
susceptibilidade a OBM, que ndo se confirmou apd0s o0s testes das 1000

permutacoes.
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Desequilibrio de ligacdo (LD): descreve uma situacdo em que algumas
combinacgdes de alelos ocorrem mais ou menos frequentes numa populacédo do que
seria esperado. Por exemplo, regides cromossémicas muito préximas apresentam
um grau de recombinacdo diminuto, dando margem a maior frequéncia de
combinacdes nao randémicas observadas nos haploétipos. Isto implica dizer que

alelos em LD migram juntos na divisao celular (Ramos, 2011; Griffiths, 2008).

Epistasia: existem dois conceitos de epistasia postulados por diferentes pontos de
vista: a epistasia biologica e a estatistica. O primeiro deles foi introduzido por
Bateson (1909) para explicar distor¢bes da segregacdo mendeliana resultantes da
interacdo entre biomoléculas (DNA, RNA, proteinas, etc.) a nivel celular e individual
(Bateson, 1909). O segundo conceito é apresentado por Fisher (1918) numa
perspectiva estatistica. Este tipo de epistasia ocorre a nivel populacional e permite
mensurar 0 quanto os fenotipos observados diferem dos fendtipos esperados pela
acao dos genes em conjunto (Fisher, 1918). Atualmente, o conceito amplamente
divulgado consiste na epistasia como uma modalidade de interagdo génica, na qual
o alelo de um loci, dito epistéatico, influencia na expressédo de outro, hipostatico,

mascarando ou inibindo a expressao fenotipica deste ultimo (Griffiths, 2008).

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW): O EHW postula que, em uma populacéo, na
auséncia de fatores evolutivos, as frequéncias génicas permanecerao constantes e
as proporcdes genotipicas atingirdo um equilibrio estavel ao longo das geracdes. As
condicbes necessarias para a manutencdo do EHW sao: populacdo grande e
igualmente fértil, casamentos aleatdrios, auséncia de selecdo natural, deriva

genética, migracdo e mutacao gerando novos alelos (Griffiths, 2008).

Hapldétipos: sdo combinacdes particulares de alelos em dois ou mais loci, nao
necessariamente N0 mesmo cromossomo, que consistem em regides herdadas sem

recombinacdes substanciais (< 0,05) ao longo das geracdes (Gabriel et al., 2002).

MDR (Multifactor Dimensionality Reduction): software desenvolvido por Moore e
colaboradores (2006), que se vale de um método de reducdo de complexidade dos

dados (Cordell, 2009), com o0 objetivo de detectar, caracterizar e interpretar a

75



Glossario

epistasia. O algoritmo do MDR realiza duas operacdes basicas (Hahn et al., 2003):
cria modelos de interagdo por meio da reducdo das dimensfes genotipicas para
uma unica dimensdo de alto/baixo risco e determina 0 modelo que exercera a
melhor predicdo para identificacdo dos casos através da validacdo cruzada (CV,
cross-validation). Esta consiste em um conjunto de medidas para diagnosticar o
desempenho de um determinado modelo, selecionando, dentre uma lista disponivel,
aquele mais adequado. Os critérios adotados na selecdo do melhor modelo estéo
baseados nos valores maximos da consisténcia obtida na validacdo cruzada e do
erro preditivo (acuracia) (Negrdo, 2012). Mais detalhadamente, o MDR divide a
amostra em 10 partes. Destas, 9/10 sdo utilizadas para reducdo das dimensdes
genotipicas e a validagdo cruzada vai avaliar o desempenho preditivo com o 1/10
amostral restante. A CV gera duas medidas de avaliacdo do modelo: a acuracia e a
consisténcia da validacao cruzada. A primeira estima a média de todos os intervalos
da CV e representa o erro preditivo do teste. Um modelo considerado interessante
deve ter uma acuréacia de, pelo menos, 0,55. Valores acima de 0,60 quase sempre
possuem significancia estatistica e, normalmente, a acuracia néo ultrapassa 0,70. A
segunda € uma medida do numero de vezes em que o modelo gerado pelo algoritmo
€ identificado em cada uma das 10 partes possiveis contendo 9/10 da amostra.
Portanto, o valor maximo da consisténcia € de 10 em 10 (10/ 10) (Hahn et al., 2003;
Moore, 2010; Ritchie, 2011; Negrédo, 2012).

tagSNP: representa polimorfismos de base uUnica (SNPs) em uma regido
cromossdmica com alto desequilibrio de ligacdo (LD, do inglés linkage
disequilibrium), isto é, os SNPs desta regido estdo fortemente ligados,
permanecendo juntos na divisdo celular, em contradicdo com a Segunda Lei de
Mendel, da segregacdo independente dos genes. Portanto, ao se estudar um
tagSNP €& possivel contemplar todos os polimorfismos desta regido, sem a

necessidade de genotipar os SNPs separadamente (Stram, 2004).
Odds ratio (OR): medida de associacdo utilizada em estudos caso-controle para

determinar em quantas vezes a prevaléncia do evento de interesse nos casos é

maior que nos controles (Rumel, 1986; Bland & Altman, 2000). Neste caso, a OR
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permite identificar uma possivel relagdo causal entre o fator avaliado (neste estudo,

0 SNP) e a doenga.

Regides néao traduzidas (UTRs): localizadas nas extremidades 3’ e 5" do DNA, as
UTRs exercem um papel fundamental no controle da expressdo génica. Elas
regulam a sintese proteica através de mecanismos tais como alteracdo da
estabilidade do RNA mensageiro, acessibilidade aos ribossomos e interagcdo com a
maquinaria de traducdo. Com efeito, tal como em outras posicbes do gene,
alteracfes genéticas nas UTRs podem alterar a fungéo das proteinas e, desta forma,
contribuir em processos patoldgicos, a exemplo do cancer de mama, Alzaimer,
transtorno bipolar, disfuncbes cardiacas e imunolégicas (revisado por Chatterjee &
Pal, 2009).
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Anexos

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533

Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

cpg@medicina ufmg br U F/V\G

ATA DA DEFESA DE MESTRADO DE CINTHIA VILA NOVA SANTANA,
n.°de registro 2011663959. No dia dezoito de fevereiro de Dois mil e Treze, reuniu-se na
Faculdade de Medicina da UFMG, a Comissdo Examinadora de Dissertacdo indicada pelo
Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “AVALIAGAQ DE
POLIMORFISMOS NOS GENES FOXO3A, AMPK E POMC E SUA RELAGAO COM A
OBESIDADE MORBIDA”; requisito final para a obtengdo do Grau de Mestre em Medicina
Molecular, pelo Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Molecular. Abrindo a sessédo, o
Presidente da Comissao, Prof. Marco Aurélio Romano Silva, apés dar a conhecer aos presentes o
teor das Normas Regulamentares do trabalho final, passou a palavra a candidata para
apresentacéo de seu trabalho. Seguiu-se a arguigao pelos examinadores, com a respectiva defesa
da candidata. Logo apés, a Comissdo se reuniu sem a presenga da candidata e do publico para
julgamento e expedicéo do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagées:

On.

Prof. Marco Aurélio Romano Silva / orientador  Instituigdo: UFMG Indicacéo: Al {LVA DA
Prof 2 Luciana Bastos Rodrigues Instituigdo UFMG Indicagao:_ /M AOVADA
Prof.2 Débora Marques de Miranda Instituiggo: UFMG Indicaggo: PP €=V A A

Pelas indicagdes a candidata foi considerada__ A 2ENA DA .

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da Comissé@o. Nada
mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessao e lavrou a presente ATA, que sera assinada
por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora.

Belo Horizonte, 18 de fevereiro de 2013.

Prof. Marco Aurélio Romano Silva / orientador \ W\ /

Prof.? Luciana Bastos Rodrigues / V20 du ¢ ) et 2
Prof.2 Débora Marques de Miranda (vMU-tchuu@?a_

Prof.2 Débora Marques de Miranda/ Sub-coordenadora F( C:@*&("u( CUR KO

Obs.: Este documento ndo tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador. stfa. Déb‘:"“’?‘f de W’W@:

S
| wum vl\lulNHL
ng\i tm: Pos-GtaduacaO

Faculdade de Medicina - UFM
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FACULDADE,DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Avy. Prof. Alfredo Balena 190/ sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores: Prof. Marco
Aurélio Romano Silva / orientador, Prof.? Luciana Bastos Rodrigues, Prof.? Débora Marques
de Miranda - membros titulares, aprovou a defesa Dissertacdo de Mestrado de
CINTHIA VILA NOVA SANTANA. A Dissertacdo foi intitulada: “AVALIAGAO DE
POLIMORFISMOS NOS GENES FOXO3A, AMPK E POMC E SUA RELAGAO COM A
OBESIDADE MORBIDA.”; estando @ mesma apta a obtencdo do titulo de Mestrado em
Medicina Molecular, pelo Programa de Pdés-Graduagdo em Medicina Molecular, da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais.

Belo Horizonte, 18 de fevereiro de 2013.

Prof. Marco Aurélio Romaho Silva / orientador

L3 doctn oyt

Prof.2 Luciana Bastos Rodrigues

Prof.2 Débora Marques de Miranda

Anexos

80



