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RESUMO

Hoje em dia, a obesidade constitui-se num sério problema mundial de saude e tem sido
a maior causa de morbidade e mortalidade associada ao aumento do risco para algumas
doengas comuns, como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, hipertenséo,
certas formas de cancer e sindromes metabdlica. O aumento de peso surge através de
acOes conjuntas dos fatores ambientais e genéticos, em particular naqueles que ja sdo
geneticamente predispostos. Alguns estudos vém investigando os fatores genéticos que
predispbem a obesidade, poréem os resultados ainda ndo sdo bem compreendidos. O
presente trabalho tem como objetivo analisar alguns dos polimorfismos dos genes que
codificam citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, quimiocinas e adipocitocinas.
O estudo desses genes pode ajudar a definir um perfil de risco associado ao
desenvolvimento de processos inflamatorios na obesidade e trazer expectativas de um
desenvolvimento mais efetivo de prevencdo e intervencdo terapéutica. O estudo esta
sendo realizado a partir de 190 obesos e 180 eutroficos. As analises dos polimorfismos
foram realizadas utilizando técnicas de biologia molecular tais como: PCR
convencional, PCR-RFLP e PCR em tempo real. O sequenciamento foi realizado para a
validagdo dos resultados encontrados por PCR convencional e RFLP. Resultados
preliminares mostraram que no polimorfismo rs7799039, localizado na regido
promotora do gene LEP, o alelo G (selvagem) é um fator de risco para 0s obesos
(¥*=19,19, p<0,001; OR=1,974). Outro polimorfismo (rs2167270) do mesmo gene
apresentou o alelo mutado A como um fator de risco para a obesidade (y°=8,24;
p=0,04). Entretanto foram observados resultados significativos para a associacdo de
outros polimorfismos nos genes IL-6 (rs1800795) e IL-10 (rs1800872), com
comorbidades em obesos. Contudo, nossas andlises revelaram que o polimorfismo
rs1800795 do gene IL-6 esta influenciando a variavel bioguimica LDL nos obesos (p=
0,02) e este pode ser um fator de risco para a SM. A delecdo de 14pb no polimorfismo
rs3917887 do gene MCP-1 apresenta efeitos significantes em variaveis como o IMC,
HDL e LDL (p=0,03, p=0,04 e p=0,05, respectivamente) e da Proteina C Reativa (PCR)
nos obesos. Além disso, analises baseadas na concentracdo da Proteina C-Reativa
revelaram que os polimorfismos estudados podem estar associados ao risco de
inflamacéo visto em obesos.

Palavras Chaves: Inflamacao, Obesidade e Polimorfismos
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ABSTRACT

Nowadays, obesity constitutes a serious global health problem and has been a major
cause of morbidity and mortality associated with an increased risk for some common
diseases such as type 2 diabetes, cardiovascular disease, hypertension, certain forms of
cancer and metabolic syndrome (MS). Weight gain comes through joint actions of
environmental and genetic factors, particularly to whom are already genetically
predisposed. Some studies have investigated the genetic factors that predispose to
obesity, but the results are not yet well understood. This study aims to analyze some of
the polymorphisms of genes encoding proinflammatory cytokines, anti-inflammatory
cytokines, chemokines and adipocytokines. The study of these genes can help define a
risk profile associated with the development of inflammation in obesity and bring
expectations of a more effective development of preventive and therapeutic
intervention. The study is being conducted from 190 obese and 180 normal weight. The
analyzes of the polymorphisms were carried out using molecular biology techniques
such as conventional PCR, PCR-RFLP and PCR in real time. Preliminary results
showed that in the polimorfism rs7799039, located in the promoter region of the LEP
gene, the allele G (wild) is a risk factor for obesity (y2 = 19.19, p <0.001; OR = 1,974),
another polymorphism (rs2167270 ) also into the same gene show the mutated allele as
a risk factor for obesity (y2 = 8.24; p = 0.04). However we did not show significant
results for an association of polymorphisms in other genes such as IL-6 (rs1800797),
IL-10 (rs1800872), TNF-a (rs180629) and MCP-1 (rs3917887) for the development of
other co-morbidities in obese. However our analyzes revealed that the rs1800795
polymorphism of the IL-6 gene is influencing LDL in obese patients (p = 0.02) and this
can be a risk factor for MS. On the other hand, deletion of 14pb in rs3917887
polymorphism of MCP-1 gene show significant effects on variables such as BMI, HDL
and LDL (p =0.03, p = 0.04 and p = 0.05 respectively) and Protein C-reactive (PCR) in
obeses. Furthermore, analysis based on the concentration of the PCR revealed that the
studied polymorphisms may be associated with the risk of inflammation in obese
subjects.

Keywords: Inflammation, Obesity and Polymorphism
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1. Introducéo

1.1. O que € a obesidade?!

A obesidade ¢ definida como sendo o acumulo anormal de gordura no corpo que
pode prejudicar a saude. Esta doenca é geralmente o resultado de um desbalango entre
as calorias ingeridas e as calorias gastas, ou seja, se aumentarmos a ingestdo de
alimentos cal6ricos sem o0 aumento da atividade fisica teremos como consequéncia o
aumento de peso (WHO, 2015).

Todas as células sdo dependentes da sintese de Adenosina Tri-Fosfato (sigla do
inglés ATP) para realizar seus processos de gasto de energia. A formacdo de ATP pela
Adenosina Di-Fosfato (Sigla do Inglés ADP) requer energia que é fornecida pelo
gradual catabolismo enzimatico de macronutrientes — glicose, acidos graxos (AG) e
aminoacidos. As células com mitocondrias funcionais, que ndo estdo privadas de
oxigénio, podem gerar grandes quantidades de ATP a partir da oxidacdo de glicose e
AGs e, em certas circunstancias, de aminoacidos. Na auséncia de mitocéndrias (por
exemplo, em eritrécitos) e durante isquemia/hipoxia, pequenas quantidades de ATP séo
sintetizadas — através da via glicolitica e metabolismo anaerdbico. A natureza
intermitente da disponibilidade de nutrientes (antes da revolucdo industrial) e a variacéo
de gasto de energia de um organismo (por exemplo, no repouso ou, no caso 0posto,
durante exercicio fisico ou infeccdo) necessitavam de vias metabdlicas de oxidacao,
estocagem e distribuicdo de substratos de energéticos especificos para cada cenario
(BOTHAM, 2006). Com o aumento da concentracdo de glicose no plasma, seguida da
ingestdo de carboidratos, as células, apropriadamente, desligam as vias de catabolismos
de acidos graxos, proteina e glicogénio e ajustam a ingestdo e oxidacdo da glicose.
Quando existe estoque de glicose que excede as necessidades energéticas, as células
metabolicamente ativas também respondem pela sintetizacéo de energia armazenada, ou
seja: glicogénio (pela polimerizacdo da glicose), acidos graxos (lipogénese de novo da
glicose) e triglicérides (de acidos graxos e glicerol). Os aminoacidos sdo poupados da

oxidacéo, sendo preferencialmente utilizados na sintese de proteinas.

A insulina € o principal horménio responsavel por coordenar o ajuste pos-
prandial na utilizacdo, estocagem e priorizacdo do substrato (RASMUSSEN et al.,
1990). A insulina ¢ um horménio polipeptidico sintetizado por um subgrupo de células

pancreaticas enddcrinas que residem nas ilhotas de Langerhans, denominadas células



beta. Em pessoas sadias, a secrecdo de insulina esta acoplada a disponibilidade de ATP
dentro das células beta. Como em outras células funcionais, a disponibilidade de
substratos fornecedores de energia determina a producdo de ATP, e um aumento da
glicose no plasma apo6s a ingestdo de carboidratos € o mais poderoso estimulo para a
secrecdo de insulina. A insulina circulante se liga a seus receptores associados, o qual é
predominantemente expresso por 6rgdos altamente metabolicos/células, incluindo os
tecidos musculares/midcitos, o tecido adiposo/adipécitos, e o figado/hepatocitos. O
receptor de insulina ativado traduz um sinal via cascata de substratos receptores de
insulina (SRIs) e Proteina-quinases ativadas por mitogenos (sigla do inglés MAP
quinase). A maioria dos efeitos metabdlicos da insulina sdo posteriores aos SRIs. As
proteinas Serina quinases (como por exemplo, as proteinas quinases atipicas: Proteina
quinase B, proteina quinase DNA-dependente, Proteina quinase C, do inglés PKB,
AKT, PKC, respectivamente e proteinas alvo de rapamicina — do inglés mTOR) sdo
alvos posteriores ao SRIs, 0s quais modulam a atividade (através da fosforilacdo da
enzima) e expressdo (através da transcricdo do fator de fosforilacdo) das enzimas que
executam o comando da insulina para “utilizar a glicose agora, Ou construir proteinas ou
estocar energia para o futuro”. Com o passar do tempo, desde a Ultima refei¢do (isto é,
estado poOs-absortivo), a concentracdo plasmatica de glicose gradualmente diminui,
devido ao consumo mediado pela insulina nos musculos e tecido adiposo. Em resposta,
as células beta secretam menos insulina. Contudo, a insulina continua a regular o
metabolismo em concentracfes baixas, pds-absortivas, inibindo a producdo de glicose
pelo figado (gluconeogénese) e a liberacdo de AGs livres pelo tecido adiposo (lipdlise)
até que as concentracGes de glicose e insulina estejam muito baixas (SHAPIRO et al.
2011).

A resisténcia a insulina caracteriza-se por um decréscimo na sinalizacdo da
insulina, principalmente no eixo de substratos do receptor de insulina (SRIs) / Fosfatidil
inositol-Trifosfato, do inglés PI-3-quinase / PKB, que sdo responsaveis pela maior parte
das acdes metabdlicas do horménio (TANIGUCHI et al., 2006). Hoje, é reconhecido
que uma inflamacdo sistémica cronica e local de baixo grau, que se desenvolve durante
a obesidade, pode ligar a obesidade ao desenvolvimento de resisténcia a insulina
(GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011). Este estado inflamatdrio tem sido relatado em
diferentes 6rgdos envolvidos no controle da homeostase metabdlica, incluindo o tecido

adiposo, figado, péncreas endocrino, hipotalamo, e possivelmente musculos



esqueléticos. A inflamacéo cronica é causada por um excesso de ingestao de nutrientes e
foi nomeada como inflamagdo metabolica ou meta-inflamacdo, isto é, inflamagdo e
resisténcia a insulina (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011). Varios fatores dietéticos,
incluindo os acidos graxos saturados e glicose, assim como uma mudanca na microbiota
intestinal, tém sido propostos como gatilhos desta inflamacdo que envolve as células
metabdlicas, tais como adipdcitos, e uma mudanca na populagdo de células imunitéarias
em tecidos metabélicos (LOLMEDE et al., 2011;BERTOLA et al., 2012; SUN et al.,
2012). A hipdxia que se desenvolve no tecido adiposo também poderia participar na sua
inflamacdo e foi recentemente envolvida na resisténcia a insulina de adipdcitos
(REGAZZETTI et al., 2009; WOOD et al., 2009). Estes estados patoldgicos estdo
fortemente associados com a resisténcia a insulina e hiperinsulinemia. Com base nos
esforcos das pesquisas durante as Ultimas duas décadas, foram observados notaveis
desenvolvimentos na investigacdo da resisténcia a insulina induzida pela obesidade,
especialmente nos termos dos mecanismos envolvidos, alguns dos quais se acredita que
podem levar ao tratamento da doenca. Entre estes, a inflamagéo crénica de baixo grau
na obesidade é um dos conceitos recém-identificados mais inovadores. A via metabolica
e a via de resposta imune, que sdo fortemente conservadas evolutivamente entre
espécies, tém mostrado estarem fortemente associadas, umas com as outras, no
desenvolvimento da obesidade induzida por resisténcia a insulina (TATEYA et al.,
2013). De fato, qualquer desequilibrio ou alteracdo que possa ocorrer na via metabdlica,
pode levar o individuo a desenvolver enfermidades que ndo somente estdo relacionadas

ao metabolismo como também ao sistema imune.

A obesidade, portanto, resulta de um prolongado balanco energético positivo, ou
seja, uma ingestdo continua de calorias que excede significativamente o gasto
energético. O ganho de peso na obesidade é principalmente uma consequéncia do
acimulo de AGs da dieta ou a partir de lipogénese de novo armazenada como
triglicerideos no tecido adiposo branco (TAB). Nos seres humanos, o TAB responde a
um fornecimento excessivo de &cidos graxos através da hipertrofia - predominantemente
um aumento em tamanho de goticulas de gordura em menor extensdo por meio da
diferenciacdo dos pré-adipdcitos em adipdcitos maduros, isto € hiperplasia (SPALDING
et al., 2008). Este acimulo indevido de gordura em 6rgdos, como o coracao, torna a

obesidade um fator de risco para o desenvolvimento de outras doengas como: as



cardiovasculares, a hipertensdo e o diabetes (CAROBBIO et al., 2011; GAAL et al.,
2006; HAJER et al., 2008).

O excesso de deposicéo de gordura ou adiposidade, particularmente na regiéo
abdominal do corpo, tem sido associado como um fator de risco para o desenvolvimento
de resisténcia a insulina, que pode levar ao diabetes mellitus tipo 2, e dislipidemia que
pode levar a doencas cardiovasculares (ARONNE, 2002). Por conta disso, é importante
a utilizacdo de métodos para avaliar a composic¢do de gordura corporea (PHILLIPS et
al., 2013).

Enquanto a quantificacdo absoluta de massa gorda é geralmente realizada
somente no ambiente de pesquisa, o indice de massa corporal (IMC; peso em kg / altura
em metros®) é um marcador Gtil. Usando a definicdo da Organizagdo Mundial de Satde
(OMS), um IMC igual ou maior do que 30 kg / m? define a obesidade. Dados
epidemiol6gicos mostram que 30% dos norte-americanos e 10% -20% dos europeus sdo
classificados como obesos, sendo que esta prevaléncia vem aumentando em muitos
paises em desenvolvimento, como o Brasil (WHO, 2015). A tabela 1.1 mostra as faixas
de peso com base nos valores de IMC. Ainda que muito utilizada como diagndstico de
obesidade, o IMC pode ser impreciso quando avaliamos um atleta que apresenta um
valor de IMC igual ao de um obeso, pois, neste caso existe um aumento ndo de gordura
e sim de massa muscular (SUNYER, 2000).

Existem diversos métodos para avaliar a massa corporal, sendo uma delas a
utilizacdo de medidas antropométricas. Os primeiros métodos a serem utilizados foram
as medidas de dobras cutaneas pelo corpo, onde os valores eram colocados em formulas
matematicas e convertidos em valores de gordura corporal, mas esta ferramenta ndo era

tdo precisa quando a obesidade aumentava.



Tabela 1.1 Valores de IMC e a faixa de peso que cada um representa.

Classificacdo com base no IMC

Abaixo do Peso <18,5

Peso Normal 18,5-24,9

Sobrepeso >25,0—-29,9

Obesidade >30,0
Obesidade grau 1 30,0 -34,9
Obesidade grau 2 35,0-39,9
Obesidade grau 3 >40,0

Fonte: WHO, 2014.

1.1.1. Fatores ambientais conduzem ao aumento da obesidade

Dados mostram que ha um aumento da prevaléncia da obesidade em todo o
mundo. Atualmente se sabe que h& uma a relacdo inversa entre obesidade e classe
socioeconémica, bem como uma tendéncia secular em direcéo a obesidade crescente em
paises em desenvolvimento (OGDEN et al., 2014; POPKIN, 2006). A adogdo de estilos
de vida relativamente sedentarios, devido a reduzida atividade fisica no trabalho e no
lazer, em conjunto com uma abundancia de alimentos ricos em energia, € um dos

maiores fatores de risco para a satde em todo o mundo.
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Fig 1.1 Contribuicdo de fatores genéticos e ambientais no ganho de peso
Fonte: VAN DER KLAAUW & FAROOQI. (2015). The Hunger Genes:

Pathways to Obesity. Cell, 161(1): 119 — 132.

Curiosamente, algumas analises recentes de prevaléncia de obesidade sugeriram
uma queda ou estabilizacdo da prevaléncia desta doenca, em criancas nos EUA e em
alguns paises europeus (OGDEN et al., 2014; THOMAS et al., 2014). No entanto, em
muitos paises, a prevaléncia tem aumentado, como, por exemplo, a China. Estudos
recentes mostram que a segunda geracdo de migrantes para os EUA sdo mais pesados
do que seus pais que migraram, observando-se, ainda, que alguns grupos étnicos sdo
mais propensos a ganhar peso do que outros, em ambientes obesogénicos (SINGH &
LIN, 2013), sugerindo que fatores genéticos desempenham um papel na influéncia da

susceptibilidade a obesidade.

Apesar de muitos acharem que a obesidade é um problema de comportamento

alimentar exagerado e nenhuma forga de vontade por parte do obeso, ha alguns estudos
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importantes que demonstram que os fatores genéticos desempenham um papel relevante
na determinagdo do peso corporal. O aumento de peso surge atraves de a¢fes conjuntas
dos fatores ambientais e genéticos, onde variagbes em genes importantes podem
contribuir para o desenvolvimento da obesidade (RAHILLY & FAROOQI, 2006;
SHAWKY & SADIK, 2012).

1.2. Epidemiologia

A obesidade é uma pandemia do século XX. Segundo dados da Organizagédo
Mundial da Saude (2014) 1,9 bilhdes (39%) de adultos acima dos 18 anos estavam
acima do peso. Dentre esses, mais de 600 milhdes (13%) eram obesos. Em relagdo a
obesidade infantil (2013), 42 milhOes de criangas estavam acima do peso ou com
obesidade (WHO, 2014).

Embora a obesidade seja considerada um problema que acomete,
principalmente, paises de renda elevada, ela esta também em ascensdo em paises de
média e baixa renda, especialmente em areas urbanas. Ainda segundo a OMS, nos
paises em desenvolvimento, a taxa de sobrepeso e de obesidade infantil tem sido maior
do que 30%. A maioria da populagdo vive em lugares onde a obesidade mata mais do
que a subnutri¢do. Esse aumento do nimero de mortes causadas pela obesidade se deve
ao fato de que, individuos obesos tém maiores chances de desenvolver outras doencas,
tais como as cardiovasculares (DCVs) e a diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Em 2012, as
DCVs foram uma das principais causas de morte e estima-se que pelo menos 1,5

milhGes de mortes foram causadas diretamente pelo DM2 (WHO, 2012).

No Brasil, a taxa de obesidade esta estavel, porém o numero de brasileiros que
estdo acima do peso é cada vez maior. Segundo uma pesquisa realizada pelo proprio
Ministério da Saude (2014), 52,5% da populacdo brasileira estd acima do peso, sendo
essa taxa, em 2006, de 43%. Outro dado preocupante é o fato da obesidade ser um fator
de risco para doengas como diabetes, hipertensdo e cardiovasculares que correspondem
a 72% dos 6bitos no Brasil (MS, 2015).

De acordo com o estudo acima, 0s indices de excesso de peso Sd0 mais
observados na populacdo masculina com 56,5%, do que na feminina cujos indices

correspondem a 49,1%. Com relacdo aos adultos entre os 18-24 anos, 38% estdo acima



do peso; por outro lado, nos adultos entre 45 — 64 anos aproximadamente 61% estéo

acima do peso.

Além do excesso de peso, outros indicadores levantados pela pesquisa
mostraram que estas pessoas apresentam outros fatores de risco para doengas cronicas.
Do total relatado, 20% tem o diagndstico de colesterol alto, 22,2% das mulheres
apresentaram este quadro contra 17,6% dos homens. Estes dados revelam o quéo
preocupante é a prevaléncia de obesidade em nossa sociedade nos dias atuais, ndo
somente pelo fato de trazer um incomodo pelo excesso de peso, mas também estar

relacionada com fatores de risco para o desenvolvimento de outras doencas mais graves.

1.3. Tecido adiposo e comorbidades relacionadas a obesidade.

O tecido adiposo é um tipo de tecido especial de tecido conjuntivo, formado por
células chamadas de adip6citos que podem ser encontradas isoladas, embora a maioria
delas esteja sob a forma de agregados (NELSON & COX, 2014). Este tecido representa
0 maior deposito de energia na forma de triglicerideos, ja que os depositos de glicogénio
sdo menores do que estes (NELSON & COX, 2014). O tecido adiposo possui as mais
diversas funcbes, como isolante térmico, protecdo contra choque mecénico e
preenchimento de espacos no corpo, mantendo os 6rgdos no lugar (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008). Basicamente o tecido adiposo é classificado em trés tipos: Branco,

Marrom e Bege, cujas funcdes séo diferentes.

O tecido adiposo branco é metabolicamente ativo no corpo, e é responsavel por
armazenar gordura na forma de triglicerideos e secretar fatores que atuam no
metabolismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). O tecido adiposo pardo ou marrom
é um tecido muito encontrado em animais que hibernam, pois este é especializado em
produzir calor; possui muitas goticulas de gordura e muitas mitocéndrias. Na espécie
humana, é encontrado principalmente em recém-nascidos, para auxiliar na
termorregulacdo; quando estimulado, este promove a oxidacdo de acidos graxos que
produz calor ao invés de ATP e assim mantendo a temperatura corporal estavel
(SIPPEL et al., 2014).

O tecido adiposo é um dos mais importantes para a manutencdo da homeostasia
correta da massa corporal. Antigamente se achava que este tecido era apenas para

armazenagem de gordura e reserva energética, porém hoje se sabe que ele atua



principalmente na regulacédo entre a inibicdo do comportamento alimentar e no aumento
do gasto energético (NELSON & COX, 2014). Este mecanismo de acdo do tecido
adiposo € realizado através de fatores que sdo liberados por este tecido (GALIC et al.,
2010). Estudos subsequentes mostraram que esses fatores que sdo liberados por este
tecido eram na verdade hormonios, que mais tarde seriam conhecidos como adipocinas,
as quais séo secretadas principalmente pelo tecido adiposo branco, sendo assim o tecido
adiposo um importante 6rgao endécrino (NELSON & COX, 2014).

As adipocinas produzidas pelo tecido adiposo podem ter tanto acdo local
(autdcrina e paracrina), como também acao sistémica (enddcrina), levando informacgoes
para outros tecidos como o nervoso, alertando sobre o estado nutricional do organismo
(NELSON & COX, 2014). As adipocinas normalmente produzem mudangas no
metabolismo energético e no comportamento alimentar, as quais restauram as reservas
adequadas e manttm a massa corporal. Quando as adipocinas sdo sub ou
superexpressas, este descontrole pode resultar em diversas consequéncias e pode
contribuir para o aparecimento de doencas como a obesidade e diabetes (GALIC et al.,
2010).

Diversas comorbidades estdo relacionadas a obesidade, e muitas delas s&o
causadas por alteragdes no metabolismo, que podem ser por conta de mudangas na
expressao de adipocinas. Dentre elas se destacam a sindrome metabolica que é
caracterizada por obesidade especialmente abdominal, hipertenséo, lipideos sanguineos
anormais (altos niveis de Triacilglicerol-TAG- e LDL, e baixo nivel de HDL) e glicose
sanguinea levemente elevada (MOTIE et al., 2014; KROSRAVI et al., 2013; DESPRES
& LEMIEUX , 2006).

O excesso de ingestdo caldrica em pessoas obesas faz com que os adipdcitos
fiqguem repletos de TAG, tornando o tecido adiposo incapaz de receber uma demanda
aumentada para estocar TAG. O tecido adiposo repleto de lipideos libera fatores que
atraem macrdfagos, estes desencadeiam resposta inflamatéria (GRANT & DIXIT,
2015), que prejudica a deposicao de &cidos graxos nos adipocitos e com isso favorece
sua liberagdo para a corrente sanguinea, contribuindo assim para o acumulo de gordura
em outros Orgados, acarretando problemas (GRANT & DIXIT, 2015; DEBOER, 2013).

De fato, a resposta inflamatdria crénica, gerada por alteragcdes na producgéo de

citocinas e adipocinas pré-inflamatorias pelo tecido adiposo, pode causar outras doencas
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como exemplo, a diabetes tipo 2, na qual muitos mediadores inflamatérios que sédo
produzidos atuam inibindo a sinalizacdo de insulina, ocasionando um evento chamado
de resisténcia a insulina (HEREDIA et al., 2012). Esta resisténcia é a incapacidade do
receptor de insulina se ligar a ela, aumentando assim a concentragdo de glicose
plasmatica e levando o individuo a ter diabetes mellitus tipo 2. Uma questdo bastante
intrigante € que existem muitos obesos que ndo tem diabetes, sendo uma razéo ainda
pouco compreendida (BEEK et al., 2014; NELSON & COX, 2014).

1.4 Obesidade e inflamagéo

Na imunologia cléssica, a inflamacéo é definida como sendo uma cascata de
eventos imunolégicos, que sdo ativados em resposta a uma determinada lesdo tecidual
(ABBAS et al., 2008). O evento inflamatorio é regulado por diversas proteinas que sao
liberadas pelo tecido lesionado ou por células do sistema imune que atuam na reparacao
do tecido. Essas proteinas, chamadas de mediadores inflamatérios, atuam em diversas
vias do processo inflamatorio, atraindo células para o local da lesdo ou infeccdo num
processo chamado de quimiotaxia, ou entdo atuam na ativacdo de outras células do
sistema imune (LEE, 2013).

Dentre os mediadores inflamatorios, se destacam principalmente as citocinas e
quimiocinas, que podem ser dividas em prd e anti-inflamatdrias, e sdo proteinas que
tanto podem promover o processo inflamatério como também podem inibi-lo. Sabe-se
que o balanco entre esses fatores garante a eficiéncia do processo inflamatério no
combate a lesbes ou infec¢bes. Diversas doencas sdo relacionadas a processos
inflamatorios intensos, muitas associadas a desregulacdo da producdo coordenada de
citocinas que podem levar a efeitos indesejados (LEE, 2013); dentre algumas doencas,
se destacam o diabetes mellitus tipo 2, atrite reumatoide, alguns casos de cancer e

obesidade.

A obesidade, como dita anteriormente, € caracterizada por uma série de
desordens metabolicas que ocorrem no organismo. Com o passar dos anos diversos
estudos mostraram que dentre estas desordens a obesidade também esta associada a um
estado de inflamacdo crénica (VIELMA et al.,, 2013). Este estado € resultado da
ativacdo duradoura do sistema imune, atraves do recrutamento de células imunes para o
tecido adiposo (STEPIEN et al., 2014). Contudo, quando falamos em obesidade temos

que entender que o processo inflamatorio também pode ser iniciado por desequilibrios
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no metabolismo que consequentemente pode provocar o aumento de mediadores pro-
inflamatorios (YOUCEF et al., 2013). Este processo inflamatorio nos obesos foi
definido por GREGOR & HOTAMISLIGIL, em 2011 como “inflamag¢do metabdlica”
onde o processo inflamatorio na obesidade € iniciado por células imunes e metabodlicas
em resposta ao consumo excessivo de nutrientes, evidenciando o papel dos adipocitos
no processo de inflamacdo. Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo é um 6rgdo
enddcrino e € responsavel pela homeostase corporal, pois secreta diversas proteinas que
regulam processos metabdlicos importantes. Dentre estas, as mais conhecidas sdo as
citocinas inflamatorias, principalmente a interleucina 6 ou IL-6, o fator de necrose
tumoral do inglés TNF-a e a proteina quimioatraente de mondcitos 1 do inglés MCP-1,
que sdo citocinas pro-inflamatdrias. Alguns estudos mostraram que, estas citocinas
estavam em niveis aumentados em obesos, contribuindo para o desenvolvimento do
processo inflamatorio (STEPIEN et al., 2014; YOUCEF et al., 2013; WIESER et al.,
2013). Além disso, o tecido adiposo também secreta outras citocinas que regulam o
processo inflamatdrio, como a interleucina 10 ou IL-10, que € uma citocina anti-
inflamatdria. No entanto, estudos mostraram que os niveis de IL-10 estdo diminuidos

nos obesos.

Uma das principais caracteristicas da inflamacdo observada em obesos é a
migracao de células, principalmente macrofagos, para o tecido adiposo. Esta sinalizacao
¢ feita pelos mediadores inflamatérios que contribuem ainda mais para o
desenvolvimento da inflamacdo. Em estudos realizados em humanos e camundongos,
foram identificados dois subtipos bem caracteristicos de macrofagos (M1 e M2). Nestes
estudos, eles ainda observaram que a sinalizacdo feita pelos macrofagos aumentava a
producdo de mediadores inflamatérios (OTA, 2013), dessa forma contribuindo para o
desenvolvimento e ampliacéo da inflamacdo (Figura 1.2) como mostra a figura retirada
de CAO (2014).
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Fig 1.2 Figura adaptada de CAO (2014). Adipocinas e inflamacdo metabdlica no tecido

adiposo. Adipocinas derivadas de tecido adiposo sdo o resultado da interacdo entre

adipdcitos e células do sistema imunologico que infiltram o tecido adiposo.

O estado de inflamacéo crénica observado nos obesos pode gerar consequéncias
graves para o paciente. O principal elo entre a obesidade e a inflamacédo é o quadro de
resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina é a condicdo com a qual as células
especializadas em reconhecer a sinalizacdo da insulina estdo reduzidas. Foi observado
que citocinas como TNF-a e IL-6 podem dificultar a sinalizagdo de insulina via P13k e
SRI, que sdo vias principais de transporte de glicose (VAN GREEVENBROEK, et al.,
2013). Quando a sinalizacdo da insulina estd comprometida, pode acarretar problemas
graves para o individuo, desta maneira individuos obesos que possuem um alto grau de
inflamacdo tem maiores chances de desenvolver outras doencas como o diabetes

melittus tipo 2, devido ao quadro de resisténcia a insulina.

Muitos estudos tém buscado causas para 0 aparecimento da inflamagdo em
obesos, e sugerem que alteracbes nos genes que codificam determinadas citocinas e
adipocinas, envolvidas no processo inflamatorio, podem causar uma maior ou menor
expressao destes mediadores contribuindo para o desenvolvimento da inflamagéo. Além
disso, certas alteracdes podem nédo sé afetar a expressdo da proteina, como também a

estrutura dela. Por esta razdo um estudo genético sobre determinadas variagdes que
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podem estar relacionadas com a alteracdo dos niveis de citocinas pode ampliar os
nossos conhecimentos sobre o processo inflamatério, principalmente relacionado a

obesidade.
1.5. Fatores genéticos X Ambiente na obesidade

A crescente oferta de alimentos rapidos e ricos em gordura, associada a falta de
atividade fisica pode ser um fator para o desenvolvimento da obesidade. Contudo, um
estudo realizado por BOUCHARD et al., em 1990, no qual acompanharam pares de
gémeos idénticos, mostrou que, quando eram submetidos a uma dieta hipercaldrica
ocorria uma variacdo entre os diferentes pares de gémeos com relagdo a deposicao de
gordura e a0 aumento da massa corporal, quando comparado com um gémeo e Sseu par,
sugerindo que o componente genético também é um fator determinante para obesidade.
De forma semelhante, um experimento realizado por STUNKARD et al., em 1986,
estudando um grupo de familias com filhos adotivos na populacdo da Dinamarca,
mostrou que havia uma forte correlagdo entre o tipo de peso dos filhos adotados e os
indices de massa corporea dos pais bioldgicos. Estes relatos evidenciam o fato de que
ndo somente o ambiente pode ser um fator para o desenvolvimento da obesidade, como
também influéncias genéticas podem estar relacionadas. Com base nestes relatos, a
obesidade é classificada em trés categorias, baseadas na etiologia genética: obesidade
monogeénica, que resulta da alteracdo em um Unico gene; obesidade sindrémica, que esta
associada a uma determinada sindrome; e a obesidade poligénica, que corresponde a
alteracdes em mais de um gene (ICHIHARA & YAMADA, 2008; XIA & GRANT,
2013).

A obesidade poligénica também €é conhecida como obesidade comum, por afetar
a maior parte da populacdo. Atualmente, mais de 120 genes ja foram associados a
obesidade e existem mais de 400 genes candidatos, dentre estes o LEP, TNF, IL-6, IL10,
CCL2, que podem ndo sé estar envolvidos com a obesidade diretamente, mas podem

estar associados ao desenvolvimento de inflamag&o visto em obesos.
1.5.1 Genes Candidatos

1.5.1.1 Gene LEP

Os adipdcitos secretam uma grande variedade de hormdnios e proteinas que

regulam a homeostase do corpo. Dentre o0s principais se destacam a leptina,
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adiponectina, visfatina e resistina (LEITE et al., 2009). A leptina € um polipetideo
expresso principalmente nos adipocitos (PRADO et al., 2009). Esta proteina apresenta
167 aminoacidos e é codificada pelo gene LEP, localizado no cromossomo 7¢31.3, que
contém 3 éxons. A leptina apresenta diversas isoformas e a sua forma circulante
apresenta 16 kDa de peso molecular (AHIMA & FLIER, 2000). Diversos estudos
mostraram que este hormonio promove saciedade, reducdo da ingestdo alimentar e
aumento do gasto energético (LEITE et al., 2009). Além disso, atua no metabolismo de
glicose e lipideos e na imunidade (ENNS et al., 2011). A estrutura cristalografica da
leptina foi descrita por ZHANG et al., em 1997, cristalizada a 2.4 A de resolucdo como
mostrado na figura 1.3 (PROTEIN DATA BANK, 1998). Um estudo realizado por
AHIMA & FLIER (2000), revelou que a leptina possui semelhancas estruturais com as
citocinas, sugerindo o seu papel na ativacdo de células imunes, como as células T.
(ENNS et al., 2011).

De modo geral, a leptina sempre esteve relacionada a regulacdo do metabolismo
corporal. Em estudos realizados com camundongos, que eram deficientes para a
producdo de leptina, observou-se que ocorria o desenvolvimento de obesidade mdrbida
nestes roedores, que era revertida quando se administrava leptina recombinante
(AHIMA & OSEI, 2004). Entretanto, em outros estudos realizados com roedores
obesos, notou-se que estes apresentavam niveis altos de leptina, e mesmo com o
aumento do nivel desta proteina, a ingestdo de alimentos ndo era suprimida e o estimulo
para o0 gasto energético era diminuido. Dessa forma, sugeriu-se que ocorria um quadro
de resisténcia a leptina no hipotadlamo (AHIMA & OSEI, 2004), levando a chamada

hiperleptinemia.
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Fig.1.3 — Estrutura cristalografica depositada no PDB da leptina, codigo 1AX8.

A leptina sempre esteve associada ao metabolismo energético do organismo,
contudo atualmente se sabe que esta proteina desempenha um papel chave na regulacédo
do sistema imune. Uma das principais funcGes desempenhadas pela leptina é a de
regulacdo da proliferacdo de células T (PRADO et al., 2009), gerando uma populagéo
de linfécitos T pré-inflamatdrios, que estimulam a proliferacdo de células Thl, sendo
um horménio pro-inflamatdrio. Em alguns estudos, observou-se que em ratos em estado
de jejum prolongado a imunossupressao foi revertida pela administracdo de leptina,
indicando que a leptina é 6timo mediador do estado nutricional e funcdo do sistema
imunolégico (DIB et al., 2014; SIPPEL et al., 2014; SCOTECEL et al., 2014).

Com base no papel da leptina no metabolismo, diversos estudos tém mostrado
que polimorfismos no gene LEP estdo associados ao desenvolvimento de patologias,
principalmente variantes localizadas em regides do gene que atuam na regulacdo da
expressao da proteina. Dentre esses polimorfismos se destaca o rs7799039 cuja
mudanga ocorre em uma troca de base de guanina por adenina na regido promotora do
gene. Estudos mostraram que este polimorfismo estd associado principalmente ao
aumento do IMC e da expressdo de leptina (FOURATI etal.,, 2013). Outro
polimorfismo é o rs2167270 que também representa uma mudanca de um nucleotideo
de uma guanina para uma adenina na regido 5’UTR . As andlises funcionais mostraram
que este polimorfismo pode provocar um desequilibrio na regido promotora e
consequentemente afetar a expressao do gene. Alguns estudos também tém relacionado
este polimorfismo com alterages na estrutura da proteina, porém este dado ainda néo €
conclusivo (FAN &SAY, 2014).
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1.5.1.2 Gene TNF

As citocinas sdo polipeptideos liberadas por células do sistema imune que
regulam diversas funcdes dessas células. De modo geral quando um corpo é infectado
por um microrganismo, ou sofre uma leséo, diferentes tipos de citocinas sdo produzidas
estimulando diversas células que irdo atuar tanto no combate a infec¢do quanto no
reparo tecidual (ABBAS et al., 2008). Dentre os tipos de células mais comuns que
produzem e secretam essas proteinas estdo os macréfagos e células T (ABBAS et al.,
2008).

Atualmente, se sabe que as citocinas desempenham um papel importante na
regulagdo de processos, como a imunidade e a inflamagéo; e o controle coordenado
dessas proteinas pode garantir a eficacia desses processos. Dentre as diversas citocinas
produzidas se destaca o fator de necrose tumoral (TNF-a). Esta foi uma das primeiras
citocinas descobertas e desempenha papel chave, principalmente, no combate a células
cancerosas, causando necrose em tumores. Esta citocina é produzida principalmente por
macrofagos e é sintetizada na forma de proteina de membrana, sendo posteriormente
clivada na sua forma circulante de 17 kDa, porém ambas as formas sdo biologicamente
ativas (ABBAS et al., 2008).

O TNF-a possui as mais diversas fungdes, principalmente relacionadas ao
sistema imune, pois atua na proliferacdo de células T e células NK (natural killers).
Adicionalmente, este é um potente mediador do processo inflamatério devido a sua acéo
sistémica, ou seja, este pode atuar em locais distantes do local da infeccdo ou da
inflamagdo, recrutando outras células e estimulando-as a produzirem outras citocinas
(OLIVEIRA et al., 2011).

Em 1993, HOTAMISLIGIL e colaboradores descobriram que 0 TNF-a também
era produzido e secretado pelos adipdcitos. No ano seguinte, eles descobriram num
modelo de camundongos obesos que ocorria a producéo crénica de TNF-a, levando a
um quadro inflamatdrio crdnico que tinha como principal consequéncia a resisténcia aa
insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1994). De fato, em pacientes obesos € observado um
aumento dos niveis de TNF-a, levando a um quadro de inflamatdrio crénico. Como
consequéncia, esses pacientes apresentam resisténcia a insulina, devido ao aumento dos
niveis de TNF-a que podem reduzir a resposta da insulina através da diminui¢do da

expressao dos transportadores de glicose (GLUT-4) e a fosforilacdo especifica dos
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receptores de insulina (COSTA & DUARTE, 2006; VAN GREEVENBROEK, et al,
2013), (Figura 1.4). Esta citocina ainda possui outros efeitos no tecido adiposo, como a
regulagdo da adipogénese e regulacdo do metabolismo lipidico (STRYJECKI &
MUTCH, 2011), evidenciando o papel desta citocina na obesidade e na regulacdo do

metabolismo.

Anti-aterogénico
Tecido Adiposo e a Capacidade de

resposta a insulina.
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Figura 1.4 Figura adaptada de BASTARD et al. (2006). Efeitos da liberacdo de

mediadores inflamatorios sobre os efeitos da insulina.

Em 1999, ABRAHAM & KROEGER observaram que a presenca do
polimorfismo rs1800629, que representa a troca de uma guanina por uma adenina, pode
estar relacionada a alteracfes na expressdo do gene TNF. Estes pesquisadores sugerem
que a presenca do alelo mutado A, causa um aumento na expressdo de TNF-a
(OLIVEIRA et al., 2016). Adicionalmente, WILSON et al. (1992) observaram que este
SNP esté localizado na regido promotora deste gene e com isso poderia estar afetando a
expressao de TNF-a, contribuindo para o aumento desta citocina em obesos (CURTI et
al., 2011).
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1.5.1.3 Gene IL6

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina importante na inflamacdo. Esta citocina
recebeu esse nome, interleucina, devido a sua funcdo. Quando é produzida por um tipo
celular ela pode atuar em outros tipos celulares diferentes, estimulando a producéo de
outras citocinas. A 1L-6 € uma glicoproteina de 22 a 27 kDa, codificada pelo gene IL6

localizado no cromossomo 7p21 e que possui 6 éxons (NCBI, 2016).

A 1L-6 possui diversas funcdes, sendo uma citocina pro-inflamatéria ela atua
principalmente na maturacdo de macrofagos e diferenciacdo de células T. Outra funcéo
desta citocina é atuar como um importante mediador para a sintese de proteinas de fase
aguda da inflamacdo, como a Proteina C Reativa (PCR). As PCR sdo proteinas
produzidas pelo figado, cuja funcéo € ativar outras proteinas, principalmente do sistema
complemento e outras células do sistema imune (KLUFT & MAAT, 2003). A producéo
de proteinas de fase aguda esta relacionada ao desenvolvimento de muitas doencas,
como as cardiovasculares. Estudos observaram uma alta nos niveis de PCR em
pacientes com doencas cardiovasculares e um estado de inflamacédo intensa, indicando
ser este um dos marcadores inflamatérios mais utilizados na clinica (KAPTOGE &
ANGELOTIONIO, 2012; TODENDI et al., 2015).

O tecido adiposo é responsavel, pela producdo de uma série de horménios
envolvidos no metabolismo e em processo imunolégicos, como o0 TNF-a e a IL-6,
ambos produzidos pelos adipdcitos. Altos niveis de IL-6 em pacientes obesos
ocasionam um quadro de inflamacéo cronica (KWON & PESSIN, 2013). Assim como o
TNF-a, diversos fatores podem estar envolvidos no aumento dos niveis de IL-6, tais
como alteracfes metabdlicas, regulacdo feita pela propria cascata de sinalizacdo do
processo inflamatorio e fatores genéticos. Diversos polimorfismos estdo associados com
alteracdes na expressdo do gene IL6, dentre estes se destaca o rs1800795 que representa
uma troca de uma guanina por uma citosina; e o rs1800797 que representa a troca de
uma guanina por uma adenina. Ambos os polimorfismos estdo localizados na regido
promotora do gene, e podem estar relacionados com alteracbes na expressdo destas
citocinas (LOPEZ et al., 2013; SLATERRY et al., 2008).
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1.5.1.4 Gene IL10

A inflamacdo é um processo que requer um controle, principalmente, pelo fato
de que podem ocorrer consequéncias graves para 0 organismo quando este processo €
prolongado. Este controle deve estar relacionado a inativacdo de macrofagos e a
inibicdo de producéo de citocinas pro-inflamatdrias (ABBAS et al., 2008).

Uma das principais formas de controle da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias € através da producéo de outras citocinas que atuam inibindo este processo
(MURPHY et al., 2014). Uma das citocinas que atua controlando o processo
inflamatorio é a interleucina 10 (IL-10), que é parte da familia das citocinas diméricas e
possui 18 kDa. O gene que codifica esta interleucina, o IL10, estd localizado no
cromossomo 1g31-g32 e possui 6 éxons (NCBI, 2016). A principal funcéo atribuida a
esta interleucina é de inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias sendo,

portanto, um imunossupressor (MURPHY et al., 2014).

Na obesidade observamos um quadro inflamatorio crénico, uma vez que
diversas vias de sinalizagdo ou produgdo de hormonios que controlam a inflamagéo
podem estar comprometidos e com isso prolongar a inflamacdo nestes pacientes. Por
exemplo, pacientes obesos mostram deficiéncia de adiponectina que pode induzir a
producdo de IL-10 que, por apresentar caracteristicas anti-inflamatérias, pode ser um
dos fatores que contribuem para o desenvolvimento deste quadro de inflamacdo crénica
(RADCLIFFE et al., 2004).

Outros fatores podem estar atuando na diminuicdo da expressdo desta
interleucina, como a presenca de polimorfismos associados a menor expressdo de IL-10
e que poderiam estar comprometendo o controle do processo inflamat6rio em obesos.
Dentre estes, temos a presenca do polimorfismo rs1800872, que corresponde a troca de
uma citosina por uma adenina na regido promotora podendo estar relacionado com a
menor expressao do IL-10. Esses dados sugerem que este polimorfismo seria um fator
de risco, ndo sé para pacientes obesos, como também para individuos que apresentam
outras doencas que necessitam de um controle rigido do processo inflamatorio. Neste
caso, foi observado em ensaios in vitro que a presenca do alelo mutado A no
polimorfismo estudado contribui para a diminuicdo da expressdo de 1L-10 (ZHANG et
al., 2012; TSILLIDIS et al., 2009).
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1.5.1.5 Gene CCL2

As quimiocinas representam uma classe de citocinas, que sdo as chamadas
quimioatraentes. Elas séo assim chamadas, pois induzem a quimiotaxia, que direciona
as células de defesa para o local da fonte da quimiocina. Quando elas sinalizam em
células imunes causam alteragdes no citoesqueleto e na adesdo celular direcionando-as
para o local de fonte da infeccdo ou lesdo (MURPHY et al., 2014; OTA, 2013).

No sistema imune, as quimiocinas funcionam como quimioatraentes de
leucocitos, monaocitos, bem como atuam no desenvolvimento de linfécitos e na
angiogénese. Existe uma grande diversidade de quimiocinas, devido ao fato de levarem
uma grande diversidade de tipos celulares para o local correto da inflamagéo ou
infeccdo (MURPHY et al., 2014). Elas podem ser divididas em dois grupos principais,
as chamadas CC que possuem dois residuos de cisteina proximos, e as CXC em que 0s
dois residuos de cisteina estdo separados por um aminoécido. Dentre a quimiocinas,
destaca-se a CCL-2, também conhecida como proteina quimioatraente de mondcitos 1
(MCP-1). O gene CCL2 esta localizado no cromossomo 17g11-2q12 (NCBI, 2016) e
sua funcdo € atrair mondcitos para a corrente sanguinea tornando-os macrofagos
teciduais (MURPHY et al., 2014).

A obesidade é caracterizada por um aumento nos niveis de diversos tipos de
mediadores inflamatorios, neste contexto, os adipécitos séo a principal fonte de MCP-1,
contribuindo para que macrofagos sejam encaminhados para o tecido adiposo agravando
ainda mais o processo inflamatério (SAMAAN et al., 2013). Em um estudo realizado
por BRESLIN e colaboradores (2012) foi observado que niveis de MCP-1 plasmatico
eram maiores em individuos obesos quando comparado ao grupo controle, sugerindo
que esta quimiocina também desempenha um papel importante no aparecimento do
quadro inflamatorio em obesos. Uma vez que esta quimiocina atua no recrutamento de
células, como monacitos, estes podem produzir outros mediadores pré-inflamatérios,

aumentando assim a estado inflamatorio desses pacientes (OTA, 2013).

Diversos polimorfismos ja foram associados ao quadro inflamatério dos obesos,
dentre estes uma delecéo de 14 pb no gene CCL2. Apesar desta delecdo estar localizada
na regido intronica do gene, ela pode estar relacionada com altera¢fes na transcricao e

consequentemente pode alterar o seu padrdo de expressdo. No entanto os resultados
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dessa delecdo ainda sdo inconclusivos e um estudo desta variante pode ajudar a tracar

um perfil de risco para 0s obesos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

O presente trabalho tem como objetivo analisar os efeitos de variantes

polimorficas nos genes TNF, IL6, 1L10, CCL2 e LEP sobre o risco para a obesidade e

caracteristicas fenotipicas relacionadas, suas comorbidades, e sobre 0s niveis

inflamatorios.

2.2. Objetivos especificos:

1.

Investigar diferencas nos pardmetros antropométricos, pressoricos e bioquimicos

entre os eutroficos e obesos.

Realizar a genotipagem dos polimorfismos dos genes propostos por reacdo de
PCR convencional, PCR-RFLP e PCR em tempo real no grupo de obesos e

eutroficos.

Descrever a distribui¢do das frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos

dos genes em ambos 0S grupos.

Determinar uma possivel associacdo dos polimorfismos estudados com o

potencial de risco de obesidade.

Estabelecer a relacdo entre os polimorfismos do estudo e o perfil inflamatério

(baseado nas concentracbes da PCR).

Investigar a relacdo entre os polimorfismos e a variabilidade dos parametros

antropométricos, bioquimicos e pressoricos nos grupos.

Avaliar se a presenca dos polimorfismos esta associada ao risco de desenvolver
outras doencas como diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabodlica e

hipertensao.
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3. Material e Métodos.

3.1. Fluxograma de Trabalho

Coleta de
Amostras

I —— Envio de

amostras para o

Lablip da Uer;j.
Armazenagem
de amostras e
extragdo de
DNA. Andlises
J, ,l, Bioquimicas
Genotipagem Genotipagem
das amostras por PCR em
por PCR-RFLP tempo Real dos
do gene LEP e genes TNF-a,
PCR 1L-6 e IL10.

convencional

para o gene
MCP-1.

Analises
estatisticas.

3.2. Determinacéo da amostra.
3.2.1 Disting&o das amostras

A selecdo das amostras para o estudo foi feita com base no indice de Massa
Corporea (IMC) O estudo é composto por 196 obesos com o IMC > 30, individuos
esses atendidos na ONG conhecida pelo nome de Grupo de Resgate a Autoestima e a
Cidadania do Obeso (GRACO). Além disso, as amostras do estudo sdo constituidas por
um grupo controle de 181 voluntarios eutr6ficos com os valores de IMC entre 18,5 e
24,9. Foram excluidas das amostras mulheres gravidas, pacientes com problemas na
tireoide, pacientes que faziam uso de medicacdo, principalmente anti-inflamatorios e
pacientes que fazia uso de medicacdo para controle de peso. O projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica da Fiocruz (CAAE: 09225113.0.0000 / n° do parecer:
346.634). Todos os grupos receberam as informacdes a respeito dos objetivos da
pesquisa e dos possiveis riscos. Em seguida, todos que preencheram os critérios de
inclusdo e concordaram em participar da pesquisa, assinaram 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de acordo com as leis de Pesquisa em Seres

Humanos (resolucdo 196/96 do Ministério da Saude).
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3.2.2. Coleta de Amostras

Para a realizacdo das analises bioguimicas e geneticas foram coletadas 10 ml de
sangue periférico, em um tubo de EDTA, um tubo de soro e um tubo de fluoreto de
sodio. O material que foi coletado nos tubos de EDTA foi transferido para tubos de
criopreservacao e estocados a temperatura de -22°C para que em seguida fosse realizada
a extracdo do DNA. Os tubos de soro e fluoreto foram centrifugados para a coleta do
soro a 5000 rpm por 15 minutos, posteriormente o soro e o plasma foram enviados para

0 Laboratorio de Lipideos da UERJ para a realizagdo das andlises bioquimicas.
3.2.3. Obtencgéo das Medidas Antropométricas

3.2.3.1 indice de Massa Corpéreo (IMC)

Peso (Kg)

O IMC ¢ obtido pela equagéo: IMC = ————~
Altura®(m)

3.2.3.2 Medidas da circunferéncia da cintura e quadril

As circunferéncias foram medidas com o auxilio de uma fita métrica em
centimetros, com o paciente ereto, 0os pés eram posicionados préximos e com o
abdémen relaxado. A circunferéncia da cintura foi medida a partir do ponto médio entre
a crista iliaca e o ultimo arco costal. A circunferéncia do quadril foi medida a partir da
parte mais larga das nadegas.

3.2.4. Analises Bioguimicas

As anélises bioquimicas foram realizadas nas amostras coletadas em tubos de gel
para obter os valores de colesterol total e fracdes, e triglicerideos, e em tubos de fluoreto
para a analise de glicose. Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Lipideos da

UERJ. A tabela 3.1 mostra as principais analises bioquimicas realizadas.
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Tabela 3.1. Identificacdo e quantificacdo das principais varidveis bioquimicas,

utilizadas.
Variaveis
Metodologia utilizada para identificacéo e quantificacéo.

bioquimicas

Glicose A andlise da concentracdo de glicose no plasma foi feita pelo método

(mgfd) glicose oxidase/peroxidase. Este método forma um complexo colorido,
na presenca de glicose. Como cada cor possui um comprimento de onda
especifico, que pode ser quantificado, a quantificacéo € feito por
espectrofotdmetro.

Colesterol A medicdo de colesterol livre presente no soro dos pacientes foi obtida

Total (mg/dl)

atraves do méetodo Oxidase/Peroxidase, que corresponde a um método

colorimétrico.

HDL (mg/dl)

A quantificaco da lipoproteina de alta densidade (sigla do inglés HDL)
foi realizada por detergente direto; neste método um detergente presente
na reacao solubiliza o colesterol HDL das amostras, permitindo sua

quantificacdo pelo equipamento espectrofotometro.

LDL (mg/dl)

Para a determinacdo dos niveis LDL presentes no soro dos pacientes foi
utilizado a formula de Friedewald conforme a equacao:

Colesterol LDL (mg/dL) = Colesterol Total — Colesterol HDL —
(Triglicerideos/5)

VLDL (mg/dl)

A quantificagdo do colesterol VLDL foi obtida pela equacdo de
mostrada abaixo:
Colesterol VLDL (mg/dL) = (Triglicerideos)/5

Triglicerideos

Os niveis de triglicerideos foram analisados a partir do soro atravées do

mg/dl . : . -

(mgfd) método oxidase/peroxidase, e posteriormente os niveis foram
quantificados no equipamento de espectrofotometria.

Hemoglobina A concentragdo de hemoglobina glicada foi adquirida através da técnica

Glicada (%)

de inibig&o turbidimétrica (TINIA) do sangue total hemolisado.
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3.2.4.1. Proteina C Reativa e inflamacao

A concentracdo de Proteina C Reativa foi obtida através do método de
turbimetria/latex de alta sensibilidade. Neste método a proteina provoca uma
aglutinacdo de latex incorporada com um anticorpo anti-proteina C-reativa, devido a
esta aglutinacdo das particulas de latex que é diretamente proporcional a concentracédo

da PCR, esta pode ser quantificada posteriormente.

Com base nas concentracdes de Proteina C - Reativa, foram definidas as faixas
de inflamacdo que sdo comumente utilizados na clinica (Pepys & Hirschfield, 2003)

como mostra na tabela 3.2 abaixo:

Tabela 3.2 Niveis de inflamagao baseados na concentragdo de PCR.

Concentragéo de PCR Tipo de Inflamacéo.
<0,3mg/dL Sem inflamagéo

0,3 -1,0 mg/dL Moderada

1,0 - 4,0 mg/dL Grave

Acima de 4,0 mg/dL Extrema

Fonte: U.S.National Library Medicine: Medicine Plus. CLYNE & OLSAKER (1999);
PEPYS & HIRSCHFIELD (2003).

3.2.5. Selegéo de Comorbidades em obesos

3.2.5.1. Sindrome Metabdlica

Segundo o National Cholesterol Education Program, para o diagndstico de
Sindrome Metabodlica sdo necessarios trés dos cincos critérios, considerados de risco
sendo eles: circunferéncia abdominal, niveis de HDL, Glicose e 0 aumento do nivel de
triglicerideos. Na tabela 3.3 estdo representados os valores para cada um destes

critérios.
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Tabela 3.3: Valores correspondentes para os critérios de diagndstico de Sindrome
Metabolica

Critérios para diagnostico. Valores
Glicose > 100 mg/dL
HDL — Colesterol Homens: < 40mg/dL

Mulheres < 50mg/dL

Triglicerideos > 150 mg/dL

Circunferéncia Abdominal Cintura > 102cm para
homens e > 88 cm para
mulheres

Hipertensao >130 x 85 mmHg

3.2.5.2. Hipertensdo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, para o diagndstico de hipertensdo
sdo considerados hipertensos todos 0s pacientes que apresentarem niveis de pressdo

arterial acima ou igual a 140 x 90 mmHg, ou utilizado medicamento hipertensivo.

3.2.5.3. Diabetes mellitus tipo 2

Os critérios utilizados para o diagnéstico de DT2 foram os parametros sugeridos
pelo Ministério de Salde, sendo eles os valores de glicemia (niveis de glicose
sanguinea) e hemoglobina glicada. Com base nesses dados sdo considerados diabéticos
0s pacientes com glicemia > 126mg/dL e hemoglobina glicada > 6,5%. Além disso, 0

uso de medicacdo que controla glicemia também qualifica como diabético.
3.2.6. Estudo genético dos polimorfismos envolvidos

3.2.6.1 Extracdo de DNA

As amostras de DNA de ambos os grupos, obesos e eutroficos, foram extraidas

utilizando o kit de extragdo da Invitrogen PureLink® Genomic DNA; a extragédo
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orreu a partir de células do sangue periférico seguindo todas as especificacbes do

fabricante, como mostrado no protocolo abaixo:

1.

2.

10

11.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Pipetar 20pl de Protease ou Proteinase K em um microtubo de 1,5ml

Adicionar 200 pl de sangue ao microtubo

. Adicionar 20 ul de RNAse, vortexar brevemente
. Incubar por 2 min

. Adicionar 200 pl de lysis buffer ao microtubo

. Vortexar por 5 segundos

. Incubar 55°C por 10 min

. Adicionar 200 pl de etanol

. Aplicar a mistura em uma coluna sem tocar no filtro

. Centrifugar a 8000 rpm por 2min

Transferir a coluna para um tubo novo e descartar o tubo contendo o filtrado

. Adicionar 500 pul de tampao Wash buffer 1 (preparado com etanol)

Centrifugar a 8000 rpm por 2min

Transferir a coluna para um novo tubo e descartar o filtrado

Adicionar 500 pl de tampao AW2 ( Preparado com etanol)

Centrifugar a 15.000 rpm, por 5min

Descartar o filtrado e adicionar 200 pl de elution buffer

Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos, e centrifugar a 15000 rpm por 5 min

Descartar a coluna e estocar o microtubo em freezer.
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Para observar a integridade do DNA, este foi visualizado em um gel de agarose a
1%, corado com brometo de etideo. As amostras posteriormente foram estocadas num
freezer -20°C no Laboratdrio de Genética Humana.

3.2.6.2 Desenho de Oligonucleotideos

Os primers utilizados para a genotipagem dos polimorfismos dos genes LEP e
MCP-1, foram desenhados no Laboratdrio de Genética Humana. As sequéncias destes
genes usadas para desenhar os oligonucleotideos (primers) foram adquiridas no banco
de dados do NCBI (The National Center for Biotechnology Information). Estes primers
foram desenhados usando o programa Primer3Plus e as informacbes sobre eles
encontram-se na Tabela 3.4 abaixo:

Tabela 3.4. Informacdes sobre os primers utilizados nos experimentos.

Genes Polimorfismo Sequéncia dos Primers Pares de Base Ciclos de Amplificacéao
LEP rs7799039 Lep2435—F 250pb 95°C — 10 min
AGCCAAGGCAAAATTGAGG 94°C — 1 min
Lep 2453 —-R 59°C—1min L >°
TCCAGCCGATCTCTCTGTTC 290 _ 1 min :'CIO
72°C — 10 min
rs2167270 Lep39-F 178pb 95°C — 10 min
GTGATCGGGCCGCTATAAG 94°C — 1 min
Lep39—R 58°C — 1 min 30
GCATCCCTCCTGACTCAGTT 290 _ 1 min Ciclos
72°C — 10 min
MCP-1 rs3917887 MCP-1-F 249pb 95°C — 10 min
CCAGGCATAGCCTATTCAGA 94°C — 1 min
MCP-1-R 59°C — 1 min i9|
ICIOS
AATCCCAGTGCTTCTGCCTA 72°C — 1 min

72°C — 10 min
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3.2.6.3 Métodos de Rastreio de Polimorfismos

3.2.6.3.1 PCR convencional e PCR — RFLP

As amplificacdes das regides do gene LEP contendo os polimorfismos
rs7799039 e rs2167270 foram realizadas seguindo os protocolos mostrados na tabela
3.5, em seguida os produtos gerados pela reacdo de PCR foram submetidos a um gel de

agarose a 1,5% para a visualizacao dos fragmentos.

Tabela 3.5 Protocolos utilizados para a amplificacdo dos polimorfismos do gene LEP.

Gene LEP (rs7799039)

Reagentes

Volume/Concentracgdes

Primer Lep 2453 — F
Primer Lep 2453 - R

1ul/10pmoles
1 pl/10pmoles

dNTP’s 5 ul/ 2mM
MgCl: 2 ul/ 2mM
Tampdo Biotools S5ul/1x
Taq Polimerase Biotools 1ul/1U
H20 Milli-Q 35ul

Gene LEP (rs2167270)

Reagentes

Volume/Concentracdes

Primer Lep 19 - F
Primer Lep 19 -R

1ul/15pmoles
1 ul/15pmoles

dNTP’s 5 ul/ 2mM
MgCl2 2 pl/ 2mM
Tampdo Biotools S5ul/1x
Taq Polimerase Biotools 1ul/1U0
H20 Milli-Q 35 ul

Posteriormente, o material amplificado foi submetido a uma digestdo enzimatica
para a identificacdo dos genotipos de cada polimorfismo. Com relagdo ao polimorfismo
(rs7799039), foi utilizado a enzima Hhal, uma vez que o alelo selvagem G é
identificado pela presenca de um sitio de restricdo para esta enzima que corta o

fragmento amplificado; ja o alelo mutado A é identificado pela perda do sitio de
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restricdo ndo cortando o produto amplificado. Com relacdo ao polimorfismo
(rs2167270), foi utilizado a enzima HpyCHA4III, que na presenca do alelo mutado A
corta o fragmento gerado pela reacdo de PCR, pois cria um sitio de restricdo que nédo
esta presente no alelo selvagem G. Os protocolos para a digestdo enzimatica de cada um
desses polimorfismos estéo representados na tabela 3.6. Ambos os polimorfismos foram

digeridos no tempo de 4 horas a 37°C, e a reagéo foi interrompida a 80°C.

Tabela 3.6. Protocolo de digestdo enzimatica para os polimorfismos do gene LEP.

Gene LEP (rs7799039)

Reagentes Volume/Concentragdes
NEB 4 1,5ul/10x

BSA 0,25ul/2,5 pg

Hhal 0,3 ul/3U

Milli-Q 7,95 ul

Produto de PCR 10 wl

Gene LEP (rs2167270)

Reagentes Volume/Concentracoes
NEB 4 2,5 ul/10x

HpyCH4l11 0,4 pl /4U

Milli-Q 11,7 ul

Produto de PCR 15 ul

Para a identificacdo da presenca da delecéo de 14pb no gene MCP-1 (rs3917887
del1l4), as amostras foram submetidas a reacdo de PCR Os detalhes do protocolo
utilizado para a amplificacdo do fragmento estdo representados na tabela 3.7. Os
fragmentos foram aplicados em um gel de poliacrilamida a 10% para a identificacdo dos

fragmentos nédo deletados e aqueles que possuem a delecéo.
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Tabela 3.7 Protocolo de amplificacdo da regido onde ocorre a dele¢do no gene MCP-1.

MCP-1 rs3917887 del14

Reagentes VVolume/Concentragoes
Primer MCP-1 del14 — F 1ul/15pmoles

) 1 ul/15pmoles
Primer MCP-1 del14 - R

dNTP’s S5 ul/ 2mM
MgCl: 3,5 ul/ 3,5mM
Tampdo Biotools S5ul/1x

Taq Polimerase Biotools Lul/1U

H,0 Milli-Q 35l

3.2.6.3.2 PCR em tempo real

Os polimorfismos dos genes TNF, IL-6 e IL-10, foram genotipados pela técnica
de gPCR em tempo real Para a identificacdo de cada variante as amostras foram
submetidas a reacdo utilizando sondas de hidrélise TagMan Assays pré-desenhadas e
validadas pela empresa Thermo Fisher Scientific. Na tabela 3.8 estdo as especificacdes

de cada sonda utilizada.

A reacdo para a identificacdo dos polimorfismos foi feita utilizando 5 ul de
Master Mix , 0,25ul de sonda especifica para cada variante, 10 — 20 ng de DNA e &gua
Milli-Q ultra pura, sempre atingindo um volume final de 10 pl. Em todas as reagdes
foram incluidos um controle negativo que contém todos os reagentes exceto DNA, para
garantir que ndo houvesse nenhuma contaminacdo. Além disso, também foram
incluidos controles positivos para cada gendtipo de cada sonda. Os equipamentos
utilizados para os experimentos realizados foram 7500 Real Time PCR System ou Step
One plus (Thermo Fisher Scientific ).



Tabela 3.8 Dados sobre as sondas usadas no estudo
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Gene SNP’s Sequéncia do desenho da sonda Ciclagem de
S (VIC/FAM)/Assay ID amplificacao
TNF  rs1800629 GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]  60°C —1 min
GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC/ 94°C — 1 min
C_7514879 10 95°C — 15 seq } 20
60°C — 1 min Ciclos
60°C — 1 min
IL-6  rs1800797 TGAAGTAACTGCACGAAATTTGAGGI[A/G] 60°C — 1 min
TGGCCAGGCAGTTCTACAACAGCCG/ 94°C — 1 min
C_1839695 20 95°C — 15 seq } 20
60°C — 1 min Ciclos
60°C — 1 min
rs1800795 ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCI[C/G]  60°C — 1 min
ATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA/ 94°C — 1 min
C_1839697_20 95°C — 15 seq } 20
60°C — 1 min Ciclos
60°C — 1 min
IL-10 rs1800872 CTTTCCAGAGACTGGCTTCCTACAG[T/G] 60°C —1min
ACAGGCGGGGTCACAGGATGTGTTC/ 94°C — 1 min
C_1747363_10 95°C — 15 seq 20
60°C — 1 min } Ciclos

60°C — 1 min
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3.2.7 Analises Estatisticas

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para determinar a normalidade dos
pardmetros antropomeétricos, bioquimicos e presséricos nas nossas amostras. As
variaveis que tinham distribuicdo Normal s&o apresentadas na forma de média e desvio
padrdo e as variaveis de distribuicdo Ndo-Normal sdo mostradas na forma de mediana e
percentis de 25 e 75%. Em seguida, testamos as diferencas de distribuicdo de cada
variavel entre os grupos obesos e eutroficos através do teste Mann-Whitney para
distribuicbes Ndo-Normais e teste t-student para varidveis de distribuicdo Normal.

O teste do Qui-quadrado foi utilizado para testar a homogeneidade entre os
grupos e o equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada grupo, Este mesmo teste
também foi utilizado para averiguar a associacdo entre 0s genoétipos e alelos com a

variavel obesidade, DM2, hipertensdo e SM.

Para avaliar uma possivel relacdo entre o risco inflamatério e os polimorfismos
estudados, primeiramente calculamos os OR (Odd Ratio), de cada polimorfismo; os
alelos que apresentassem um valor de OR > 1,00 eram considerados como alelos de
risco; posteriormente os genoétipos portadores desse alelo (Homo ou heterozigoto) foram
codificados com o valor 1, e agueles com auséncia desse alelo codificados com valor
zero; em seguida para cada amostra criamos uma varidvel, composta pela soma dos
valores individuais dos sete polimorfismos estudados. Finalmente, correlacionamos esta
variavel com as concentracGes de Proteina C-Reativa de cada paciente, para verificar se

os polimorfismos estdo envolvidos com o risco de inflamacgéo nos obesos.

A avaliagdo da influéncia de cada polimorfismo sobre as variaveis
antropomeétricas, bioquimicas e pressoéricas foi feita basicamente através de testes ndo
paramétricos, primeiramente fazendo uma comparacdo destas entre os eutr6ficos e
obesos (teste de Mann-Whitney), e posteriormente comparando essas variaveis entre os

gendtipos de cada polimorfismo (teste de Kruskal-Wallis).

Todas as analises foram feitas com o uso de planilhas Excel e o software SPSS

v.22. As inferéncias foram feitas ao nivel de 5%.
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4. Resultados
4.1. Perfil das amostras

Em nosso estudo foram analisados 196 obesos, divididos em 157 (80,1%)
mulheres e 39 homens (19,9%). E também analisamos 181 eutréficos compreendidos
entre 95 mulheres (52,5%) e 86 homens (47,5%). As informacdes referente a ambas as
amostras estdo representadas na tabela 4.1 e a prevaléncia de diabetes tipo 2, SM e
hipertensdo estdo representadas na tabela 4.2. A partir dos resultados da tabela 4.1
observamos que 0s obesos apresentam valores maiores para variaveis antropométricas
como IMC, circunferéncia abdominal e circunferéncia do quadril; em relagdo as
variaveis bioquimicas e pressoricas como colesterol total, LDL, VLDL, Proteina C
reativa (PCR) pressdo arterial sistolica e diastdlica, os obesos também apresentam

valores significativamente maiores.

Como era de se esperar, observa-se que 0s obesos apresentam niveis de
hipertensao maiores do que nos eutroficos (¥>=102,508 p<0,001), da mesma forma que
as frequéncias da diabetes tipo 2 (¥>=29,053 p<0,001) e da SM (¥*>=87,230 p<0,001)

também sdo maiores entre 0s obesos.



Tabela 4.1 Variaveis Bioguimicas, antropomeétricas e pressoricas.

Total Eutroficos Obesos
Variavel p
N Valores N Valores N Valores
IMC (Kg/m?) 376 31 (23; 45) 180 23 (21; 23) 196 45 (39; 51) <0,01
C. Abdominal (cm) 376 103 (84; 131) 181 84 (76; 91) 195 131 (118; 144) <0,01
C. do Quadril (cm) 376 110 (96; 140) 181 96 (85; 100) 195 138 (126; 150) <0,01
Glicose (mg/dl) 298 92 (86; 103) 167 89 (84; 96) 131 101 (91; 110) <0,01
Colesterol Total 329 186 (160; 216) 167 177(156; 199) 162 196 (174; 224) <0,01
HDL (mg/dl) 330 52 (44; 63) 167 59 (47; 68) 163 48 (42; 55) <0,01
LDL (mg/dl) 324 110 (90; 132) 166 102 (85; 124) 158 122 (98; 140) <0,01
VLDL (mg/dl) 324 19 (14; 28) 166 15 (12; 20) 158 25 (18; 34) <0,01
Triglicerideos (mg/dl) 329 98 (70; 140) 167 75 (60; 102) 162 128 (94; 180) <0,01
Hemoglobina Glicada (%) 187 5,2 (4,7;5,8) 60 4,8 (4,5;) 127 5,5 (4,9; 5,9) <0,01
PCR (mg/dl) 215 0,65 (0,26; 1,31) 62 0,19 (0,05; 0,31) 153 0,98 (0,54; 1,58) <0,01
PAS (mmHg) 310 121 (110; 136) 168 118 (109; 126) 142 132 (117; 149) <0,01
PAD (mmHg) 310 80 (70; 90) 168 76 (67; 82) 142 85 (76; 97) <0,01
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Legendas: PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diast6lica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corporea.
O p-valor representa as diferencas entre os valores das medianas para variaveis sem distribuicdo normal nos eutr6ficos e nos obesos.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil); pois nossas amostras ndo apresentam distribuigdo normal.
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Tabela 4.2 Perfil clinico em nossas amostras.

Total Eutroficos Obesos

N Sim Né&o N Sim Né&o N Sim Né&o P
Diabetes Tipop2 370  52(1405%)  232(627%) 181  0(0%) 89 (49,4%) 196 52 (27,36%) (751;2% ,  <0,001
Hipertensao 370 146 (39,46%) (37%22% ) 181 6 (3,3%)  83(46,11) 196 140 (73,6 %) 56 (29,5%)  <0,001
Sindrome 370 121 (32,7%) 126 181 6 (3,3%) 77 (42,7%) 196 115 (60,5%) 49 (25,8%) <0,001

Metabolica (34,05%)

Nota: As caracteristicas sdo apresentadas na forma de porcentagem. O p-valor € o teste de homogeneidade entre obesos e eutroficos.
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4.2. Gene TNF-a Polimorfismo c. -308G>A (rs1800629)

O polimorfismo no gene que codifica a citocina inflamatéria TNF-a, foi testado
em 196 obesos e 181 controles. Na figura 4.1 estdo representados os padrdes de
amplificagdo utilizando a sonda Tagman especifica para o polimorfismo estudado. Em
seguida, a andlise de equilibrio do Hardy-Weinberg revelou que todas as amostras estao
em equilibrio como observados nos valores de qui-quadrado e p-valor, calculados para

os obesos (y*= 1,138, p=0,24) ¢ para os eutroficos ¥*>=0,38, p=0,53.

Com relacdo a distribuicdo das frequéncias genotipicas entre os grupos (figura
4.2), em nossas amostras ndo foram observadas diferencas significativas (y*= 1,73,
p=0,18) e também ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo as
frequéncias alélicas (y>= 0,5365, p=0,46). A andlise de risco ndo revelou resultados
significativos para o alelo mutado A, (OR=1,167; 1IC95%: 0,771 — 1,765) (Figura 4.3).
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Fig.4.1 Gréfico de amplificagdo multicomponente. A curva azul representa o
fluoréforo FAM que se anela ao alelo selvagem G; a curva verde representa o
fluoréforo VIC que se anela ao alelo A.O Grafico A mostra a amplificacdo
somente das amostras que contém o Alelo G, pois s6 observamos um aumento da
fluorescéncia de FAM, enquanto que no Grafico B observamos um aumento
somente de VIC mostrando que estas s6 possuem o alelo A, No grafico C
observamos que ambos os fluor6foros aumentaram sua fluorescéncia indicando
gue as amostras possuem os dois alelos, G e A.
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Fig.4.2 Distribuicdo das Frequéncias Genotipicas entre os grupos para o polimorfismo

rs1800629 do gene TNF.
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0,15 0’12
Obesos Eutréficos

Fig.4.3 Gréfico de Frequéncias Alélicas entre os grupos para o polimorfismo

rs1800629 do gene TNF.

Com relagdo as variaveis bioquimicas, antropométricas e pressoricas, buscamos

observar uma possivel associacdo com o polimorfismo estudado. Nas tabelas 4.3 e 4.4

estdo descritas as associacOes de cada variavel por genotipo entre os grupos. Foram

observadas associagdes significativas entre as variaveis, colesterol total e circunferéncia

abdominal entre os obesos totais.



Tabela 4.3 Variaveis bioquimicas, antropométricas e presséricas para eutroficos, em relacdo ao

polimorfismo rs1800629 do gene TNF.

Variaveis

N GG GA AA p
IMC (Kg/m2) 180 22 (20; 24) 23 (21; 24) 24 (23) 0,36
Circunferéncia Abdominal (cm) 181 83,0 (76; 91) 86 (81; 92) 91 (84) 0,13
Circunferéncia do Quadril (cm) 181 96,0 (87; 100) 94,5 (83; 101) 91 (82) 0,38
Glicose (mg/dl) 167 89 (83; 96) 89 (85; 96) 95(87) 0,66
Colesterol Total 167 177(156; 200) 178 (155; 197) 150 (139) 0.36
HDL (mg/dI) 166 59,00 (48; 69) 55 (45; 64) 55,5 (52,) 0,6
LDL (mg/dl) 166 100,0 (84; 123) 108 (89; 129) 96,0 (64) 0,6
VLDL (mg/dI) 166 16,0 (12; 21) 13 (10; 18) 15,5 (15) 0,13
Triglicerideos (mg/dI) 167 78,0 (62; 107) 68 (47; 94) 81,5 (80) 0,13
Hemoglobina Glicada (%) 60 4,8 (4,5;5,4) 5,0 (4,5;5,2) 4,7 (4,7) 0,24
PCR (mg/d) 62 0,18 (0,05; 0,3) 0,21 (0,1; 0,6) 0,05(0,05; 0,05) 0,6
PAS (mmHg) 168 116 (109,; 124) 121 (110; 132) 122 (118) 0,36
PAD (mmHg) 168 75 (67; 81) 77 (69; 85) 71 (66) 0,78
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PAS -Pressao arterial sistolica, PAD — Pressdo arterial diastolica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpdrea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas com os percentiles de 25 e 75 %.



Tabela 4.4 Variaveis bioquimicas, antropométricas e pressoricas para 0s obesos, em relacdo ao polimorfismo rs1800629 do gene

TNF.

Variaveis N GG GA AA P
IMC (Kg/m?) 195 45 (38; 51) 44, (39; 52) 38 (34; 43) 0,223
Circunferéncia Abdominal (cm) 194 131 (118; 142) 132 (124; 150) 109 (101; 121) 0,03
Circunferéncia do Quadril cm) 194 139 (125; 150) 136 (126; 151) 126 (121; 132) 0,22
Glicose (mg/dl) 130 100 (90; 109) 100 (93; 113) 98 (89; 193) 0,71
Colesterol Total 161 198 (177; 224) 180 (157; 218) 219(196; 272) 0,04
HDL (mg/dI) 162 48 (42; 54). 48 (40; 54) 60 (50; 67) 0,08
LDL (mg/dl) 157 122 (98; 141) 110 (88; 131) 133 (121; 186) 0,08
VLDL (mg/dl) 157 26 (19; 34) 25 (16; 37) 19 (18; 35) 0,62
Triglicerideos (mg/dI) 161 132 (96; 177) 126 (79; 201). 96,5 (94; 176) 0,64
Hemoglobina Glicada (%) 126 5,5 (4,85; 5,85) 53 (4,9;6,.2) 54 (5,1;5,75) 0.23
PCR (mgy/dl) 152 1,0 (0,56; 1,73) 0,72 (0,36; 1,31) 0,9 (0,52; 1,60) 0,2
PAS (mmHg) 142 131 (115; 149) 140 (116; 159) 138 (130; 148) 0,55
PAD (mmHig) 142 84(73; 96) 89,5 (77; 100) 92 (75; 105) 040

PAS -Pressao arterial sistolica, PAD — Pressdo arterial diastolica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpdrea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas com o0s percentiles de 25 e 75 %.
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O polimorfismo rs1800629 também foi avaliado sobre uma possivel associacdo
com comorbidades relacionadas & obesidade, como diabetes, sindrome metabdlica e
hipertensdo; ndo foram encontrados resultados significativos para obesos totais
(diabetes y*>= 0,70 p=0,7; SM y>= 1,88 p=0,39 Hipertensdo x>=0,06 p=0,96); obesos de
grau 2 e 3 (diabetes y*= 1,38, p=0,5; SM »*>= 1,26, p=0,53; Hipertensao x*=0,49,
p=0,78) e em obesos mdrbidos somente (diabetes y*= 2,96 p=0,22; SM y>= 0,79 p=0,67
Hipertensao ¥>=0,5 p=0,77).
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4.3. —Polimorfismos no Gene IL-6

No gene que codifica a citocina interleucina 6 foram testados dois
polimorfismos. A figura 4.4 mostra o padrdo de amplificacdo do primeiro polimorfismo
analisado, o rs1800797, utilizando PCR em tempo real com sondas Tagman. A seguir
testamos se sua distribuicdo seguia os padrdes de equilibrio de Hardy-Weinberg néo
encontrando desvios significativos, tanto na amostra de obesos (y2 = 0,44, p=0,50)

como entre os eutroficos (2= 2,01, p=0,15).

Teste de homogeneidade entre esses dois grupos (figura 4.5), ndo mostraram
diferencas estatisticamente significantes (y*>= 3,5758, p=0,05). Da mesma forma ndo se
observam diferengas nas frequéncias alélicas (y>= 3,1137, p=0,07) como pode ser visto
na Figura 4.6. Portanto, a estimativa de risco do alelo selvagem (G) ndo foi significativa
(OR=1,345; 1C-95%: 0,967 — 1,871).
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Fig.4.4 Graficos Multicomponentes para o polimorfismo rs1800797 da IL-6. Em A foi
observado o aumento da fluorescéncia do Fluor6foro FAM que se anela ao alelo selvagem G
Em B vemos um aumento da fluorescéncia somente do VIC que se anela ao alelo mutado A e

em C observamos o0 aumento da fluorescéncia dos dois fluor6foros indicando um heterozigoto.
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Fig. 4.5 Frequéncias genotipicas relativas ao rs1800797.
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Fig.4.6 Frequéncias Alélicas do polimorfismo rs1800797
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A possivel influéncia do polimorfismo rs1800797 sobre as variaveis

bioguimicas, antropomeétricas e pressoricas foram testadas e os resultados para ambos 0s

grupos encontram-se nas tabelas 4.5 e 4.6. Observamos que esta variante influencia nos

valores de LDL nos obesos, e nos eutr6ficos encontramos uma associacao significativa

com os valores de PAS.



Tabela 4.5 Associagdo do polimorfismo rs1800797 do gene IL6 com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em

eutroficos.

Variaveis N GG GA AA p

IMC (Kg/m?) 180 23 (21; 24) 23 (21; 24) 22 (19; 23) 0,23
Circunferéncia Abdominal (cm) 181 85 (78; 91) 83 (75; 91) 81 (74; 87) 0,24
Circunferéncia do Quadril (cm) 181 96 (84; 101) 94,7 (84; 99) 98 (90; 103) 0,52
Glicose (mg/dI) 167 89 (82; 95) 89 (85; 97) 92 (86; 96) 0,41
Colesterol Total 167 180 (156; 201) 172 (152; 192) 225(177; 272) 0,07
HDL (mg/dl) 167 59 (49; 68) 57 (45; 68) 64 (57; 68) 0,5

LDL (mg/dI) 166 102 (88; 124) 101 (81; 123) 104 (82; 147) 0,6

VLDL (mg/dI) 166 15 (12; 20) 16 (12; 20) 17 (10; 22) 0,71
Triglicerideos (mg/dI) 167 74 (60; 101) 79 (59; 102) 86 (66; 109) 0,56
Hemoglobina Glicada (%) 60 4,95 (4,6; 5,4) 4,7 (4,45; 5,45) 4,8 (4,5) 0,72
PCR (mg/dl) 62 0,165 (0,05; 0,3) 0,21 (0,05; 0,31) 0,18(0,03; 0,18) 0,94
PAS (mmHg) 168 120 (110; 126) 117 (109; 126) 105 (99; 110) 0,001
PAD (mmHg) 168 77 (68; 82) 75 (67; 84) 70 (64; 75) 0,19

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastdlica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpdrea.

O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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Tabela 4.6 Associagdo do polimorfismo rs1800797 do gene IL6 com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em obesos.

Variaveis N GG GA AA p

IMC (Kg/m2) 196 44 (38; 51) 45 (39; 52) 41 (36; 48) 0,32
Circunferéncia Abdominal (cm) 195 130 (117; 144) 137 (121; 145) 124 (111; 130) 0,09
Circunferéncia do Quadril (cm) 195  138,0 (125; 150) 141 (128; 152) 124 (107; 148) 0,10
Glicose (mg/dl) 131 100 (92; 109) 101 (91; 113) 89 (88) 0,38
Colesterol Total 162 198 (180; 228) 194 (164; 216) 180 (141, 228) 0,19
HDL (mg/dI) 163 48 (42; 54) 48 (41; 56) 46 (41; 54) 0,84
LDL (mg/dI) 158 123 (103; 143) 121,0 (92; 138) 81 (72; 112) 0,04
VLDL (mg/dI) 158 27 (19; 37) 23 (17; 32) 18 (16; 26) 0,13
Triglicerideos (mg/dl) 162 136 (104; 192) 113 (86; 160) 124 (86; 342) 0,16
Hemoglobina Glicada (%) 127 5,5 (4,9; 6,0) 5,45 (4,9; 5,8) 4,4 (4,3) 0,06
PCR (mg/dl) 153 1,0 (0,56; 1,52) 0,975 (0,48; 1,75) 0,42 (0,07; 1,50) 0,38
PAS (mmHg) 142 136 (120; 150) 130 (115; 148) 115 (101; 132) 0,16
PAD (mmHg) 142 88 (76; 99) 83 (73; 93) 80 (70; 96) 0,52
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PAS -Pressao arterial sistolica, PAD — Pressdo arterial diastolica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpdrea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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Em relacdo a uma possivel associagdo do polimorfismo rs1800797 com
comorbidades relacionadas a obesidade, ndo encontramos resultados significativos,
sugerindo que este polimorfismo ndo estd associado com o aparecimento e
desenvolvimento da diabetes, SM ou hipertensdo. Da mesma forma analisamos
primeiramente obesos totais (diabetes y*>= 3,34 p=0,18; SM y>= 4,81 p=0,09
Hipertensao ¥>=0,76 p=0,68), depois obesos de grau 2 e 3 (diabetes y>= 3.18 p=0,20;
SM 2=5.95 p=0,05; Hipertensao x>=1,66, p=0,43) e por fim obesos morbidos somente
(diabetes y>=4,73, p=0,09; SM ¥>=5,168, p=0,07; Hipertensao ¥*>=1,29, p=0,52).
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Em relacdo ao polimorfismo rs1800795 no gene que codifica a citocina
Interleucina 6, investigamos sua possivel associagdo com a obesidade. A figura 4.7
mostra o padréo de amplificagdo para este polimorfismo utilizando sondas Tagman. Em
primeiro lugar, a analise de equilibrio de Hardy-Weinberg mostrou que ambas as
amostras, obesos (y>= 0,75, p=0,38) e eutrédficos (y*>= 2,28, p=0,13) estdo em equilibrio.
A figura 4.8 mostra as frequéncias genotipicas encontradas durante o estudo, ndo sendo
observadas diferencas significativas entre os grupos estudados (y*>= 1,9341, p=0,16),
assim como, ndo foram observadas diferencas em relacdo as frequéncias alélicas (y>=
1,6109, p=0,20). Em relacdo a analise de risco, observamos em nosso estudo que a
presenca do alelo selvagem G é um fator de risco entre os obesos, porém sem valor
estatistico de risco para a obesidade (OR=1,234 IC - 95% 0,892 — 1,708) (Figura 4.9).
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Fig.4.7 Graficos de amplificagdo para o polimorfismo rs1800795; em A somente o
fluoréfor de FAM aumenta, se anelando ao alelo selvagem G, em B somente o
fluoréforo VIC aumentou, se anelando ao alelo C que € o alelo mutado, e em C
observamos um aumento de fluorescéncia de ambos os fluoréforos.
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Fig.4.8 Frequéncias Genotipicas para a variante rs1800795.
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Fig.4.9. Frequéncias alélicas para o polimorfismo rs1800795.

Em nosso estudo, buscamos uma possivel influéncia do polimorfismo em
relacdo as variaveis bioguimicas, antropométricas e pressoricas. Nossas analises
revelaram que o polimorfismo estava associado aos valores de LDL e Hemoglobina
glicada em relacdo aos obesos, como mostrado na tabela 4.8. Nos eutréficos nao
observamos valores significativos (tabela 4.7).



Tabela 4.7 Associagdo do polimorfismo rs1800795 do gene IL6 com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em eutroficos.

Variaveis N GG GC CcC p

IMC (Kg/m2) 180 23 (21; 24) 23 (21; 24) 22, (19; 22) 0,22
Circunferéncia Abdominal (cm) 181 85 (78; 91) 84 (75; 91) 81 (74; 87) 0,27
Circunferéncia do Quadril (cm) 181 96 (84; 101) 95,0 (86,25; 99,75) 98 (91; 104) 0,51
Glicose (mg/dl) 167 89 (82; 95) 90 (85; 97) 92,0 (86,0; 96,0) 0,18
Colesterol Total 167 181 (156; 204) 172 (152; 192) 225 (177, 272) 0,06
HDL (mg/dI) 167 59 (49; 69) 57 (45; 68) 64 (57; 68) 0,55
LDL (mg/dI) 166 102 (88; 126) 101 (81; 121) 104 (82; 147) 0,6
VLDL (mg/dI) 166 14 (12; 20) 16 (12; 20) 17 (10; 22) 0,61
Triglicerideos (mg/dl) 167 74 (61; 102) 79 (58; 101) 86 (66; 109) 0,60
Hemoglobina Glicada (%) 60 4,95 (4,6; 5,425) 4,7(4,4,5,4) 4,8 (4,5 0,72
PCR (mg/d) 62 0,17 (0,06; 0,31) 0,2 (0,04; 0,3075) 0,18 (0,03) 0,99
PAS (mmHg) 168 120 (110; 126) 117 (109; 126) 105 (99; 110) 0,02
PAD (mmHg) 168 76 (67; 81) 76 (67; 84) 70 (64; 75) 0,17

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastélica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corporea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).



Tabela 4.8 Associacgdo do polimorfismo rs1800795 do gene IL6 com as variaveis antropomeétricas, bioquimicas e pressoricas em obesos.

Variaveis N GG GC cC D

IMC (Kg/m2) 196 44 (38; 51) 45 (39; 51) 39 (36; 47) 0,37
Circunferéncia Abdominal (cm) 195 130 (117; 144) 136 (121; 144) 126(111; 129) 0,14
Circunferéncia do Quadril (cm) 195 138 (125; 150) 140 (128; 152) 127 (112; 139) 0,13
Glicose (mg/dI) 131 102 (91; 111) 100 (92; 112) 89 (88) 0,5
Colesterol Total 162 197 (180; 228) 197 (161, 218) 180 (141, 228) 0,19
HDL (mg/dI) 163 48 (42; 54) 49 (41; 56) 46 (41; 54) 0,85
LDL (mg/dI) 158 123 (102; 143)  122,0 (94,0; 138,5) 81 (72; 112) 0,04
VLDL (mg/dI) 158 26 (19; 37) 23 (17; 32) 18 (16; 26) 0,09
Triglicerideos (mg/dI) 162 134 (96; 192) 117 (89; 162) 124 (86; 342) 0,28
Hemoglobina Glicada (%) 127 5,5 (5,1; 6,0) 5,4 (4,85; 5,8) 4,4 (4,3;4,4) 0,03
PCR (mg/dl) 153 1,0 (0,5; 1,5) 0,975(0,54; 1,83) 0,425 (0,07; 1,5) 0,39
PAS (mmHg) 142 136 (120; 150) 130 (114; 149) 112,5 (102; 131) 0,09
PAD (mmHg) 142 89; (79; 98) 83 (73; 97) 75 (70; 96) 0,44

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastélica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpdrea.

O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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Posteriormente, analisamos o polimorfismo rs1800795 e sua possivel associacao
com diabetes, SM e hipertensdo em obesos. Nossos resultados revelaram que o
polimorfismo estava associado a SM, quando comparamos obesos totais (Tabela 4.9).
Quando analisamos somente obesos morbidos também foram encontradas associagdes
significativas para SM (Tabela 4.11) e, ao analisarmos obesos de grau 2 e morbidos
também foram encontradas associagdes significativas com SM (tabela 4.10), indicando
que este polimorfismo pode estar influenciando na prevaléncia desta comorbidade em
obesos. Analises posteriores revelaram que o alelo selvagem é um fator de risco para

este

Tabela 4.9 Associacdo do rs1800795 da Interleucina 6 com SM, na amostra de obesos

totais.
Gendtipos Sim Ndo prop P
GG 75 19 0,80
GC 36 27 057 0,007
CcC 4 3 0,57
Total 115 49 0,70

Tabela 4.10 Correlacdo do rs1800795 com SM, na amostra de obesos de grau 2 e 3.

Gendtipos Sim Né&o prop P
GG 66 14 0,83

GC 32 25 0,56 0,002
cC 3 3 0,50

Total 101 42 0,71




56

Tabela 4.11 Andlise de associacao do rs1800795 com SM, na amostra de obesos morbidos.

Genotipos Sim Néo prop p
GG o4 11 0,83

GC 25 19 0,57 0,01
CcC 2 1 0,67

Total 81 31 0,72
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4.4 .- Polimorfismo rs1800872 do Gene IL-10

O polimorfismo rs1800872 da interleucina 10 foi testado em ambos os grupos,
eutréficos e obesos. O padrdo de amplificacdo é mostrado na figura 4.10. Neste
polimorfismo o fluoréforo FAM se anela ao alelo selvagem C, entretanto o fluoréforo
VIC também aumenta sua fluorescéncia no homozigoto selvagem, como mostrado na
figura 4.10 A, porém, quando ocorre a presenca de um heterozigoto o fluorescéncia do
VIC ultrapassa a do FAM como mostrado na figura 4.10 B. As analises preliminares
mostraram que as amostras estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg tanto as amostras
dos eutroficos (y>= 0,86 p=0,35) quanto os obesos (y>= 1,165, p=0,28). Com relacdo as
frequéncias genotipicas, ndo observamos diferencas significativas entre 0s grupos
(¥>=5,032, p=0,08) (Figura 4.11) e, nas frequéncias alélicas também nao foram
observadas diferengas entre os grupos (y>= 3,14, p= 0,07). A estimativa de risco néo foi
significativa para este polimorfismo, porém o alelo mutado A estd ligeiramente
aumentado em obesos (OR= 1,372; 1C95%: 1,012-1,812) (Figura 4.12).
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Fig.4.10 Ampliagdo do polimorfismo rs1800872, onde 4.10A representa 0 homozigoto
selvagem CC, o grafico 4.10B representa o heterozigoto CA e o grafico 4.10C o
homozigoto AA.
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Fig.4.11. Frequéncias Genotipicas para o polimorfismo rs1800872.
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Fig. 4.12. Distribuicdo das frequéncias alélicas entre os grupos para o polimorfismo
rs1800872.

Com relacdo a uma possivel associagdo do polimorfismo com alguma das
variaveis bioquimicas, antropométricas e pressoricas, ndo foram observados valores
significativos para nenhuma das variaveis avaliadas no grupo dos eutréficos (tabela
4.12), porém no grupo dos obesos, encontrarmos valores significativos para glicose,
sugerindo que o polimorfismo pode influenciar nesta variavel (tabela 4.13).



Tabela 4.12 Associagdo do polimorfismo rs1800872 do gene IL-10 com as varidveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em eutroficos.

Variaveis N cC CA AA D

IMC (Kg/m2) 177 23, (21; 24) 22 (21; 24) 23 (20: 24) 0,49
Circunferéncia Abdominal (cm) 178 85 (76; 92) 83 (76; 90) 85 (82; 94) 0,65
Circunferéncia do Quadril (cm) 178 95 (84; 100) 97 (88; 101) 95 (82;102) 0,53
Glicose (mg/dI) 167 87 (84; 95) 90 (83; 98) 91 (83; 93) 0,58
Colesterol Total 167 176 (153; 193) 178 (160; 214) 173 (146; 194) 0,79
HDL (mg/dI) 167 58 (46; 67) 60 (47; 73) 54 (49; 62) 0,44
LDL (mg/dI) 166 100 (84; 121) 107 (88; 128) 95 (82; 128) 0,27
VLDL (mg/dl) 166 15 (11; 21) 16 (13; 20) 13 (10; 18) 0,16
Triglicerideos (mg/dI) 167 74 (57;104) 81 (68; 101) 66 (55; 102) 0,35
Hemoglobina Glicada (%) 60 4,8 (4,5;5,4) 5,0 (4,5;5,2) 4,7 (4,3;5,8) 0,9
PCR (mg/d) 62 0,21(0,08;0,34) 0,17 (0,01;0,29) 0,19 (0,07; 0,30) 0,6
PAS (mmHg) 166 117 (109; 124) 120 (110; 127) 114 (102; 125) 0,22
PAD (mmHg) 166 76 (67; 81) 76 (67; 84) 74 (69; 80) 0,9

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastdlica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpérea.

O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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Tabela 4.13 Associacdo do polimorfismo rs1800872 do gene IL-10 com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em obesos.

Variaveis N CcC CA AA p

IMC (Kg/m2) 194 46 (39; 52) 44,06 (39; 50) 42,52 (38,3; 49,9) 0,20
Circunferéncia Abdominal (cm) 193 133 (121; 146); 130 (117; 144) 129 (116; 141) 0,31
Circunferéncia do Quadril (cm) 193 141 (129; 153) 134 (123; 146) 135(121; 147) 0,11
Glicose (mg/dl) 130 102 (91; 113) 103 (93; 112) 92 (89; 98) 0,01
Colesterol Total 160 200 (180;227) 194 (171;222) 192é%é}(§3)7'0; 075
HDL (mg/dI) 161 46 (42; 53) 50 (42; 60) 47,0 (41,0; 51,0) 0,12
LDL (mg/dI) 156 124 (98; 145) 118 (97; 137) 1295&86'0; 0,32
VLDL (mg/dl) 156 27 (22; 35) 24 (18; 35) 26,4 (15,75; 35,0) 0,33
Triglicerideos (mg/dl) 160 139 (110,0; 186) 123 (89; 177) 149,0 (78,0; 192,0) 0,24
Hemoglobina Glicada (%) 126 5,5 (4,9; 6,0) 5,4 (4,9; 5,8) 5,4 (4,6; 6,1) 0,86
PCR (mg/dI) 151 0,97 (0,6: 1,) 0,99 (0,49; 1,41) 1,44 (0,53; 1,94) 0,65
PAS (mmHg) 141 134 (120; 150) 131 (115; 149) 130(110; 147) 0,57
PAD (mmHg) 141 86 (78; 92) 85 (70; 97) 83 (72; 100) 0,84

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastdlica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpdrea.

O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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Em relacdo a associacdo do polimorfismo com diabetes, SM e hipertenséo,
foram encontrados resultados significativos para diabetes, quando analisamos a amostra
de obesos totais, analises posteriores revelaram que o alelo mutado A é um fator de
risco (tabela 4.14); quando analisamos obesos de grau 2 e 3 (diabetes y>= 2,98 p=0,22;
SM y*=2,74 p=0,25; Hipertensdo ¥*>=1,70, p=0,60) e obesos morbidos (diabetes y*>=
1,64, p=0,44; SM y>=3,542 p=0,0,17; Hipertensao x*>=0,23 p=0,89), ndo encontramos

resultados significativos.

Tabela 4.14 Anélise de associacdo do rs1800872 em relacdo ao Diabetes, SM e

Hipertensdo, na amostra total dos obesos.

Genotipos Sim Néo prop p
CcC 58 16 0,78

CA 61 32 0,66 0,03
AA 23 3 0,88

Total 142 51 0,74
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4.5. Polimorfismos do gene LEP.

Os polimorfismos do gene LEP, que codificam a adipocina conhecida como
leptina, foram amplificados utilizando a técnica de PCR-RFLP; primeiramente
estudamos a variante rs7799039. A figura 4.13 mostra a amplificacdo em gel de agarose
e a digestdo enzimatica utilizando a enzima de restricdo Hha | para identificar os
gendtipos do polimorfismo. Em seguida, nossas analises de equilibrio de Hardy
Weinberg mostraram que essas amostras estavam em equilibro para o polirmorfismo
investigado (y2= 0,564; p=0,45) para os obesos e (y2=1,08; p=0,29) para os eutroficos.
A Figura 4.14 mostra as frequéncias genotipicas encontradas em nosso estudo, onde
foram observadas diferencas significativas com relacdo a frequéncias genotipicas (y2=
19,474 p<0,001). O mesmo resultado, também foi encontrado com relacdo as
frequéncias alélicas (y2= 19,19; p<0,001) (Figura 4.15). Com base nesses resultados,
analises posteriores mostraram que o alelo G € um fator de riso para a obesidade (OR =
1,974; 1C95%: 1,453 — 2,681).
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Fig.4.13. A amplificacdo da regido que contém o polimorfismo de interesse estd
representada acima em um gel de agarose a 1,5%. A digestdo enziméatica em gel de
poliacrilamida a 10% esta mostrada abaixo. Nesta foto estdo representados 0s gendtipos
encontrados, onde ND representa o fragmento ndo digerido pela enzima.
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Fig.4.14. Frequéncias genotipicas encontradas em nosso estudo para o

polimorfismo c.-2548G>A do gene LEP.
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Fig. 4.15. Frequéncias alélicas para o polimorfismo rs7799039 do gene LEP.

Com relacdo a associagdo do polimorfismo com varidveis antropométricas,

bioguimicas e pressoricas, ndo foram encontrados resultados significativos no grupo dos

eutrdficos (tabela 4.15), nem no grupo dos obesos (tabela 4.16).



Tabela 4.15 Associacdo do polimorfismo rs7799039 do gene LEP com as varidveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em eutréficos.

Variaveis N GG GA AA p

IMC (Kg/m?) 180 23 (21; 24) 23 (21; 24) 22 (20; 23) 0,49
Circunferéncia Abdominal (cm) 181 85 (78; 92) 83 (76; 89) 83 (75; 93) 0,35
Circunferéncia do Quadril (cm) 181 95 (83; 102) 97 (88; 100) 94 (82; 99) 0,46
Glicose (mg/dI) 167 87 (83; 95) 90 (85; 97) 90 (83; 94) 0,55
Colesterol Total 167 176 (156; 197) 176 (152; 199) 183 (161; 209) 0,38
HDL (mg/dl) 167 59 (49; 70) 58 (47; 68) 55 (44; 68) 0,61
LDL (mg/dl) 166 101 (83; 126) 102 (86; 122) 106 (86; 124) 0,99
VLDL (mg/dI) 166 15 (12; 23) 16 (12; 20) 14 (12; 20) 0,37
Triglicerideos (mg/dI) 167 75 (60; 106) 78 (61: 104) 68 (56; 96) 0,39
Hemoglobina Glicada (%) 60 4,9 (4,5;5,5) 4,8 (4,5;5,2) 4,9 (4,6;5,5) 0,69
PCR (mg/dl) 62 0,2 (0,05; 0,3) 0,17 (0,05; 0,3) 0,20 (0,01; 0,30) 0,90
PAS (mmHg) 168 114 (107; 124) 120 (110; 126) 119 (114; 122) 0,1
PAD (mmHg) 168 73 (66; 80) 78 (70; 85) 76 (67; 80) 0,07

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressao arterial diastélica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpérea.

O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).



Tabela 4.16 Associagdo do polimorfismo rs7799039 do gene LEP com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em obesos.

Variaveis N GG GA AA p

IMC (Kg/m2) 195 45 (39; 52) 43 (38; 51) 46 (37; 50) 0,38
Circunferéncia Abdominal (cm) 194 130 (119; 144) 131 (116; 142) 129(116; 149) 0,88
Circunferéncia do Quadril (cm) 194 139 (127,5; 151) 134 (126; 148) 133 (115; 151) 0,68
Glicose (mg/dl) 130 101 (91; 109) 98 (91; 111) 103 (88; 141) 0,97
Colesterol Total 161 197 (174, 221) 194 (173; 222) 229 (183; 234) 0,42
HDL (mg/dI) 162 47 (42; 53) 48 (42; 53) 65 (47; 71) 0,03
LDL (mg/dI) 157 120 (97; 135) 121 (99; 145) 142 (121; 158) 0,12
VLDL (mg/dl) 157 26 (19; 36) 24 (18; 35) 24 (15; 28) 0,34
Triglicerideos (mg/dl) 161 133 (96; 185) 126 (89; 185) 121 (78; 140) 0,35
Hemoglobina Glicada (%) 126 5,5 (4,9; 6,0) 5,2 (4,8;5,8) 5,3 (4,8; 6,4) 0,41
PCR (mg/d) 152 1,0 (0,57; 1,45) 0,87 (0,5; 2,0) 1,3(0,7; 1,8) 0,74
PAS (mmHg) 141 130 (115; 148) 140 (118; 150) 136 (110; 163) 0,44
PAD (mmHg) 141 84 (74; 95) 86 (77; 99) 71 (63; 101) 0,68
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PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastélica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpérea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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Em relacdo as comorbidades associadas & obesidade, nossos resultados nédo
mostraram associac¢Oes significativas, quando analisamos obesos totais (diabetes y>=
3,44 p=0,18; SM ¥>=5,79, p=0,05; Hipertensdo »>=0,04, p=0,98), obesos de grau 2 e
morbidos (diabetes ¥*=1,53, p=0,46; SM y>=5,41, p=0,06; Hipertensdao y>=0,41,
p=0,81) e em obesos morbidos (diabetes y>= 0,532, p=0,76; SM »*>=4,19, p=0,12;
Hipertensao ¥>=1,76, p=0,41).
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O polimorfismo relacionado ao gene LEP, rs2167270, foi testado em ambos os
grupos eutréficos e obesos; a figura 4.16 mostra a amplificacdo do fragmento que
contém o polimorfismo de interesse e a digestdo enzimatica utilizando a enzima
HpyCH4l11l. Em relacdo a andlise de equilibrio de Hardy-Weinberg, a amostra dos
obesos encontra-se em equilibrio (y>= 2,38, p=0,122), entretanto a amostra dos
eutrdficos estd fora do equilibro, como observado pelo valor de y*= 4,56, p=0,03.
Analises posteriores, também, revelaram que existem diferengas significativas com
relacdo as frequéncias genotipicas em ambos os grupos (y>= 14,80, p<0,001) (Figura
4.17), o mesmo resultado sendo encontrado para as frequéncias alélicas (y= 8,24,
p=0,04), revelando que o alelo mutado A é uma fator de risco para a obesidade
(OR=1,651; 1C95%: 1,204 — 2,263) (Figura 4.18).
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Fig. 4.16. Resultado da amplificacdo da regido contendo o polimorfismo rs2167270.
Acima em um gel de agarose a 1,5%. A digestdo enzimatica € mostrada abaixo,
especificando os genotipos identificados em um gel de poliacrilamida a 10%, onde ND

representa o fragmento ndo digerido pela enzima.
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Fig.4.17 Frequéncias encontradas para o polimorfismo c. -19G>A do gene LEP
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Fig.4.18. Frequéncias alélicas do polimorfismo rs2167270 do gene LEP.

A associacdo do polimorfismo com varidveis antropométricas, bioquimicas e
presséricas ndo revelou resultados significativos para o grupo dos eutroficos (tabela

4.17), nem para o0 grupo dos obesos (tabela 4.18).



Tabela 4.17 Associagdo do polimorfismo rs2167270 do gene LEP com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em eutréficos.

Variaveis N GG GA AA p

IMC (Kg/m?) 179 22 (21; 24) 23 (22; 24) 23 (20; 23) 0,28
Circunferéncia Abdominal (cm) 180 84 (77; 91) 84 (76; 94) 82 (73; 89) 0,63
Circunferéncia do Quadril (cm) 180 95 (83; 100) 96 (87; 102) 96 (82; 100) 0,61
Glicose (mg/dI) 166 89 (84; 97) 89 (83; 93) 93 (84; 98) 0,44
Colesterol Total 166 174 (153; 200) 179 (156; 196) 179 (157; 192) 0,67
HDL (mg/dI) 166 58 (47; 65) 60 (49; 73) 51 (44; 77) 0,19
LDL (mg/dl) 165 103 (88; 125) 100 (80; 119) 104 (86; 125) 0,53
VLDL (mg/dI) 165 15 (12; 20) 16 (12; 21) 18 (11; 20) 0,9
Triglicerideos (mg/dI) 166 74 (57; 104) 77 (63; 106) 78 (53; 100) 0,64
Hemoglobina Glicada (%) 60 4,8 (4,5;5,4) 4,7(4,4,5,1) 5,0 (4,525; 6,6) 0,46
PCR (mg/dl) 62 0,16 (0,03; 0,295) 0,19 (0,07; 0,41) 0,2 (0,1;0,3) 0,64
PAS (mmHg) 167 116 (110; 125) 119 (108; 125) 119 (109; 128) 0,9
PAD (mmHg) 167 75(69; 81) 75 (66; 82) 76 (64; 83) 0,96

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressado arterial diastélica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpérea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).



Tabela 4.18 Associagdo do polimorfismo rs2167270 do gene LEP com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em obesos.

Variaveis

N GG GA AA p

IMC (Kg/m?) 195 44, (38; 50) 44 (38; 52) 45 (41; 49) 0,86
Circunferéncia Abdominal cm) ~ 194 130 (118;142) 133 (118; 144) 130 (118; 147) 0,70
Circunferéncia do Quadril (cm) 104 136 (128;149) 139 (125; 151) 140 (130; 148) 0,93
Glicose (mg/dl) 131 96 (89; 107) 103 (92; 114) 97 (90; 103) 0,10
Colesterol Total 161 199 (166; 232) 197 (180; 218) 186 (169; 221) 0,61
HDL (mg/dl) 162 50 (43; 58) 46 (41; 53) 47 (43; 60) 0,13
LDL (mgy/dl) 157 122 (98; 144) 125 (98; 140) 114 (80; 140) 0,57
VLDL (mg/dl) 157 24 (17; 34) 26 (19; 39) 21 (13; 39) 0,36
Triglicerideos (mgdl) 161 121 (87; 178) 130 (98; 185) 106 (66; 195) 0,49
Hemoglobina Glicada (%) 197 5,4 (5,0; 5,8) 5,5 (4,7;5,8) 5,3 (4,7;6,2) 0,99
PCR (mg/dl) 152 0,8 (0,5; 1,4) 1,05 (0,55; 1,71) 0,7 (0,4; 1,3) 0,38
PAS (mmHg) 140  133(117;150) 135 (115; 149) 121 (110; 135) 0,31
PAD (mmHg) 142 84 (73; 97) 88 (77; 99) 85 (64; 95) 0,49
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PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastdlica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpérea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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Com relacdo a uma possivel associacdo do polimorfismo rs2167270 com o
desenvolvimento de diabetes, SM e hipertensdo em obesos, ndo foram observados
resultados significativos, quando foram analisados obesos totais (diabetes y*=0,17
p=0,91; SM ¥>=2,35, p=0,30; Hipertensao ¥*>=4,08, p=0,13), obesos grau 2 e mdrbidos
(diabetes ¥>= 0,016, p=0,89; SM ¥>=3,337, p=0,18; Hipertensdo y>=3,78, p=0,15) e
somente obesos mdrbidos (diabetes ¥2=0,25, p=0,88; SM x*=4,89, p=0,08; Hipertensao
v*=4,87, p=0,08), indicando que esta variante pode nao estar relacionada ao surgimento

destas doencas.
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4.6 Gene CCL2 rs3917887

No gene CCL2 analisamos uma delecéo de 14 pb no intron 1. O tamanho total
do fragmento gerado pela PCR de individuos sem a delegdo é de 249 pb, enquanto que
0S que apresentam a delecdo geram um fragmento de 235 pb. A figura 4.19 mostra o
padrdo de amplificacdo e a identificacdo dos genotipos dos individuos, em gel de
poliacrilamida. Em relacdo & analise de equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto os obesos
(x>=0,217, p=0,64) quanto em eutroficos (y>= 0,13, p=0,71), estavam em equilibrio.
Posteriormente, as frequéncias genotipicas também foram calculadas e ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos (= 3,29, p=0,07) como mostra a
figura 4.20. As frequéncias alélicas foram calculadas e ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos (y*>= 3,41 p=0,06). A andlise de risco ndo foi significativa
para a delecdo (OR=1,328 IC95%: 0,982 - 1,795). (Figura 4.21).

delecdo 14pb

Fig.4.19 Padréo de amplificagcéo da delecéo de 14pb referente ao gene CCL2.
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Fig.4.20 Frequéncias genotipicas para a delecéo rs3917887.
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Fig.4.21 Frequéncias Alélicas para a dele¢éo rs3917887.
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A associacdo com varidveis antropomeétricas, bioquimicas e pressoricas também

foi testada e os resultados mostrados na tabela 4.19 para os eutroficos e na tabela 4.20

para os obesos. Nos obesos foram encontradas associag¢des para variaveis bioquimicas:

como HDL, VLDL, triglicerideos, Hemoglobina glicada, e PCR; com relagdo as

variaveis antropomeétricas foram encontradas associacdes para IMC, circunferéncia

abdominal.



Tabela 4.19 Associacdo do polimorfismo rs3917887 do gene CCL2 com as variaveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas em eutroficos.

Variaveis N ww WD DD p

IMC (Kg/m?) 177 23 (21; 24) 22 (21; 24) 23 (20; 24) 0,5
e m sowm  com  sww
ggggﬂ‘;e(f;;'a do 178 96 (84; 102) 94 (85; 99) 97 (94; 100) 0,25
Glicose (mg/dl) 164 89 (85; 98) 89 (83; 95) 87 (82; 93) 0,31
Colesterol Total 164 177 (156,0; 198) 181 (153; 200) 181 (152; 202) 0,95
HDL (mg/d) 164 59 (50; 68) 58 (47; 67) 46 (43; 69) 0,34
LDL (mg/dl) 163 97 (83; 114) 104 (83; 126) 114 (94; 127) 0,12
VLDL (mgdl) 163 15 (12; 20) 15 (12; 20) 19 (13; 22) 0,5
(Tr:g/'é‘;;”deos 164 78 (60: 100) 73 (54: 105) 90 (66: 110) 0,42
gﬁ?;g;?%‘a 60 5,1 (4,5; 5,6) 48 (4,5:5,1) 4,6 (4,5:5,0) 013
PCR (mg/dl) 62 0,2(0,1;0,3) 0,08(0,03;02) 03 (0,05 04) 0,15
PAS (mmHg) 165 119 (110:127) 116 (107;123) 118 (113; 121) 0,3
PAD (mmHg) 165 77 (69; 84) 74 (66; 80) 78 (69; 83) 0,18

PAS -Pressdo arterial sistdlica, PAD — Pressdo arterial diastélica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corpérea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).



Tabela 4.20 Associagdo do polimorfismo rs3917887 do gene CCL2 com as variaveisantropométricas, bioquimicas e pressoricas em obesos.

Variaveis N WwW WD DD p

IMC (Kg/m2) 194 42, (36; 48) 47 (40; 53) 42 (35;52) 0,003
Circunferéncia Abdominal (cm) 193 125 (114; 139) 134 (125; 145) 130 (109; 147) 0,01
Circunferéncia do Quadril (cm) 193 134 (121, 147) 141 (129; 150) 135 (122; 151) 0,05
Glicose (mg/dl) 130 96 (88; 108) 102 (94; 112) 103 (91; 114) 0,12
Colesterol Total 161 188 (168; 214) 201 (180; 225) 215 (170; 235) 0,11
HDL (mg/dI) 162 48 (42; 56) 46 (40; 53) 52 (48; 60) 0,008
LDL (mg/dl) 157 114 (97 133) 125 (98; 144) 132 (109; 153) 0,08
VLDL (mg/dI) 157 23 (17; 32) 28 (22; 38) 21 (15; 31) 0,008
Triglicerideos (mg/dI) 161 117 (85; 162) 139 (112; 196) 107 (75; 157) 0,005
Hemoglobina Glicada (%) 126 5,4 (4,8; 6,0) 5,3 (4,9; 5,7) 5,8 (5,5; 6,4) 0,04
PCR (mg/dI) 152 0,78 (0,4; 1,2) 1,1 (0,6 1.9) 0,9 (0,4; 2,1) 0,01
PAS (mmHg) 141 131 (110; 150) 140 (120; 154) 121 (115; 140) 0,05
PAD (mmHg) 141 84 (71; 91) 90 (77; 100) 81 (70; 90) 0,09

78

PAS -Pressdo arterial sistélica, PAD — Pressao arterial diastélica, PCR Proteina C Reativa e IMC — indice de massa corporea.
O p-valor corresponde a significancia estatistica do teste Kruskall Wallis.
Nota: Os valores representam medianas (25 percentil e 75 percentil).
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A andlise de associagdo com diabetes, SM e hipertenséo ndo revelou resultados
significativos para a delecdo estudada nos obesos totais (diabetes ¥*>=1,63 p=0,44; SM
v*=0,31, p=0,85; Hipertensdo x>=3,27 p=0,19), obesos de grau 2 e 3 (diabetes ¥>=2,40
p=0,3; SM »*>=0,29, p=0,86; Hipertensao ¥>=1,76, p=0,41) e nem nos obesos madrbidos
(diabetes ¥*=2,27, p=0,32; SM »>=0,66, p=71, Hipertensdo y*>=01,64, p=0,44).
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4.7. Analise de risco inflamatério com base nos pardmetros de PCR (Proteina C
reativa).

A avaliacdo de um perfil inflamat6rio, como dita anteriormente, foi vista com
base nas concentracBes de Proteina C reativa. Primeiramente, foi analisado o risco
inflamatdrio nos grupos de eutroficos e obesos. A tabela 4.21 mostra a distribuicdo dos
tipos de inflamacéo em eutrdficos e obesos sendo observadas diferencas significativas
entre os grupos (y?= 87,696, GL=3, p<0,001).

Tabela 4.21 Analise de associacdo com os diferentes parametros de inflamacéao entre os

grupos.
Tipos de inflamac&o baseada nas concentracdes de PCR
Grupos . Sem ~ Moderada Grave Extrema Total
inflamacéo
Eutréficos 45 15 2 0 62
Obesos 16 71 62 4 153
Total 61 86 64 4 215

Em seguida, analisamos os diferentes tipos de inflamac&o nos diferentes graus
de obesidade. A tabela 4.22 mostra a distribuicdo destes dados e, ndo houve diferencas
significativas entre os dois grupos (y>= 7,856, GL=6, p=0,24), sugerindo que 0 processo

inflamatorio independe do grau de obesidade.

Tabela 4.22 Analise de associacdo com os diferentes parametros de inflamacgédo entre

graus de obesidade

Tipos de inflamacao baseada nas concentracgdes de PCR

Grau de B

obesidade Sem Inflamacé&o Moderada Grave Extrema Total
Obeso grau 1 3 8 4 0 15
Obeso grau 2 5 16 9 0 30
Obesos

Morbidos 8 47 49 4 108

Total 16 71 62 4 153
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Neste estudo, alguns polimorfismos ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os obesos e os eutroficos, mostrando que os efeitos individuais s&o
muito pequenos ou inexistentes. Contudo, para identificar se estes polimorfismos
podem estar envolvidos no risco inflamatério, foi criada uma variavel artificial,
denominada SOALRI (Soma de alelos teoricamente de risco), que corresponde a soma
de todos os alelos cujo OR era superior a 1, mesmo nédo sendo significativo. A Figura
4.22 mostra a correlacdo entre as concentrac6es de Proteina C-Reativa de cada paciente,
com a soma dos alelos supostamente de risco, foi aplicado o teste de correlagdo de
Pearson onde o coeficiente de correlacdo de foi de 0,16 p=0,02. Observamos pela

fungéo linear que quanto maior o numero de alelos supostamente de risco maior o

aumento
Concentracdo de PCR X Numero de Alelos Supostamente de
risco
14
12 *
5
5 10 &
(5]}
T 8
'
g 6 . ¢ Concentracdes de PCR
S 4 o L4 —Linha de Tendéncia
©)
2 r'3 * 4
0
0 2 4 6 8
Numero de Alelos Tedricos de Risco

da concentracdo de PCR.

Fig.4.22 Digrama de dispersdo da variacdo da concentragéo de Proteina C-Reativa, em
fungéo da soma dos alelos supostamente de risco.

Na tentativa de corroborar o resultado anterior, foi efetuada uma analise de

regresséo linear simples (Tabela 4.23).
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Tabela 4.23. Resultado da regresséo, correlacionando a soma dos alelos de risco com a

Concentracdo de PCR de cada paciente.

Soma dos
Quadrados df  Quadrado Médio Z Sig.

Regressao 9,571 1 9,571 5,710 0,02

Residuo 347,001 207 1,676

Total 356,573 208
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5. Discussao

A obesidade esta associada com o desenvolvimento de um estado inflamatorio,
quadro esse que é resultado da crénica ativacdo de células imunes e o aumento de
mediadores inflamatorios. Existem diversos fatores que podem estar associados com a
maior concentracdo de mediadores inflamatorios que contribuem para o
desenvolvimento deste quadro; neste estudo procurou-se observar se variantes em genes
que codificam estes mediadores podem estar relacionados tanto a obesidade quanto ao
risco inflamatorio; desta maneira, auxiliando na ampliacdo do conhecimento sobre as

possiveis causas que podem estar envolvidas entre a inflamacéo e a obesidade.

O perfil das amostras revelou diferencas significativas entre os eutroficos e os
obesos; o0s valores para varidveis bioquimicas, como colesterol total, LDL e
hemoglobina glicada, foram maiores entre os obesos, corroborando com o fato de que a
obesidade é uma série de desordens metabdlicas relacionadas, principalmente, ao
metabolismo lipidico. Em relacdo as variaveis antropométricas, como IMC,
circunferéncia abdominal e do quadril, que sdo medidas utilizadas para avaliar a
composicdo de gordura corporal de um individuo, também, se observaram diferengas
significantes entre estes grupos; estas medidas também estavam aumentadas entre 0s
obesos, evidenciando que a obesidade é de fato o acumulo anormal de gordura (Ver
tabela 4.1).

A Proteina C reativa € um dos marcadores inflamatérios mais utilizados para
averiguar se existe ou ndo um evento inflamatério em curso no paciente (KLUFT &
MAAT, 2003); neste contexto foram observadas diferengas entre os eutroficos e os
obesos em relacdo aos niveis de PCR, com maiores niveis desta proteina em obesos,
evidenciando o fato de que na obesidade temos um processo inflamatério baseado nas
concentragdes deste marcador. Com relacdo ao quadro clinico dos pacientes,
observamos diferencas significativas entre os eutréficos e os obesos; no grupo dos
obesos observa-se uma maior porcentagem de individuos com diabetes mellitus tipos 2,
SM e hipertenséo, sugerindo que na obesidade além de ocorrer o acimulo anormal de
gordura corporal e uma série de desordens metabdlicas, também pode haver um fator de

risco para desenvolvimento de outras doencas (Ver tabela 4.2).

5.1 O Polimorfismo rs1800629 do gene Fator de Necrose Tumoral a (7NF)
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O primeiro polimorfismo estudado foi o rs1800629 do gene TNF que codifica o
fator de necrose tumoral (TNF-a), uma importante citocina pré-inflamatoria,
responsavel por uma série de processos imunoldgicos, que envolvem desde o
recrutamento de células imunes, como macrofagos, até 6rgaos como o figado liberando
proteinas importantes para o processo inflamatério (ABBAS et al, 20008). Este
polimorfismo tem sido associado com uma maior expressdo de TNF-a, e estes niveis
aumentados de TNF-a podem ocasionar problemas graves para o paciente obeso, como
alteracdo no metabolismo lipidico, aumento dos niveis de glicemia, por causa da
resisténcia a insulina, assim como a possivel associagdo com o desenvolvimento de
outras doengas, como a diabetes tipo 2 (HOTAMISLIGIL, 1999; UYSAL et al., 1998;
WISSE, 2004).

Nas analises, aqui, apresentadas revelou-se que apesar da frequéncia do alelo
mutado A ser maior em obesos, ndo foram observadas diferencas significativas quanto a
distribuicdo genotipica e alélica nos grupos, sugerindo que o polimorfismo em questdo
ndo representa uma fator de risco para o desenvolvimento da obesidade, corroborando
com os resultados de HEDAYATI et al. (2012); entretanto, no estudo realizado por
JOFFE et al. (2016), foi observado que individuos do sexo feminino portadores do
gendtipo mutado AA, quando submetidos a uma alta taxa de ingestdo de gordura, as
chances do aumento do risco de obesidade era maior, sugerindo que este polimorfismo

pode ser um modulador do metabolismo de gordura.

No resultado anterior, o polimorfismo ndo apresentou um resultado significativo
para o risco de obesidade, porém existem diversas caracteristicas fenotipicas associadas
a obesidade, onde este polimorfismo pode estar relacionado; diante desta questdo,
procurou-se observar uma possivel influéncia do polimorfismo rs1800629 sobre
caracteristicas antropomeétricas, bioquimicas e presséricas. Em primeiro lugar, no grupo
dos eutrdficos ndo foram observados resultados significativos para nenhuma destas
varidveis, mas quando comparamos 0 grupo dos obesos observamos resultados
significativos para parametros bioquimicos, como o colesterol total e, antropomeétricos,
como a circunferéncia abdominal. Em relacdo ao colesterol total, foi observado que a
mediana dos niveis deste era maior na presenca do gendtipo mutado AA, sugerindo-se
que TNF-a pode atuar no metabolismo lipidico, e que este polimorfismo pode
influenciar na expressdo desta citocina e consequentemente provocar alteragdes na

concentracdo de colesterol do paciente. Em relacdo a circunferéncia abdominal,
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observa-se uma diminuicdo da mediana no genétipo AA, sugerindo que este
polimorfismo também estaria regulando a producdo de TNF-a, que por sua vez estaria
modulando o desenvolvimento da adiposidade e mobilizando a gordura da regido
abdominal para outros tecidos (ALANIZ et al., 2006).

O aumento dos niveis de TNF-a em pacientes obesos pode levar a
consequéncias, como a resisténcia a insulina, deposicdo de gordura em outros tecidos e
acarretar o desenvolvimento de outras doengas (VIELMA et al., 2013; BEEK et al.,
2014; BASTIEN et al., 2014). Na amostra dos obesos, analisamos uma possivel relagdo
entre o polimorfismo e comorbidades relacionadas a obesidade. Com base nos
resultados obtidos, n&o foram observadas associagdes significativas entre o
polimorfismo e o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, sugerindo que este
polimorfismo pode ndo ser um fator de risco para o aparecimento desta doenca em
obesos, resultado semelhante ao encontrado por SAXENA et al. (2013). Em relacdo a
SM e hipertensdo, também, ndo foram observadas nenhuma associacdo; entretanto em
um estudo realizado por MIRHAFEZ et al. (2015) observou-se que pacientes com SM
portadores do genétipo mutado AA apresentaram maiores niveis de triglicerideos,
mostrando que este polimorfismo poderia atuar sobre o metabolismo lipidico e

contribuir indiretamente para o desenvolvimento de outras doencas.

Diante dos dados apresentados para este polimorfismo, sugere-se que este pode
ndo ser um fator determinante para a diferenciacdo entre obesos e eutréficos; contudo
com base na analise dos diversos parametros bioquimicos e antropométricos entre

gendtipos observam-se diferencas significantes entre os mesmos (ver tabela 4.4).
5.2 O Polimorfismo rs1800797 do gene Interleucina 6 (I1L6)

A 1L-6 também € uma importante citocina pro-inflamatdria e esta envolvida no
balanco energético do corpo e na resisténcia a insulina (OANA et al., 2014; PYRZAK
et al., 2009). Varios polimorfismos na regido promotora do gene que codifica esta
citocina podem ajudar a explicar as diferencas com relacdo a quantidade de proteina
produzida e/ou & concentracio sistémica deste mediador (LOPEZ et al., 2013), assim
como, também, podem ajudar a identificar se esta citocina altera parametros
relacionados a obesidade e contribuem como um fator de risco para o desenvolvimento

de outras doencas.
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Primeiramente, as analises das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo rs1800797 ndo revelaram diferencas entre obesos e eutroficos, contudo
este polimorfismo pode estar relacionado com outras caracteristicas relacionadas a

obesidade.

A avaliacdo do impacto desse polimorfismo sobre as caracteristicas fenotipicas
relacionadas a obesidade (antropométricas, bioquimicas e pressoricas), revelou uma
associacao significativa com o LDL no grupo dos obesos. No gendtipo AA foi
observada uma diminuicdo nos niveis de LDL em relacdo aos genotipos selvagem GG e
GA, sugerindo que este polimorfismo pode estar afetando a producédo de IL-6, e esta
pode estar influenciando os niveis de LDL em obesos, comprometendo o metabolismo

lipidico.

A correlacdo entre o perfil clinico dos pacientes obesos e o polimorfismo
rs1800797 nédo revelou associagOes significativa para diabetes tipo 2, SM e hipertensao
e, portanto, este polimorfismo pode ndo ser um fator de risco para que 0s pacientes com
obesidade também desenvolvam estas comorbidades. Estudo realizado por PHILLIPS et
al. (2010), em uma amostra de europeus, mostrou que individuos com o gendtipo
selvagem GG, em conjunto com outros polimorfismos do mesmo gene, aumentavam as
chances do desenvolvimento de SM. Da mesma forma, estudo realizado por SAXENA
et al. (2014), numa populacdo do norte da india, revelou que este polimorfismo em
conjunto com outros do mesmo gene, pode estar relacionado com o risco de diabetes

tipo 2.

Os diferentes resultados, em relacdo ao rs1800797, sugerem que os efeitos
individuais destes polimorfismos sdo muito baixos ou inexistentes, porém em conjunto
com outros polimorfismos pode ser um fator de risco para o desenvolvimento destas
doencas. Este efeito pode estar relacionado ao tamanho amostral obtido no presente

estudo.
5.3 O Polimorfismo rs1800795 do gene Interleucina 6 (1L6)

O segundo polimorfismo do gene IL6 (rs1800795), também localizado na regido
promotora do gene, sugere que 0 mesmo pode estar relacionado com alteracGes na taxa
de transcricdo de IL-6 (HUANG et al., 2013). Analises iniciais apresentadas neste

estudo nao revelaram diferencas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas
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(ver figuras 4.8 e 4.9) entre eutroficos e obesos, mostrando que esta variante ndo é um
fator de risco para a obesidade, resultado semelhante ao encontrado por LOPEZ et al.
(2013) numa anélise feita com adolescentes mexicanos, onde observaram que ndo havia
diferencas na distribuicdo do polimorfismo entre o grupo controle e 0s obesos;
entretanto, num estudo realizado por PYRZAK et al. (2009), foi observado que em
criangas obesas, 0 genotipo mutado CC era estatisticamente mais frequente, mostrando

que o polimorfismo pode ter alguma relacdo com a obesidade.

Diante do relato anterior, investigamos se esta variante pode estar relacionada
com varidveis antropométricas, bioquimicas e pressoricas associadas a obesidade; no
grupo dos eutréficos ndo foram observados resultados significativos, porém no grupo
dos obesos observou-se associagdes com as variaveis bioquimicas LDL e Hemoglobina
glicada; os niveis de LDL sdo menores no genétipo mutado CC em relacdo aos
gendtipos GG e GC, indicando que este polimorfismo deve estar atuando na via de

regulacdo do metabolismo lipidico alterando a expressdo de IL-6.

Em relacdo a influéncia deste polimorfismo sobre diabetes tipo 2, SM e
hipertensdo, ndo observamos resultados significativas para diabetes tipo 2 e hipertensao
entre 0s obesos, corroborando estudo semelhante realizado por FERREIRA et al.
(2011), onde identificaram que este polimorfismo ndo é uma fator de risco para
alteracdes na glicemia, logo, ndo sendo também uma fator de risco para o diabetes tipo
2. No entanto, os resultados revelaram uma associagao significativa com a SM em todos
0s graus de obesidade analisados.

Com base nos resultados encontrados para ambos os polimorfismos da IL-6,
aqui estudados, observamos que estas variantes, quando analisadas separadamente, ndo
apresentam um risco determinante para a obesidade, contudo, podem estar relacionadas
com parametros bioquimicas associados a obesidade, e isto pode levar ao surgimento de
comorbidades para o paciente obeso. Desta forma, um estudo mais detalhado sobre o
conjunto de variantes polimorficas sobre a expressao de IL-6 pode ampliar o

conhecimento sobre 0s mecanismos envolvidos na produgéo desta citocina.
5.4 O Polimorfismo rs1800872 do gene Interleucina 10 (IL10)

A IL-10 é uma citocina imuno-reguladora potente que inibe a sintese de varias

citocinas pré-inflamatorias, ou seja, tem atividade anti-inflamatoria e imunossupressora,
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incluindo a capacidade de regular negativamente a expressdo da molécula co-
estimuladora de macrofagos (DING et al., 2013; KUNINGAS et al., 2009). Estudos
mostraram que, principalmente, na obesidade e na sindrome metabolica sdo encontrados
baixos niveis de IL-10 circulante, além de ter sido associado a hiperglicemia e diabetes
tipo 2 (SCARPELLI et al., 2006), sugerindo que, devido as suas propriedades anti-
inflamatorias, o baixo nivel de IL-10 pode estar contribuindo para o desenvolvimento de

inflamacéo em obesos.

Nas analises iniciais sobre uma possivel influéncia do polimorfismo rs1800872
na obesidade, ndo foram observadas diferencas significativas entre eutroficos e obesos,
quanto a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas; assim, este polimorfismo
pode ndo ser um fator de risco para a obesidade. Embora este polimorfismo nédo esteja
associado diretamente com este carater, sua presenca pode estar alterando a expressdo
da citocina IL-10, contribuindo, assim, para a progressdo da inflamacdo vista em
obesos, ou como vimos nos resultados antes mencionados, pode estar associado a

alguma caracteristica particular da obesidade.

Nas analises relacionadas as varidveis antropométrica, bioquimicas e
pressoricas, ndo foram observados resultados significativos para o grupo dos eutroficos,
entretanto, no grupo dos obesos observamos resultados significativos para glicemia.
Quando observamos os valores dos niveis de glicose, 0 gendtipo mutado AA apresentou
um valor menor em relacdo aos gendétipos CC e CA,; partindo do fato de que a presenca
do alelo mutado A estaria envolvida com uma menor expressdo de 1L-10 (ZHANG et
al., 2013), entdo a presenca do gendtipo AA diminuiria a expressdo de IL-10 e,
consequentemente aumentaria outras citocinas pro-inflamatdrias, gerando resisténcia a

insulina e aumento da glicemia.

Em virtude de se ter encontrado associacdo significativa entre o polimorfismo
rs1800872 e a glicemia no grupo dos obesos, foi investigado, aqui, se a variante poderia
estar relacionada ao diabetes tipo 2 e a outras comorbidades (Ver tabela 4.14). Foi
constatado resultado significativo somente para diabetes tipo 2 em obesos totais. Em
outros graus de obesidade ndo foram encontrados resultados significativos, para
diabetes e nem para outras doencas, como SM e hipertensdo. Este dado corrobora com o
fato de ter sido encontrada uma associacdo do polimorfismo rs1800872 e os niveis de

glicemia, como relatado num estudo realizado por BAI et al. (2014) em que este
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polimorfismo, em conjunto com outros do mesmo gene, apareceu como um fator de
risco para diabetes. Em contrapartida, em outros estudos, o polimorfismo rs1800872
ndo foi um fator de risco para diabetes (YIN et al., 2012; SCARPELLI et al., 2006).
Diante destes relatos, é importante um estudo mais detalhado sobre os efeitos desse
polimorfismo sobre a expressao de 1L-10, e como isto pode afetar os niveis de glicemia
e as chances do paciente desenvolver diabetes tipo 2, pois os dados da literatura ainda

sdo conflitantes sobre os efeitos deste polimorfismo.
5.5 A delecdo rs3917887 do gene CCL2 (MCP-1)

A Proteina MCP-1 foi descoberta pela primeira vez em 1989 e, é um importante
componente na resposta inflamatdria (PANEE, 2012). Esta quimiocina esta envolvida
no recrutamento de linfécitos e mondcitos, assim como no controle da migracéo destas
células para locais de lesdo celular ou reacdo imuno-celular como a inflamacgéo
(INTEMANN et al., 2011). Estudos revelaram que a expressao de quimiocinas, como a
MCP-1, é maior no tecido adiposo de obesos em relagdo aos controles (PANEE, 2012).
Assim como em outras citocinas, diversos fatores podem estar envolvidos com o
aumento da expressdo desta quimiocina em obesos e um deles podem estar relacionado
com a presenca da delecdo de 14pb no intron 1 do gene que codifica a MCP-1
(rs3917887).

Em analises preliminares aqui apresentadas, ndo foram observadas diferencas
significativas entre eutroficos e obesos, com relacdo as frequéncias genotipicas e
alélicas, mostrando que esta delecdo pode ndo ser um fator de risco para a obesidade.
Porém, mesmo que a MCP-1 ndo seja uma fator de risco para a obesidade em si, esta
variante ainda pode contribuir para a inflamacao vista em obesos, uma vez que, este é
um dos primeiros marcadores inflamatérios a serem liberados pelo tecido adiposo
(SAMAAN et al., 2013).

As andlises aqui apresentadas ndo revelaram a presenca da delecdo da MCP-1
como um fator de risco direto para a obesidade. Entretanto, esta pode estar relacionada
com varidveis bioquimicas, antropométricas e presséricas que podem causar
consequéncias graves para o obeso, como alteracbes no metabolismo lipidico, regulagédo
da deposicdo de gordura corporal e controle de glicemia. Diante destas hipoteses, no
grupo dos eutrdficos ndo foram observados resultados significativos para nenhuma das

varidveis avaliadas; contudo, no grupo dos obesos, encontramos resultados
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significativos para a associa¢do da delecdo rs3917887 com variaveis bioquimicas, como
triglicerideos, onde observamos menores niveis de triglicerideos no genétipo com a
delecdo DD em relacdo ao genotipo selvagem WW, muito provavelmente por estar
relacionado com a expressdo da MCP-1 alterada. Em relacdo a outras variaveis
bioquimicas, resultados significativos, também, foram encontrados para a PCR onde 0s
niveis desta proteina s&o maiores no genotipo DD do que no genotipo selvagem WW,
indicando que a MCP-1 possa estar atuando na inflamacéo, visto que a PCR é um
importante marcador inflamatério. Em relacdo as variaveis antropometricas, variaveis,
como IMC e circunferéncia abdominal apresentaram resultados significativos para a
delecdo estudada, onde no caso da circunferéncia abdominal observamos um aumento
da medida desta variavel, sugerindo que esta quimiocina possa estar atuando na
adiposidade e com isso, regulando a deposicdo de gordura no organismo. No entanto, a
literatura ainda carece de resultados que corroborem com estes achados; portanto um
estudo mais detalhado sobre os possiveis efeitos que este delecdo pode ter sobre a

producdo de MCP-1 e seu papel na obesidade pode ajudar a tracar um perfil de risco.

Em relacdo a associacao da delegdo rs3917887 com o perfil clinico dos pacientes
obesos, nao foram encontrados resultados significativos entre a dele¢do do gene CCL2 e
comorbidades (como, diabetes, hipertensdo e sindrome metabdlica), quando analisamos
obesos totais e os diferentes graus de obesidade, sugerindo que esta delecdo no gene
CCL2 néo seja um fator de risco para o desenvolvimento destas doencas. No entanto,
devemos observar que esta delecdo pode estar envolvida, com variaveis dislipidémicas
e, portanto, envolvida no metabolismo de lipideos, ou seja, ela pode ndo ser um fator de
risco para estas doengas, mas pode estar envolvida com caracteristicas fenotipicas
relacionadas a estas doencas, e devido as alteracfes na expressdo desta quimiocina
causadas por esta delecdo, esta pode provocar alteracbes importantes, tanto na
sinalizacdo desta quimiocina como também no metabolismo e levar o individuo a
desenvolver doencas graves (NASIBULLIN et al., 2011; MANDAL et al., 2014).

5.6 Os polimorfismos rs7799039 e rs2167270 do gene da leptina (LEP)

A leptina € um hormonio produzido, principalmente, no tecido adiposo branco
que se liga aos receptores no SNC, informando para o cérebro sobre o estoque de
energia (FAN & SAY, 2014; LEITE et al., 2009). Além disso, sabe-se, atualmente, que

a leptina possui receptores em células imunes, como os linfocitos T, atuando nas vias da
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proliferacdo da resposta imune e com isso gerando a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias. Desta forma, a leptina apresenta um papel de mediadora do estado
nutricional e na funcdo imunoldgica, podendo contribuir para o quadro inflamatério
visto em obesos (SIPPEL et al., 2014). Devido ao aumento da concentracdo de leptina
em pacientes obesos, este pode ser um fator de risco, pois pode gerar consequéncias
graves, como alteracBes no metabolismo e resisténcia a insulina, provocadas pelo
aumento da inflamacdo. Existem dois polimorfismos principais que podem estar
envolvidos na expressdo e producdo de leptina no organismo. Dentre estes, temos 0
polimorfismo rs7799039, localizado na regido promotora do gene e que pode

influenciar na expressdo da leptina.

A andlise do polimorfismo rs7799039 no grupo dos obesos e eutroficos
apresentaram um resultado interessante para esta variante. Embora, ambos 0s grupos
estivessem em equilibrio de Hardy-Weinberg, foram observadas diferencas
significativas em relacdo a analise de frequéncias genotipicas e alélicas, assim como um
fator de risco para a presenca do alelo selvagem G nos obesos, mostrando um valor de
OR>1,00. Muitos estudos com relacdo a este polimorfismo sdo controversos, pois
muitos relatam que a presenca do genotipo selvagem GG esta associada a individuos
com sobrepeso e obesidade (MAMMES et al., 2000; WANG et al., 2006;
CONSTANTIN et al., 2010), enquanto, outros sugerem que a presenca do alelo mutado
A esta associada com uma menor expressdo de leptina podendo provocar a obesidade
(BOUMAIZA et al., 2012). Em outros estudos ndo foram encontradas associacdes com
a obesidade (SOSKIC et al., 2014; JULIO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013) e por
fim, outro estudo realizado por FUJIWARA et al. (2015) relata que jovens obesas em
pré-puberdade, apresentavam maiores niveis de leptina na presenca do alelo mutado A.
Com base nestes relatos, nossos resultados corroboram com os de WANG et al. (2006),
pois além das amostras dos obesos apresentarem maior frequéncia do alelo selvagem G,
este ainda foi um fator de risco para a obesidade. Diante destes dados da literatura e
com base nos resultados aqui apresentados, observa-se que um estudo mais amplo
envolvendo a expressdo da leptina frente ao polimorfismo, pode auxiliar num melhor
entendimento sobre os efeitos dessa variante na producgdo desta adipocina e sua relagéo

com a obesidade.

Com relacdo ao outro polimorfismo, também do gene LEP, o rs2167270,

também foram observadas diferengas significativas entre os obesos e eutroficos,
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mostrando que tanto este polimorfismo quanto o anterior, sdo importantes para o0 estudo
da obesidade e, que ambos apresentam-se como um fator de risco para que o
desenvolvimento desta doenca. Com base nos dados gerados sobre frequéncias
genotipicas e alélicas, observamos que existem diferencas significativas entre os grupos
(obesos e eutroficos) e, que a presenga do alelo mutado A é um fator de risco para a
obesidade, apresentando um valor de OR>1,00. Em um estudo realizado por TORRES
et al. (2015) foi observado que, em mulheres obesas, o alelo mutado A estava
relacionado com menores niveis de leptina. Partindo desse pressuposto, Nnossos
resultados corroboram com este trabalho, pois a presenca do alelo mutado, por ser um
fator de risco relacionado com a menor producdo de leptina, ocasiona um

comprometimento do balanco energético e ganho de peso.

Com relagdo a associacao destes polimorfismos com varidveis antropométricas,
bioquimicas e pressoricas, para o polimorfismo rs2167270, ndo foram encontradas
associacOes significativas em ambos os grupos, porém com relacdo ao rs7799039 foi
encontrada uma associa¢do, no grupo dos obesos, com HDL, no genétipo mutado AA,
apresentando uma maior mediana nos niveis de HDL em relacdo ao gendtipo selvagem
GG, o0 que sugere que a leptina possa atuar em uma determinada via metabdlica que

regula esta variavel.

Em relacdo a associacdo destes polimorfismos com o quadro clinico dos
pacientes obesos, ndo foram encontrados resultados significativos para nenhuma das
comorbidades analisadas. Tais polimorfismos podem ndo ser um fator de risco para o
desenvolvimento destas doengas, entretanto, em um estudo realizado por
ROMANOWSKI et al. (2015) foi observado que o rs2167270 estava associado com
alteracdes na expressao da leptina e consequentemente no surgimento de diabetes pos-
transplante. Em nossos resultados ndo foram encontradas associacGes com diabetes;
desta forma, dependendo do tipo de amostra e de suas condigdes pode-se, sim, observar
um resultado significativo para estes polimorfismos relacionados a diabetes, e SM,
principalmente, porque as vias que regulam e que podem levar ao desenvolvimento
destas doengas sdo muito complexas e dependem de vérios fatores para que se
desenvolvam. Com base nos resultados aqui apresentados e em relatos da literatura,
observa-se que estes polimorfismos do gene LEP sdo fatores de risco para a obesidade,

e devido ao fato de estarem localizados em regides de regulagdo da expressédo da
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leptina, este risco pode estar associado a alteragdes nos niveis de leptina circulante,
comprometendo a regulacdo do balango energético e aumento da ingestdo de gordura.

5.7. Correlacdo entre os polimorfismos e o risco de inflamacéo

Para finalizar, a andlise de risco inflamatorio em obesos, mostrou resultados
interessantes. Primeiramente, em relagdo aos diferentes tipos de inflamacdo que
revelaram diferencas significativas entre obesos e eutroficos, onde o numero de
individuos sem inflamacdo era maior entre os eutroficos, enquanto que, 0 nimero de
individuos com inflamacdo moderada, grave e extrema era maior entre 0s obesos,
corroborando com o fato de que em obesos observamos uma inflamagdo sistémica.
Posteriormente, a analise do perfil inflamatorio nos diferentes graus de obesidade nao
revelou diferencas significativas entre eles, ou seja, este dado mostra que,
independentemente do grau de obesidade, o individuo tem sim uma maior chance de
desenvolver inflamagdo. Outro dado importante é que os niveis de inflamacéo extrema
foram observados somente entre os obesos mérbidos, indicando que quando maior o
grau da doenca maior o risco de inflamagdo. Porém em nossas analises continham
obesos mérbidos na faixa sem inflamacéo, indicando que o componente genético pode

estar envolvido na maior suscetibilidade a inflamagéo.

Muitos dos polimorfismos analisados ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre os grupos (eutroficos e obesos), assim, seus efeitos ndo foram observados. Porém,
quando analisamos a soma dos alelos tedricos de risco com a concentracdo de Proteina
C-Reativa de cada individuo, observamos que, quanto maior o nimero de alelos, maior
era a concentracdo desta proteina. Estes resultados mostram que os efeitos individuais
destes polimorfismos ndo sdo evidentes, porém em combinagdes apresentam um efeito
estatistico significante sobre os niveis inflamatérios. Com isso, mesmo que muitos
destes polimorfismos ndo tenham sido considerados como um fator de risco para a
obesidade, diretamente, estes ainda podem estar relacionados com o desenvolvimento
de inflamag&o nos obesos.  Assim, um estudo mais amplo, correlacionando a
expressao destes genes e a producdo destas citocinas frente aos polimorfismos, podem
auxiliar no melhor entendimento dos efeitos que eles podem ter sobre a obesidade e
ajudar a tracar um perfil mais claro de risco de desenvolvimento de inflamagéo
observado entre os obesos. Além disso um estudo estratificado por etnias também pode

auxiliar e evidenciar resultados interessantes em relacédo as analises aqui apresentadas.
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6. Conclusodes

A obesidade ¢ uma patologia que tem crescido ao longo dos anos e deve ser
tratada como um caso de saude publica, pois esta pode favorecer o aparecimento de

problemas graves no individuo, tais como, o desenvolvimento de diabetes e hipertensao.

Em nossos resultados, quando comparamos obesos e eutréficos foram
observadas diferencas significativas em relacdo aos polimorfismos do gene que
codificam a |leptina, evidenciando que esta adipocina € importante para o
desenvolvimento da obesidade, muito provavelmente relacionada a expressdo desta

adipocina.

Com relacéo aos polimorfismos das principais citocinas inflamatérias, em nosso
estudo ndo foram observadas diferencas significativas entre obesos e eutréficos.
Contudo, os polimorfismos, dos genes TNF, IL6, IL10 e CCL2 mostraram uma
associacdo significativa com variaveis bioquimicas e antropométricas, mostrando que
essas citocinas podem atuar na via que regula estas variaveis. Isto sugere que estas
citocinas ndo somente participam da regulacdo da inflamacdo, como também podem

atuar no metabolismo e com isso contribuir para o desenvolvimento da obesidade.

Por fim, quando analisamos a soma dos alelos considerados teéricos de risco em
nosso estudo e correlacionamos com a inflamacgdo baseada na faixa de concentracédo de
PCR, observamos que, quanto maior o numero de alelos dos polimorfismos estudados
maior seria a faixa de inflamagéo, sugerindo que estes polimorfismos podem estar

envolvidos com o desenvolvimento da inflamacéo nos obesos.

Desta forma, concluimos que, embora, muitos dos polimorfismos aqui estudados
ndo seja um fator determinante para a obesidade, estes podem estar relacionados com
variaveis importantes, ndo somente para a obesidade, como também para outras doencas
e com isso podem ser um fator de risco para tal. Estes também podem estar relacionados
com o aumento do grau de inflamag&o visto em obesos e que consequentemente podem

ocasionar o desenvolvimento de doencas graves, como diabetes tipo 2.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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Ministério da Saude FIOCRUZ

FIOCRUZ Instituto Oswaldo Cruz

Fundagdo Oswaldo Cruz Laboratério de Genética Humana

POLIMORFISMOS MOLECULARES EM GENES ASSOCIADOS A OBESIDADE E SINDROME METABOLICA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Apresentacgao do estudo

O estudo de Polimorfismos Moleculares em Genes Associados a Obesidade e Sindrome
Metabdlica é uma pesquisa que visa analisar aspectos genéticos, imunoldgicos e bioquimicos
em individuos que apresentam disturbios no metabolismo que podem resultar em doengas
cronicas relacionadas e que tem acometido um grande numero de brasileiros nos ultimos
anos, principalmente a populacdo adulta. Entre estas patologias podemos citar a obesidade e a
sindrome metabdlica (SM), que sdo fatores de riscos para o desenvolvimento de doencas mais
severas como as doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo Il e obesidade mdrbida.

Objetivos do estudo

O estudo investigard fatores que podem levar ao desenvolvimento dessas doencgas, ou
0 seu agravamento, podendo contribuir para a melhor compreensdo e desenvolvimento de
novas formas de prevencdo e tratamento. Os fatores investigados incluem aspectos
relacionados aos habitos de vida, historico familiar, trabalho, lazer e saude em geral, além de
fatores de riscos genéticos. Para este ultimo se propdem o estudo de polimorfismos de genes
relacionados com a regulacdo da fome, com o balango energético, com o metabolismo de
lipidios e com a diferenciagdo de adipécitos, tendo como finalidade analisar uma possivel
associacao destes polimorfismos com o desenvolvimento de obesidade e SM. A anadlise de
genes candidatos podera ajudar a aumentar o conhecimento sobre as bases dos mecanismos
energéticos, a compreensdo dos fatores genéticos que predispéem ao desenvolvimento destas
patologias, além das doengas mais graves correlacionadas (citadas anteriormente). O estudo
também se propde a estabelecer a prevaléncia e a definir os perfis de risco para o
desenvolvimento destas morbidades.

Instituigdes envolvidas no estudo

O projeto sera desenvolvido no Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz em colaboracgdo com a Policlinica da Caixa de Assisténcia Oswaldo Cruz (FioSaude)
e o Laboratdrio de Imunofarmacologia/IOC/Fiocruz. O estudo esta sob a coordenacdo da Dra.
Giselda Maria Kalil de Cabello do Laboratdrio de Genética Humana/IOC.

Participacao do estudo

Os participantes que preencherem o0s critérios diagnosticos de sindrome
metabolica, obesidade morbida ou no caso dos voluntéarios sadios, aqueles que nao
apresentem nenhuma dessas patologias, serdo cadastrados e uma ficha clinica sera
preenchida apos a leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Em
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seguida, amostras de sangue total serdo coletadas e utilizadas para as analises genéticas
e testes imunobioquimicos. O total de sangue coletado serd de aproximadamente 10 ml
e ndo traz nenhuma inconveniéncia para adultos, apenas um leve desconforto pode
ocorrer associado a picada da agulha. Os exames clinicos (medida de peso, altura, altura
e circunferéncias), os testes imunobioquimicos fazem parte da rotina médica e nenhum
deles é invasivo ou emite radiacdo. As analises genéticas sdo realizadas a partir do DNA
extraido a amostra de sangue e além de ndo trazer nenhum risco, serdo observadas as
normas vigentes para Pesquisa em Seres Humanos segundo a resolu¢do do Ministério
da Satde 196/96. O material bioldgico coletado (sangue) sera encaminhado para o
Laboratdrio de Genética Humana, do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Em casos excepcionais pode ser solicitada pela equipe de pesquisa uma segunda
coleta, caso o material ndo seja suficiente ou sofra algum tipo de alteracdo (coagulacéo,
hemolise, degradacao) ou ainda para a realizacdo de novos exames ou analises genéticas
ndo previstos inicialmente, com o objetivo de fornecer informacdes adicionais para o
estudo, sem que isto acarrete nenhum prejuizo ou risco para a salde do paciente, exceto
aqueles relacionados com a retirada rotineira de sangue como j& colocado
anteriormente. Em qualquer das situacGes, sua participacdo ndo € obrigatoria e o Sr./a
ndo ter4 nenhum prejuizo caso ndo venha aceitar repetir ou realizar estes procedimentos.

Armazenamento de material bioldgico e dados clinicos

As amostras de sangue encaminhadas serdo armazenadas como &cido
desoxirribonucleico (DNA), soro e aliquotas de excedentes de sangue, que serdo
estocadas para a pesquisa por um prazo minimo de cinco (10) anos. Cada amostra de
material biolégico fard parte de um banco de amostras identificadas por cddigos
especificos que garantirdo o sigilo e a confidencialidade das informacgdes. As
respectivas fichas de dados clinicos e TCLE serdo arquivadas em um banco de dados
contendo as informagfes clinicas e epidemioldgicas, sob a responsabilidade do
Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, de acordo com
os requisitos da Resolucdo CNS 441 de 12 de Maio de 2011. Serdo respeitadas as
normas vigentes para Pesquisa em Seres Humanos segundo a resolu¢do do Ministério
da Saude 196/96, especialmente relevantes a menores e aos estudos de carater genético.

Seu direito como participante

Sua participacdo no projeto € inteiramente voluntaria, sendo importante a
participacdo em todas as etapas do estudo. Entretanto, se quiser, poderd deixar de
responder a qualquer pergunta durante a entrevista, recusar-se a medir-se ou retirar
sangue e solicitar a substituicdo do/a entrevistador. Os individuos que se opuserem a
ingressar no projeto, ou que quiserem se retirar do mesmo, ndo sofrerdo nenhum tipo de
penalidade referente ao seu atendimento clinico, acesso a tratamentos disponiveis, ou
acesso a qualquer outro tipo de atividade assistencial e/ou de pesquisa que por ventura
possam existir no futuro.
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N&o haverd qualquer pagamento pela participacdo, pelo transporte e/ou
alimentacdo; e todos os procedimentos serdo inteiramente gratuitos. Os resultados,
normais ou alterados, serdo entregues aos medicos responsaveis que se comprometem a
entregar a cada voluntario participante; os resultados serdo utilizados com fins
cientificos, podendo ser publicados em revistas cientificas, sem qualquer identificacdo
do participante. Na eventualidade de um resultado que indique um perfil de risco
elevado para as patologias estudadas, o0 médico responsavel sera informado para que
uma abordagem terapéutica disponivel seja adotada. Todos os resultados disponiveis
somente serdo veiculados a partir da autorizagdo dos participantes neste termo de
consentimento, como também se mantera o anonimato destes de acordo com as normas
de Pesquisa em Seres Humanos (resolucdo 196/96 do Ministério da Saude).

Reafirmamos que todas as informacdes obtidas serdo confidenciais, identificadas
por cddigos, garantindo o anonimato. Elas serdo utilizadas exclusivamente para fins
cientificos e serdo armazenados com seguranca, tendo acesso apenas 0s pesquisadores
envolvidos no projeto. Em nenhuma hipotese serd permitido o acesso a qualquer pessoa
que ndo faca parte do grupo de pesquisa as informacGes individualizadas, incluindo
empregadores, seguradoras ou superiores hierarquicos.

Uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido lhe sera entregue
e sua assinatura a seguir significa que o/a Sr/a leu e compreendeu todas as informacdes
e concorda em participar da pesquisa. As informagdes contidas neste TCLE visam firmar
acordo por escrito, mediante o qual o sujeito objeto de pesquisa, autoriza sua participacdo, com
pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera, com
capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coagéo.

Nome do participante

Documento de identidade Data de nascimento /]

Enderego:

CEP

Telefone para contato

Declaro, por meio deste termo, que concordei em participar do projeto de pesquisa -
Polimorfismos moleculares em genes associados a obesidade e sindrome metabolica
- que serd desenvolvido no Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz. Fui informado (a) que a pesquisa é coordenada pela Dra. Giselda Maria
Kalil de Cabello, a quem poderei contatar a qualquer momento que julgar necessario
através dos telefones (21) 3865-8213/3865-8214/3865-8192 ou  e-mail
gkalil@ioc.fiocruz.br. Estou ciente de que serad necessaria a retirada de uma amostra de
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sangue, que a coleta de sangue segue rotinas padronizadas e sera realizada, assim como
todos os procedimentos da pesquisa, por pessoal capacitado e treinado, supervisionado
por profissional qualificado, que poderd orientar-me no caso de divida, ou ocorréncia
de alguma eventualidade. Também fui informado de que serdo preenchidos formularios
contendo dados clinicos e pessoais e que 0s mesmos serdo mantidos em sigilo.

Afirmo que aceitei participar por minha propria vontade, sem receber qualquer tipo de
pagamento e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. O
meédico responsavel pelo meu acompanhamento me deu todas as orientagBes sobre esta
pesquisa e entendi que se trata de uma pesquisa para estudar uma possivel associacao de
genes com o desenvolvimento de obesidade e sindrome metabdlica. Fui informado que
uma ficha clinica sera preenchida apos a leitura e assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido. Também fui informado que serdo coletados 10mL de sangue no
antebraco, com agulha e seringa descartaveis e estéreis, antecedido por higienizacédo
local (O local da puncdo pode ficar dolorido por alguns minutos — é aconselhavel
exercer uma certa pressdo neste local por aproximadamente 3 minutos apos a coleta);
que o sangue sera utilizado para extracdo de DNA para avaliar a presenca de variagdes
genéticas e que os dados gerados pela analise genética ndo serdo divulgados
nominalmente e sim sob a forma de frequéncia, garantindo o anonimato. Esse material
ficard armazenado em um banco de dados e somente sera utilizado para futuros projetos
mediante nova submissdo e aprovacdo do Comité de Etica da Instituicdo, bem como a
concordancia por escrito. Me foi informado e garantido que a assisténcia médica nédo
sera modificada em funcdo da aceitagdo ou ndo em participar desta pesquisa e que posso
desistir em qualquer momento da minha participagdo sem que isto interfira em
tratamento futuro. Na eventualidade de um resultado que indique um perfil de risco
elevado para as patologias estudadas, 0 médico responsavel sera informado para que
uma abordagem terapéutica disponivel seja adotada.

Estou ciente de poder fazer quaisquer perguntas a qualquer momento e que a coleta nédo
acarretard nenhum prejuizo ou risco para minha salde, exceto aqueles relacionados com a
retirada rotineira de sangue. Sei que esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em
Pesquisa Humana do Instituto Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz 10C), a saber: Avenida Brasil 4036
— Sala 705 (Prédio da Expansdo) — Manguinhos — RJ — CEP: 21040-360 — Tels: (21) 3882-9011
Fax: (21) 2561-4815 — E-mail: etica@fiocruz.br e cepfiocruz@ioc.fiocruz.br.

Declaro que li entendi o que me foi explicado, concordo em participar desta pesquisa e
concordo que as amostras de sangue colhidas, bem como os dados clinicos, sejam armazenadas
para analises sobre as doencas cronicas em estudo, ndo sendo necessario que eu seja
consultado/a toda vez que forem utilizadas de acordo com 0s objetivos definidos no protocolo
original da pesquisa.

Sim() Né&o()

Assinatura:

Rio de Janeiro, / /
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Nome do Sujeito da Pesquisa:

Assinatura do Sujeito da Pesquisa

Nome do/a Entrevistador/a:

Assinatura do/a entrevistador/a
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Ficha de Dados do Paciente



Laboratério de Genética Humana — Instituto Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4365, CEP:210440-360 Rio de Janeiro, RJ. Brasil 113
Pavilhdo Lednidas Deane, 62 andar, salas:611/613/615
Tel.: (021)3865-8213/3865-8214

FIOCRUZ
Datadecoleta:  / /  Unidade Hospitalar:
Médico responsavel: CRM:
Telefone p/contato: E-mail:

Nome do Paciente:

Dados do Paciente

Prontuario:

Data de Nascimento: / /

Sexo: ( )JF( )M Cor referida: ( ) Branca ( ) Preta ( ) Parda ( ) Amarela ( ) Indigena

( ) Sem Classificacdo ( ) Outra Qual?
Endereco:
CEP: Profissao:

Historia Clinica:

Bairro:

Telefone:

Idade: Tabagismo:( )S ( )N

Pratica de Atividade Fisica: ( )S ( )N

Historia Pregressa de Hipertensdo: ( )S ( )N

Diabetes:( )S ( )N | Diabetes Gestacional:( )S ( )N

Doenga arterial coronariana:

()S ()N Sindrome de Ovario Policistico: ( )S ( )N

Historia Familiar de Hipertensdo: ( )S ( )N

Historia Familiar de Diabetes: ( )S ( )N

Historia Familiar de doencgas cardiovasculares: ( )S ( )N

Quem?

Uso de medicamentos hiperglicemiantes: ( )S ( )N

Quais?

Ganho de peso no ultimo ano: ( )S ( )N

Quantos aproximadamente?

Obesidade infantil: ( )S ( )N

Obesidade na gravidez: ( )S ( )N

Obesidade apds menopausa: ( )S ( )N




Dados Antropométricos:

Dados Laboratoriais:
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Parametro

Avaliagao

Peso

Bioquimica

Valor

Altura

Glicemia de Jejum

IMC

Circunferéncia Abdominal

Insulina

Circunferéncia do Quadril

Colesterol Total

Razdo Cintura/Quadril

Pressdo Arterial

HDL-colesterol

Circunferéncia do pescoco

Triglicérides
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Formulario dos Pacientes.



Caro amigo (a),

Vocé esta recebendo um material desenvolvido com o objetivo de conhecer melhor os
portadores de obesidade moérbida da nossa cidade. Os conhecimentos obtidos através da analise da
resposta de vocés serao Uteis para que no futuro possamos empreender esforgo a fim de melhorar o

atendimento de vocés por parte do servigo publico.
Por favor, leia com atencdo as perguntas e responda com calma. Qualquer duivida pergunte a
algum dos profissionais da equipe. Lembramos que as respostas devem ser individuais e serao mantidas

no mais absoluto sigilo.
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Obrigado
Nome: Data de Nascimento:___ / [/
Formulario para o Paciente
Estado civil QO solteiro (a) | casado (a) |(O Separado (a) ou divorciado (a) | Viuvo (a) | Outro
Cor (O Branca (O Negra | Parda | Amarela | Indigena (O ooutra
Nacionalidade
Ocupagio QO Estuda (O Estuda e trabalha fora | Trabalhafora [(O Dolar |() Aposentado

(O Aposentado por doenca

(O Sem ocupagdo
(ndo aposentado)

Escolaridade |() Analfabeto [(O 12 Grau O 12Grau O 22Grau | 22 Grau completo (até
incompleto completo incompleto a 32 Série do 22 Grau)
(O Superior incompleto (O Superior (O Pés-Graduagio (O Pés-Graduagdo
completo Incompleta completa

Esta trabalhando atualmente? (O Sim () Nio

Se nao estiver trabalhando, é a obesidade que atrapalha vocé a conseguir trabalho? O sim O Nso

Precisa operar? O simQ N3o O N3o sei

OBS.:

Ha quanto tempo estda esperando pela cirurgia?

mese

S anos

(O N3o iré operar

O 13 operou

Em que fase da vida comegou o seu problema de excesso de peso? (escolher até 2)

O infancia

QO adolescéncia

(O logo apés o casamento

O durante a gestacio

O durante a amamentaggo
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(O Quando interrompeu atividade fisica O Quando parou de fumar O Quando usou um medicamento

O Apds uma cirurgia O Apds a menopausa O Apds uma situacdo muito dificil que passou (perda de alguém,
acidentes ou trauma)

(O N3o tenho problema com excesso de peso

Qual o principal motivo para vocé ter engordado? (Escolha apenas uma opc¢ao)

QO Porque come demais. |(O Porque tem tendéncia | Porque n3o faz exercicios

muito forte para engordar.

Vocé esta no seu peso maximo?  |O Sim (O Nao, ja fui mais pesado no passado.

(O Porque acha que é
genético

Se nao estiver no peso maximo, qual teria sido?

Qual é o seu principal motivo para querer emagrecer? (escolha apenas um deles)

(O Melhorar a aparéncia |(O Melhorar a satide | Facilitar as tarefas do dia a Se sentir melhor perante a

dia. sociedade
Vocé tem casos de obesidade na familia? O sim O Nzo
O M3ze O Ppai QO Filho (a) QO Irm3o (a) O Avés maternos | Avéds paternos
Diabetes? |(O Sim |(O N3o | Pressdoalta? | Sim |(O Nio | Colesterol alto? O sim (O Nso

Quantos remédios vocé toma por dia?

Vocé toma algum desses remédios? OsimO N3o

O Amaryl O Minidiab | O Glifage (O Dimefor QO Glucoformin O Glucobay QO Aglucil

(O Acarbose | Novonorm |O Prandin  [O Gluconorm O Starlix

O Diabinese {O Daonil O Lisaglucon O Diamicron Outros?




