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1. INTRODUCAO

A obesidade, condicéo cronica inflamatoria associada ao desenvolvimento
de muitas comorbidades como o diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares,
cancer e sindrome metabdlica se tornou um dos problemas mais sérios de saude
no mundo. A sua ocorréncia pode ser atribuida a varios fatores como dieta,
atividade fisica, condicbes hormonais, fatores culturais, bem como fatores
econdmicos (EGGER; DIXON, 2014; MANNE; SAAB, 2014; LAVIE et al, 2014)

No entanto, fatores genéticos também contribuem para o fendtipo
obesogénico e definem a susceptibilidade e a progressdo da obesidade e suas
comorbidades (OZANNE, 2015). Neste contexto, um dos genes que tem sido
fortemente associado com a obesidade é o gene FTO (fat mass and obesity-
related), o qual é expressado no nucleo arqueado do hipotadlamo, regido de forte
relevancia sobre o apetite e saciedade. A andlise da sua estrutura mostra que
este gene estd envolvido em modificagbes pos-traducionais, reparacao de acido
desoxirribonucleico e metabolismo de acidos graxos (GERKEN et al, 2007; ZHAO
et al, 2014).

Um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) encontrado no primeiro intron
do gene FTO (rs9939609) vem demonstrando forte associacdo com a obesidade,
especialmente em portadores do alelo A, e por este motivo tem sido investigado
mais do que qualquer outra variante relacionada a obesidade humana (LARDER
et al, 2011).

O presente trabalho tem por objetivo descrever um método simples,
eficiente e de baixo custo para a genotipagem do polimorfismo rs9939609 do
gene FTO usando uma unica PCR com quatro primers. Desta forma, se pretende
desenvolver uma técnica de alto rendimento para identificacdo do polimorfismo, e
que forneca dados confiaveis para futuros estudos.

2. METODOLOGIA

As amostras de DNA gendmico foram obtidas através de células bucais de
acordo com Schadock et al. (2015) a partir da raspagem da parede interna da
bochecha com swabs estéreis.

A técnica utilizada para genotipagem do polimorfismo do FTO foi a
chamada reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Figuras 1 e 2), a qual é
utilizada em biologia molecular para sintetizar muitas cOpias de uma regido de
interesse do DNA. Em um tipico PCR, o material inicial € uma dupla fita de DNA
molde. Uma regido especifica do DNA é amplificada a partir de uma enzima DNA
polimerase termoestavel chamada Taqg polimerase. A regido a ser copiada pela
enzima é determinada pelos primers, que sao sequéncias curtas de nucleotideos
sintetizadas quimicamente e que fornecem o ponto de partida e término da
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sintese de DNA. Além disso, sédo adicionados a reacéo os desoxirribonucleotideos
trifosfatados (ANTP) e os cofatores necessarios a agcdo enzimética. Ao final de
repetidos ciclos de aquecimento e resfriamento, muitas copias da regido de
interesse sao sintetizadas (HUDOSON et al, 1997).

Regido a ser copiada
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Figura 1 - Regido especifica do DNA a ser amplificada (REECE et al,

2011).
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Figura 2 - Padrdo de crescimento exponencial da regidao de interesse do
DNA (REECE et al, 2011).

A técnica proposta neste trabalho foi descrita por Ye et al (2001) (Figura 3)
e é denominada de tetra-primer ARMS-PCR, a qual utiliza primers alelo-
especificos internos, além dos primers externos. Ambos primers internos
conferem maior especificidade devido a uma incompatibilidade de bases na
posicdo -2 a partir da extremidade 3’ terminal. Tal incompatibilidade é considerada
forte devido ao afastamento das bases G/A ou G/T e média devido ao
afastamento das bases A/A, C/C OU T/T. O grau desta especificidade é
determinado no momento do desenho dos primers.

As concentragdes e os volumes dos Primers, bem como os volumes de
DNA utilizados foram testados e padronizados. Os primers e o0 DNA humano
foram misturados com GoTaq® Green Master Mix (Cat. M7122; Promega) e as
amostras foram submetidas ao PCR em termociclador (Modelo TX25; AmpliTherm
Thermal Cycler). As condicbes ideais de temperatura e tempo das diferentes
etapas da PCR para determinacdo do polimorfismo rs9939609 também foram
padronizadas. O produto da PCR foi analisado em eletroforese com gel de
agarose com SYBER® Safe (Invitrogen) e comparado a um marcador de
comprimento de 100bp (100-bp DNA Ladder; Invitrogen).



43 SEMANA . XXVl CONGRESSO DE
* vty COCI INICIACAQ CIENTIFICA

Primer externo Primer intemo . A
DNA molde . =
Alelo T 5
Primer externo Primer interno A Primer interno  Primer externo
DNA molde A
Alelo A
A *Primer intemo  Primer extemo
 PCR
Produto da PCR
(Alelo ndo especifico)
A
FOSIEEERct Produto da PCR 7
A alelo especifico T

1 Gel de eletroforese

T/T homozigoto  A/A homozigoto  T/A heterozigoto

Figura 3. Apresentacao esquematica do método tetra-primer ARMS-PCR.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 4 apresenta o produto da PCR em eletroforese com gel de
agarose.

Figura 4. Produto da PCR em gel de eletroforese.
O fragmento do produto da PCR com tamanho de 422 pares de bases foi
obtido a partir dos primers externos (alelo ndo especificos). Os primers internos,
por sua vez, sdo especificos para cada alelo, e produziram um produto de 343
pares de bases na presenca do alelo A e 130 pares de bases na presenca do
alelo T. No entanto, a presenca de uma banda ndo desejada no branco (reacdo
realizada sem amostra de DNA) demonstra que podem ter ocorrido interacdes
intramoleculares entre os préprios primers, o que evidencia a necessidade do
desenho de novos oligonucleotideos e a realizacdo de novos testes.
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4. CONCLUSOES

Foi descrito um método simples e de baixo custo para a genotipagem do
polimorfismo rs9939609 do gene FTO usando uma unica PCR com quatro
primers. No entanto, a fim de garantir que o método forneca dados de estudos
confidveis serdo desenhados e testados novos oligonucleotideos alelo
especificos.
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