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RESUMO

A obesidade comum ¢ uma doenga cronica de etiologia multifatorial. O gene GDF15 codifica uma proteina de
mesmo nome que, fisiologicamente, circula em baixas quantidades e contribui para a manutencdo da
homeostase. Em condi¢des patoldgicas, ha aumento na circulagdo e agravamento de processos inflamatorios. A
via de sinalizagdo da proteina resulta na diminui¢do do apetite e, portanto, é proposto que a presenga de variantes
genéticas neste gene possa vir a prejudicar algum de seus estagios, impedindo o éxito em seu funcionamento. A
mesma via também pode levar & diminui¢do do peso corporal pela ativacdo de genes lipoliticos e/ou
termogénicos, sendo o FNDC5 um gene candidato a co-regulagdo. Em fun¢do de individuos com obesidade
grave apresentarem niveis elevados dessa proteina circulante, sugere-se a GDF-15 como potencial biomarcador
para a doenga. Este estudo buscou analisar o perfil de variantes genéticas nos genes GDF'15 e FNDCS5 e observar
seus efeitos na susceptibilidade a obesidade ¢ em tragos relacionados. A coorte do estudo foi composta por
n=546 individuos, entre casos (n= 328) e controles (n=218). Os critérios de inclusdo para o grupo de casos eram
possuir mais de 18 anos no momento da coleta e IMC > 35 kg/m?. Para controles, os critérios de inclusdo foram
idade superior a 18 anos e IMC entre 18,5 - 24,9 kg/m?. Para ambos grupos, os critérios de exclusao foram (1)
gestantes, (2) lactantes e (3) uso de medicamentos direcionados a ganho ou perda de peso. As variantes genéticas
GDF15 rs1058587, FNDCS5 rs3480 e FNDC5 rs16835198 foram genotipadas por PCR em tempo real com
sondas TagMan. Embora as variantes avaliadas ndo confiram risco para o desenvolvimento de obesidade grave,
os dados mostraram o impacto da variante FNDCJ5 rs3480 sobre marcadores metabolicos e pro-inflamatorios

indicando-o como um candidato relevante para futuras abordagens moleculares.
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ABSTRACT

Common obesity is a chronic disease with a multifactorial etiology. The GDF15 gene encodes a protein of the
same name that, under physiological conditions, circulates in low quantities and contributes to the maintenance
of homeostasis. Under pathological conditions, there is an increase in its circulation and a worsening of
inflammatory processes. The protein’s signaling pathway results in reduced appetite; therefore, it is proposed
that the presence of genetic variants in this gene may impair one of its stages, preventing it from functioning
properly. The same pathway may also lead to weight loss through the activation of lipolytic and/or thermogenic
genes, with FNDCS5 being a candidate gene for co-regulation. Since individuals with severe obesity have
elevated levels of this circulating protein, GDF-15 is suggested as a potential biomarker for the disease. This
study sought to analyze the profile of genetic variants in the GDFI5 and FNDC5 genes and to observe their
effects on susceptibility to obesity and related traits. The study cohort consisted of n = 546 individuals, including
cases (n = 328) and controls (n = 218). The inclusion criteria for the case group were being over 18 years of age
at the time of data collection and having a BMI > 35 kg/m?. For controls, the inclusion criteria were being over
18 years of age and having a BMI between 18.5 and 24.9 kg/m?. For both groups, the exclusion criteria were (1)
pregnant women, (2) breastfeeding women, and (3) use of medications intended for weight gain or loss. The
genetic variants GDF15 rs1058587, FNDC)5 rs3480, and FNDCS5 rs16835198 were genotyped by real-time PCR
using TagMan probes. Although the variants evaluated do not confer a risk for the development of severe
obesity, the data showed the impact of the FNDCS5 rs3480 variant on metabolic and pro-inflammatory markers,

indicating it as a relevant candidate for future molecular approaches.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenga cronica, definida pelo excesso de gordura corporal em
niveis que geram prejuizo para a satide do individuo. O diagndstico ¢ feito a partir do calculo
do Indice de Massa Corporal (IMC), sendo a classificacio dividida em trés diferentes graus'.

Na obesidade poligénica, variantes genéticas conferem uma predisposi¢ao ao ganho de
peso com efeitos metabolicos modestos. A manifestagdo do fendtipo da obesidade, contudo, ¢
dependente da exposi¢do a um ambiente obesogénico, caracterizado por dieta hipercaldrica,
sedentarismo e fatores sociais’.

Em 2007, com a publica¢do de Johnen e colaboradores®, foi sustentado que um novo
gene poderia estar relacionado ao controle do metabolismo, com a manuten¢do do peso
corporal e da homeostase, sendo conhecido como GDF15 (growth/differentiation factor 15).

Fisiologicamente, atua como proteina pro-apoptotica e citocina protetora de orgaos,
sendo comumente expressa e circulante em baixas quantidades. J4 em condi¢des patologicas,
ha um aumento em sua concentracdo que pode atuar no agravamento de doengas metabdlicas

e cardiovasculares e na desregulagdo do gasto energético®. Ja foi descrito que individuos
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diagnosticados com obesidade grave apresentam niveis elevados de GDF-15 circulante, o que
0 sugere como um potencial biomarcador para a doenga’.

Sua via de sinaliza¢dao reduz o apetite e, perifericamente, diminui o peso corporal ao
ativar genes lipoliticos e termogénicos, sendo o FNDC35 um candidato a essa regulagao®?®.
Assim, variantes funcionais no GDFI15 poderiam comprometer o balanco energético e

0

favorecer o ganho de gordura®'®. Com isso, o presente estudo avaliou variantes nos genes

GDF15 e FNDCS5 e seus efeitos na suscetibilidade a obesidade grave e tragos relacionados.

METODO

A coorte do estudo apresentou um tamanho amostral de 546 individuos entre casos
(n=328, IMC>=35 kg/m?) e controles eutréficos voluntarios (n=218, IMC entre 18,5 e 24,9
kg/m?) recrutados. Os individuos foram recrutados nas dependéncias do Grupo de Resgate a
Autoestima e Cidadania do Obeso do Rio de Janeiro (GRACO - RJ) e do Programa de
Obesidade e Cirurgia Bariatrica (PROCIBA) do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os critérios de exclusdo foram: (1)
gestantes; (2) lactantes; e (3) individuos que fazem uso de medicamentos direcionados para
ganho ou perda de peso. Anteriormente a coleta de sangue e a avaliagdo antropométrica,
foram realizados o preenchimento de um questionario para a obtencdo de dados
sociodemograficos, clinicos, antropométricos e pressoricos. O protocolo do estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz (CAAE: 09225113.0.0000/
Protocolo n® 346.634) e do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (CAAE n°
69137623.2.0000.5257). Todos os pacientes foram informados quanto aos objetivos do estudo
e sO foram incluidos apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Todas as amostras de DNA foram extraidas a partir de células de sangue periférico
utilizando o kit QIAamp DNA Blood (Qiagen), de acordo com as orientagdes do fabricante.

A estratégia de escolha dos polimorfismos para o estudo foi fundamentada na anélise
do perfil do GDF'15, obtida a partir do rastreamento por sequenciamento de Sanger da regido
codificante do gene em 103 individuos com obesidade grave, aliada aos dados da literatura
cientifica. De posse destes dados, o polimorfismo GDF15 rs1058587 (C>G) foi escolhido
para a andlise, apresentando a frequéncia do menor alelo (MAF) de 21,8% na amostra
sequenciada e prévia associagdo ao IMC', Para o gene FNDCS5, as variantes rs3480 (A>G) e
rs16835198 (G>T) foram selecionadas para as analises. Para a genotipagem das variantes

selecionadas pelo método de PCR em tempo real, foram utilizadas as sondas de hidrolise
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TagMan SNP genotyping. As andlises de associagdo dos polimorfismos com o
desenvolvimento de obesidade foram realizadas por regressdo logistica. Ja a avaliacdo da
influéncia dos polimorfismos em parametros antropométricos, pressoricos, bioquimicos e

marcadores metabolico-inflamatorios foi avaliada por regressao linear.

RESULTADOS

Em relagdo ao estudo de associagdo com os indicadores, apenas o polimorfismo
FNDCS5 153480 apresentou associagdes significativas. Portadores do genotipo GG exibiram
menores niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) (p = 0,028) e maiores niveis de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (p = 0,024) comparados a AA e AG, sem correlagdes para as
demais variantes. Além disso, nenhum dos trés polimorfismos investigados associou-se ao

risco de desenvolvimento da obesidade.

DISCUSSAO

O polimorfismo GDF15 rs1058587 esta localizado na por¢do bioativa do peptideo
maduro, porém, mesmo com a substituicdo de aminoacidos, este ndo compromete
drasticamente a estrutura global da GDF-15. Entretanto, pode influenciar as propriedades
bioquimicas locais da molécula. No presente estudo, ndo foram encontradas influéncias
estatisticamente significativas de nenhuma de suas associagdes com o desenvolvimento de
obesidade e condicdes associadas. Entretanto, hé relatos na literatura que demonstram que a
presenca da variante leva a niveis séricos elevados de GDF-15 circulante em individuos
diagnosticados com doengas cardiometabodlicas e de base inflamatdria, categoria em que a
obesidade se insere'.

Embora o polimorfismo FNDCS5 rs16835198 esteja localizado na regido intergénica
do gene, ainda assim, esse tipo de variante possui o potencial de exercer efeitos sobre a
regulacdo, processamento, estabilidade, tradugdo e localizagdo do mRNA. Alteragdes na
estabilidade e tradugdo do gene transcrito podem impactar os niveis proteicos, enquanto as
alteragdes na localiza¢do do transcrito podem impactar a fungdo proteica'’. Os resultados
gerados a partir da genotipagem deste polimorfismo na coorte estudada, ndo demonstraram
associagdo estatisticamente significante com o desenvolvimento da obesidade e fenotipos
antropométricos e marcadores inflamatdrios e metabolicos

A variante FNDC5 rs3480 leva a instabilidade no mRNA e modifica sitios de ligacao
de microRNAs, induzindo redugdo da expressao génica, dos niveis do seu produto, a irisina, e
consequentemente, das taxas de termogénese. Hipotetiza-se, portanto, que baixos niveis de

irisina circulantes de maneira cronica em fun¢ao da presenca do polimorfismo induzem maior
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sensibilidade e afinidade aos receptores de irisina. Esse mecanismo compensatorio poderia
permitir que a mesma atue de modo a aumentar o gasto energético, em razao do browning,
favorecendo o consumo de glicose e a sensibilidade a insulina, como proposto por Bostrom e
colaboradores em 2012513,

Considerando o efeito da instabilidade de mRNA, a irisina que possui atividade
anti-inflamatodria, em baixos niveis circulantes, ndo atua de maneira a controlar a inflamagao
no tecido adiposo, levando a manutencao da inflamacao cronica de baixo grau caracteristica
da obesidade. Portanto, este microambiente inflamado contribui para o continuo aumento da
expressdo de marcadores inflamatérios, como o TNF-a'.

E importante ressaltar que ambas hipoteses propostas relacionadas ao mecanismo
biologico de atuacao da variante FNDCS rs3480, se executadas a fim de prova-las, devem ser

acompanhadas da mensuragao sérica dos niveis de irisina circulante e de estudos funcionais.

CONCLUSAO

Os achados evidenciam a relevancia do polimorfismo FNDC5 rs3480 na regulacdo de
HbAlc e TNF-a, sustentando a hipdtese mecanica de alteragdes na sinaliza¢do cronica da
irisina na obesidade grave. A despeito da falta de correlagdo estatistica entre as variantes
GDF15 rs1058587 ¢ FNDCS5 rs16835198 e os desfechos cardiometabdlicos, os achados
auxiliam na caracterizagdo da coorte. Os resultados indicam que essas alteracdes genéticas
ndo atuam como moduladoras primarias do quadro clinico avaliado, apontando para uma

regulagdo dependente de fatores extrinsecos ou até mesmo genéticos ndo avaliados.
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