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1. INTRODUCAO:

A obesidade tem sido considerada uma epidemia mundial. Estima-se que ja afeta
aproximadamente 310 milhdes de pessoas (WHO; Popkin e Doak., 1998). Tem
como principal causa o aumento do sedentarismo e do consumo de alimentos com
alto valor energético. (Pereira et al.,1999). A leptina é um hormoénio proteico
secretado principalmente pelos adipdcitos. Sua acéo principal se da no sistema
nervoso central, mais precisamente no hipotalamo. Tem como principais funcdes a
regulacdo da ingestao alimentar e o aumento do gasto energético. Sendo conhecido
como hormdnio da saciedade. Sua concentracdo plasmatica esta diretamente
relacionada com a quantidade de tecido adiposo do individuo. Por isso, individuos
obesos apresentam alta concentracdo de leptina, porém mantém a ingestédo
alimentar aumentada devido ao desenvolvimento de resisténcia a este hormonio.
(UFTM., 2011).

A leptina exerce sua acdo pela ativacdo de seu receptor, o qual possui cinco
isoformas diferentes em humanos, Ra, Rb, Rc, Rd e Re. A forma Rb contém o box
STAT (Transdutoras e Ativadoras do Sinal de Transcricdo) sendo esta a Unica forma
gue ativa as vias de sinalizacdo intracelulares estando distribuido pela maioria dos
tecidos inclusive hipotalamo. Ja as outras formas ndo possuem dominio intracelular
ou este € incompleto, portanto ndo possuem todos 0s mecanismos de acao quanto a
isoforma longa (Rb) dispde (CHEN et. al.,1996; LEE et. al., 1996; Fruhbeck et al.,
2001; Rosmond et. al., 2000). Sabe-se que pelo menos um polimorfismo do gene do
receptor esta relacionado a predisposicdo a obesidade, por alterar a afinidade do
receptor com seu horménio (Quinton et. al., 2001). Este polimorfismo, denominado
GIn223Arg, tem sido relacionado a modificacdes no metabolismo celular, ao estado
nutricional e principalmente a obesidade (Rosmond et. al., 2000). Este € um
Polimorfismo do tipo de nucleotideo unico (SNP — Single Nucleotide Polymorphism),
no qual ocorre a substituicdo de adenina uma por uma guanina alterando o cédigo
do aminoacido glutamina para uma arginina, no cédon 223 do éxon 6. Pode ser
denominado também como rs1137101. A genotipagem deste polimorfismo tem sido
feita por técnica chamada de polimorfismo de tamanho de fragmento de restricao
(Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP), onde ap6s a amplificacdo da
regido do DNA por PCR, o produto é submetido a digestdo por endonuclease
especifica e analisado em gel de agarose apos eletroforese.

O presente trabalho tem com objetivo padronizar técnica mais simples para
genotipagem do polimorfismo do receptor de leptina que esta fortemente relacionado
a desequilibrios nutricionais, mais precisamente com a obesidade.
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2. METODOLOGIA:

2.1. EXTRAGAO DO DNA GENOMICO DE CELULAS BUCAIS:
Foi utilizado o protocolo de extracdo de DNA gendmico (gDNA) que utiliza
proteinase K. Apos coleta, as células bucais foram colocadas em tubo contendo 600
uL de solucdo de lise (Quiagen Sciences, Cat. No. 158908, EUA) e Proteinase K
(Invitrogen®, Cat. No. 25530-015, Alemanha) e incubadas por 4 horas & 55°C. Ap6s
centrifugagéo e retirada do algodéo de coleta, foram adicionados 200 uL de solug&o
de precipitacdo de proteinas (Quiagen Sciences, Cat. No. 158912, EUA). O
sobrenadante foi salvo em outro tubo, apds centrifugacdo o gDNA foi precipitado
pela adicdo de 600 uL isopropanol seguido por centrifugacdo. O pellet contendo o
gDNA foi lavado com etanol 75% e hidratado com 30 uL de &gua ultra pura.

2.2. Estratégia para genotipagem usando apenas a reacao em cadeia da
polimerase (PCR):

Para reduzir os custos com a compra de enzimas, desenhamos iniciadores
nucleotideos (primers) capazes de anelar especificamente em cada alelo, na regiao
onde ocorre o polimorfismo. Estes primers foram chamados de internos e estdo
representados na Tabela 1. Estes primers foram desenhados para anelar em fitas
opostas, combinando com primers mais distantes da mutacdo, os quais foram
chamados de primers externos. Os primes externos também servem como controle
da reacédo, pois amplificam um fragmento de 366 pares de bases ambos os alelos.
Na Figura 1 temos um esquema mostrando como os primers anelam a fita do gDNA
a fim de produzir diferentes produtos dependendo do alelo presente na amostra.

Tabela 1: Primers usados para genotipagem do polimorfismo GIn223Arg do receptor
de leptina.

Anti-sense

hlepRr
hargsAir

Sense

hlepRfl
hargsGif

G

—

A

hLepR223f1
_

hargsGif

CATCTGGTGGAGTAATTTTCCGG

G/ A

C/ X

GTCAGTGGAGATTACAGTCAAGT

-—
hLepR223r
hargsAir

366 pb, controle

305 pb, arginina —J
]

107 pb, glutamina

Figura 1: Esquema da estratégia de genotipagem do polimorfismo GIn223Arg
do receptor de leptina por PCR. hargAir = primer anti-sense interno que identifica
nucleotideo guanina que completa o cédon para o aminoacido arginina; hargsGif =
primer sense que anela somente com o alelo contendo uma guanina central e que
codifica para o aminoacido arginina; hlepRfl e hlepRr = primers externos que
combinam com os internos para formar as bandas especificas, e também combinam
entre si para formar o produto de 366 pb o qual serve como controle da reacao.

2.3. TESTES SOBRE A REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR):
Varias condicbes de reacdo foram tentadas alterando-se temperatura de
anelamento, tempos de anelamento, numeros de ciclos, concentracdo de cloreto de
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magnésio e concentracdo de cada primer para se obter o protocolo ideal que
diagnosticar o gendtipo das amostras.

2.4.ANALISES POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE:
Para visualizagcéo dos produtos das PCRs, foi usado eletroforese em gel de agarose
2% corado com fluoréforo (syberSafe, Invitrogen®, EUA). Este processo promove a
separacdo das particulas, para que seja possivel a visualizagdo das bandas, as
guais sdo comparadas com um marcador molecular contendo fragmentos de DNA
com tamanhos conhecidos. Por fim, para obtencdo da imagem, o gel foi colocado
em um foto documentador com luz ultravioleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1. INICIADORES OLIGONUCLEOTIDEOS:
Apés testes de varios primers, 0os que tiveram melhores resultados estdo descritos
na Figura 1 acima. Novos primers estdo sendo desenhados para serem testados
numa tentativa de se conseguir o diagnostico com uma PCR Unica.

3.2. RESULTADOS ESPERADOS:

Com os primers atuais foram necessarias duas reacdes separados, pois um dos
primers apresentou alta afinidade com ambos os alelos, necessitando assim
temperaturas de anelamento maiores do que o previsto. A primeira reacao é feita
usando os primers hLepR223F1 e hargsAir e deve gerar um fragmento de 107 pb
identificando o alelo Glu. A segunda reacédo é feita com os primers hLepR223F1,
hargsGif e hLepR223r e gerou duas bandas, uma de 305 pb, identificando o alelo
Arg, e outra de 366 que serve como controle da PCR, pois € produto da amplificacéo
de qualquer um dos alelos (Figura 2).

PCR 1 PCR 2

366pb
= 307pb

107pbem == - - -

Figura 2: Imagem esperadas na eletroforese das duas reacdes de PCR. PCR1
deve apresentar ou ndo uma banda de 107 pares de bases; PCR2 deve apresentar
uma ou duas bandas, sendo a de 366 presente em todas as amostras, e a de 305
presente somente nas amostras contendo o alelo Arg.

3.3. TESTES INICIAIS:
Com o atual protocolo conseguimos que apenas uma reacao fosse efetiva na
identificacdo do polimorfismo. Por outro lado vimos que este PCR ja é suficiente
para o diagnostico, uma vez que a intensidade das bandas indica a presenca de
heterogenia ou homogenia (Figura 3)

8 Arginina —>

Glutamina —> &
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Figura 3: Imagens obtidas nas analises por eletroforese. Imagens de géis de
agarose mostrando os produtos produzidos pelas novas PCRs. A esquerda a PCR1
mostra a banda de 107 pb em todas as mostras; na imagem da direita vemos que
houve a producao das duas bandas esperadas (366 pb — controle; 305 pb — alelo
Arg). Pela intensidade das bandas em relac@o a banda controle podemos identificar
0s gendtipos glu/arg, glu/glu, arg/arg e glu/glu respectivamente.

4. CONCLUSOES:

Nossos resultados mostraram ser possivel padronizar um método mais simples para
genotipagem do polimorfismo GIn223Arg do receptor de leptina usando apenas
PCR. Ainda deveremos fazer alguns ajustes nos desenhos dos primers para
chegarmos a um protocolo robusto suficiente para a genotipagem em larga escala.
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