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RESUMO 
 
O sistema imune tem um papel fundamental na defesa do organismo e na 
manutenção da homeostase. Há várias décadas tem se investigado a sua 
participação na quebra da homeostase metabólica pelo desencadeamento da 
resposta inflamatória mediante excesso no consumo de nutrientes e de 
desequilíbrio de componentes do metabolismo lipídico e de glicose. O presente 
estudo teve por objetivo avaliar a influência de 21 polimorfismos em 10 genes 
codificantes de componentes do sistema imune e da resposta inflamatória 
(TLR2, TLR4, NFKB1, NFKBIA, NLRC4, CARD8, NEK7, TNF, IL6 e IL1B) em 
variáveis antropométricas (índice de massa corporal (IMC), circunferência de 
cintura (CC), de quadril (CQ) e abdominal (CA), percentual de gordura corporal 
(GC)) e variáveis bioquímicas (glicose, insulina, LDL-C, HDL-C, triglicerídeos 
(TG), colesterol total (CT), HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment for Insulin 
Resistance), QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Index), adiponectina 
e visfatina) em duas amostras independentes: 158 crianças e adolescentes e 
115 adultos. Os polimorfismos foram genotipados através da tecnologia 
Sequenom MassArray iPLEX. As comparações de médias das variáveis 
analisadas foram realizadas através do teste t ou Mann Whitney. Para verificar o 
efeito dos polimorfismos sobre as variáveis de interesse foram utilizadas 
análises de regressão logística ou regressão linear múltipla. Dos 21 
polimorfismos analisados, 16 apresentaram associação com pelo menos uma 
variável de interesse. Para as variáveis antropométricas foram encontradas 
associações entre: IMC e os polimorfismos rs13105517 (TLR2); rs1927911 e 
rs1554973 (TLR4), rs1800629 (TNF) e rs3755867 (NFKB1); CQ e o SNP 
rs3755867 (NFKB1); GC e os polimorfismos rs385076, rs455060 (NLRC4), 
rs3755867 (NFKB1) e rs3917356 (IL1B). Para as variáveis do metabolismo de 
glicose foram encontradas associações entre: níveis de glicose e os 
polimorfismos rs3138053 (NFκBIA), rs7258674 (CARD8) e rs6671879 (NEK7); 
os valores de HOMA-IR e os polimorfismos rs13105517 (TLR2) e rs1927911 
(TLR4); os valores de QUICKI e os polimorfismos rs13105517 (TLR2), rs212704 
(NLRC4) e rs2069845 (IL6); os níveis de insulina e os polimorfismos rs212704 
(NLRC4) e rs455060 (NLRC4). Para os parâmetros do metabolismo lipídico 
foram encontradas associações entre: níveis de LDL-C e os polimorfismos 
rs1554973 (TLR4), rs2069845 (IL6), rs3755867 (NFKB1) e rs6671879 (NEK7), 
níveis de HDL-C e os polimorfismos rs13105517 (TLR2) e rs7258674 (CARD8), 
níveis de CT e os polimorfismos rs3804099 (TLR2), rs6671879 (NEK7) e 
rs2069845 (IL6) e os níveis de TG e os polimorfismos rs1800629 (TNF), 
rs3138053 (NFKBIA), rs3804099 (TLR2), rs6509366 (CARD8) e rs6671879 
(NEK7). Para as adipocinas mensuradas foram encontradas associações entre: 
adiponectina e os polimorfismos rs3138053 (NFKBIA) e rs696 (NFKBIA); 
visfatina e o SNP rs3138053 (NFKBIA). Associações aqui encontradas 
contribuem com o conhecimento a respeito da relação entre componentes da via 
inflamatória e os parâmetros antropométricos e bioquímicos e oferecerem 
evidências para futuras investigações sobre o mecanismo subjacente a essa 
relação.  

Palavras-chave: sistema imune, resposta inflamatória, metabolismo, 
polimorfismos. 



ABSTRACT 

The immune system plays a key role in organism defense against pathogens and 
in homeostasis maintenance.  For several decades immune system participation 
in the disruption of the metabolic homeostasis by triggering of inflammatory 
response when facing high intake of nutrients and imbalance of lipid and glucose 
metabolism. The aim of the present study was to investigate the effects of 21 
polymorphisms on 10 immune system and inflammatory response components 
coding genes (TLR2, TLR4, NFKB1, NFKBIA, NLRC4, CARD8, NEK7, TNF, IL-6 
and IL1B) over anthropometric variables (body mass index (BMI), waist 
circumference (WC), hip circumference (HC), abdominal circumference (AC), 
body fat percentage (fat) and biochemical variables (glucose, insulin, LDL-C, 
HDL- C, triglycerides (TG), total cholesterol (TC), HOMA-IR (Homeostatic Model 
Assessment for Insulin Resistance), QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity 
Check Index), adiponectin and visfatin) in two independent samples: 158 children 
and adolescents and 115 adults. The polymorphisms were genotyped using 
Sequenom MassArray iPLEX technology. Mean comparisons of the variables 
analyzed were performed by t test or Mann Whitney test. To verify the effect of 
the polymorphisms over the variables analyzed, logistic regression or multiple 
linear regression analyzes were performed. Of the 21 polymorphisms analyzed, 
16 were associated with at least one variable of interest. For the anthropometric 
variables were found associations between: BMI and polymorphisms rs13105517 
(TLR2), rs1927911, rs1554973 (TLR4), rs1800629 (TNF) and rs3755867 
(NFKB1); HC and SNP rs3755867 (NFKB1); fat and polymorphisms rs385076, 
rs455060 (NLRC4), rs3755867 (NFKB1) and rs3917356 (IL1B). For the variables 
of glucose metabolism, associations were found between: glucose levels and the 
polymorphisms rs3138053 (NFκBIA), rs7258674 (CARD8) and rs6671879 
(NEK7); the HOMA-IR index and the polymorphisms rs13105517 (TLR2) and 
rs1927911 (TLR4); the QUICKI index and the polymorphisms rs13105517 
(TLR2), rs212704 (NLRC4) and rs2069845 (IL-6); insulin levels and 
polymorphisms rs212704 (NLRC4) and rs455060 (NLRC4). For the parameters 
of lipid metabolism, associations were found between LDL-C levels and 
rs1554973 (TLR4), rs2069845 (IL-6), rs3755867 (NFκB1) and rs6671879 
(NEK7); HDL-C levels and polymorphisms rs13105517 (TLR2) and rs7258674 
(CARD8); TC levels and polymorphisms rs3804099 (TLR2), rs6671879 (NEK7) 
and rs2069845 (IL-6) and TG levels and polymorphisms rs1800629 (TNF), 
rs3138053 (NFκBIA), rs3804099 (TLR2), rs6509366 (CARD8) and rs6671879 
(NEK7). For the adipokines measured, associations were found between: 
adiponectin and polymorphisms rs3138053 (NFκBIA) and rs696 (NFκBIA); 
visfatin and SNP rs3138053 (NFκBIA). Associations found here contribute to the 
knowledge about the relationship between components of the inflammatory 
pathway and the anthropometric and biochemical parameters and provide 
evidence for future investigations on the underlying mechanism of this 
relationship.  

Key-words: immune system, inflammatory response, metabolism, 
polymorphisms.  
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1 INTRODUÇÃO 

Inflamação é um processo adaptativo do organismo para combater 

potenciais estímulos externos, protegendo contra infecção por patógenos ou 

componentes que possam interferir na homeostase. A quebra da homeostase 

metabólica, causada pelo excesso no consumo de nutrientes, especialmente 

gorduras saturadas e glicose, é potencial ativadora da resposta inflamatória. 

Além disso, o excesso na ingestão de alimentos pode levar à hipertrofia do 

tecido adiposo, fato este que recruta macrófagos para o local e gera a liberação 

de citocinas pró-inflamatórias (JIN; HENAO-MEJIA; FLAVELL, 2013; LACKEY; 

OLEFSKY, 2015). Esta resposta é muito bem orquestrada por diversas células 

do sistema imune, como células dendríticas e monócitos, além dos macrófagos 

(CHENG; JOOSTEN; NETEA, 2014). 

Células do sistema imune expressam receptores do sistema imune inato, 

os quais são responsáveis por reconhecer e ativar a resposta inflamatória. 

Essa ativação se dá pelo reconhecimento de PAMPs (pathogen associated 

molecular patterns) endógenos e exógenos e DAMPs (danger associated 

molecular patterns). Diversos DAMPs e PAMPs, derivados de componentes da 

dieta e também das bactérias da flora intestinal (LPS-lipopolissacarídeos), têm 

sido capazes de ativar os dois principais receptores, os TLRs (toll-like 

receptors) e os NLRs (nod-like receptors), também conhecido como 

inflamossomo. Primeiramente, o excesso de nutrientes, LPS, ácidos graxos 

saturados e cristais de colesterol podem ativar TLR2 (toll like receptor 2) e 

TLR4 (toll-like receptor 4), desencadeando a cascata e levando à ativação do 

inflamossomo NLRP3 (NLR family pyrin domain containing-3), culminando na 

liberação de IL-1β (interleucina 1 beta).  

Além disso, TLRs são capazes de ativar a via de NF-κB (nuclear fator 

κB), o que resulta no aumento da expressão de diversas citocinas, como TNF 

(tumor necrose fator), IL-6 (interleucina-6), IL-1β e de componentes do 

inflamosssomo (JIN; HENAO-MEJIA; FLAVELL, 2013; LACKEY; OLEFSKY, 

2015; RANKIN; ARTIS, 2018). Grandes quantidades de citocinas pró-

inflamatórias são liberadas neste processo e podem prejudicar a sinalização da 

insulina, devido à fosforilação em sítios inibitórios de IRS-1 (insulin receptor 

substrate 1), além de ser um fator de risco para o desenvolvimento da 
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aterosclerose, por auxiliar na formação das placas ateroscleróticas. Aumento 

da expressão de citocinas, como TNF, tem sido associado a distúrbios, como 

obesidade (HOTAMISLIGIL et al., 1995), aterosclerose (MCKELLAR et al., 

2009) e diabetes (HAMEED et al., 2018).  

Polimorfismos nos genes dos receptores da resposta imune inata e 

também das citocinas pró-inflamatórias também têm sido associados a 

distúrbios metabólicos. Principalmente os que se localizam na região promotora 

do gene, pois podem aumentar a expressão destes componentes, como, 

rs1800629 (TNF), cujo alelo A parece ser responsável por aumentar a 

expressão de TNF (KARIMI et al., 2009). Este polimorfismo foi associado com 

obesidade (BRAND et al., 2001) e também influenciou os níveis de 

triglicerídeos em resposta à dieta mediterrânea (GOMEZ-DELGADO et al., 

2014). 

Considerando a relevância da via inflamatória para o metabolismo, o 

presente estudo teve por objetivo verificar o efeito de polimorfismos em genes 

codificantes de componentes da via inflamatória (TLR2, TLR4, NFKB1, 

NFKBIA, NLRC4, CARD8, NEK7, TNF, IL-6 e IL1B) sobre variáveis 

antropométricas (peso, altura, circunferência abdominal, de cintura e de quadril 

e porcentagem de gordura) e bioquímicas (glicemia, insulina, HDL-C, LDL-C, 

triglicerídeos, colesterol total, HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment for 

Insulin Resistance), QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Index), 

adiponectina e visfatina) em duas amostras independentes, uma delas 

constituída de 158 crianças e adolescentes e a outra de 115 adultos. Também 

foi realizado um estudo longitudinal com a amostra de crianças e adolescentes 

submetidas a um programa de exercícios físicos. Neste estudo longitudinal, foi 

investigada a influência destes polimorfismos sobre a variação observada nas 

variáveis antropométricas e bioquímicas em resposta ao exercício.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar os efeitos de polimorfismos nos genes da via inflamatória 

(TLR2, TLR4, NFKB1, NFKBIA, NLRC4, CARD8, NEK7, TNF, IL-6 e IL-1β) 

sobre variáveis metabólicas (antropométricas e bioquímicas).  

 2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Investigar os efeitos dos SNPs sobre as variáveis metabólicas 

(antropométricas e bioquímicas) em duas amostras independentes: 

crianças e adolescentes; e adultos. 

 

2) Por meio de estudo longitudinal, investigar a influência dos 

polimorfismos sobre a variação observada nas variáveis 

antropométricas e bioquímicas em resposta ao exercício em uma 

amostra de crianças e adolescentes participantes de um programa 

de exercícios físicos.  

 

3) Testar os diferentes modelos de interação alélica para cada um dos 

SNPs e o seu efeito sobre as variáveis metabólicas (antropométricas 

e bioquímicas). 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 SISTEMA IMUNE E O METABOLISMO 

As adaptações do sistema imune conferem a capacidade de combater  

infecções, danos teciduais, controlar o equilíbrio energético e ativação da 

resposta imune adaptativa. É preparado para reagir a fatores internos e 

externos e restaurar a homeostase do organismo garantindo sua sobrevivência 

(HOTAMISLIGIL, 2006). No entanto esse sistema de defesa tem alto custo 

energético e para manter as funções metabólicas normais dos organismos foi 

necessário garantir eficientes formas de aproveitamento desta energia, tanto no 

estoque quanto na produção de glicose. A capacidade de cooperação destes 

dois sistemas na proteção do organismo contra patógenos, na resposta a 

oscilações energéticas ambientais e na conservação metabólica de energia, se 

mostrou altamente vantajoso para o aumento da sobrevivência 

(HOTAMISLIGIL, 2017; ZMORA et al., 2017).  

No entanto, os organismos se adaptaram a poupar energia, visando 

garantir  a manutenção da sobrevivência e não para a abundância de 

nutrientes da forma que temos hoje. O excesso na ingestão, principalmente de 

alimentos ricos em gorduras saturadas e açúcar pode desencadear uma 

extensa reação inflamatória, como parte da adaptação do organismo a 

flutuações energéticas (ZMORA et al., 2017). Além disso, como resultado da 

supernutrição ocorre uma rápida expansão do tecido adiposo, o qual libera na 

circulação ácidos graxos livres (AGLs), podendo desencadear a resposta 

inflamatória.  

No entanto, com a liberação de AGLs e também com o excesso de 

nutrientes, o estímulo é constante e a resposta imune é sempre desencadeada. 

Isso pode levar ao estado inflamatório crônico, e ser responsável pelo 

desenvolvimento de diversas doenças metabólicas como a diabetes tipo 2, 

doença do fígado gorduroso não alcoólico e aterosclerose. (LEE; WOLLAM; 

OLEFSKY, 2018; REILLY; SALTIEL, 2017).  

A relação entre sistema imune e metabolismo é conservada entre as 

espécies. O exemplo mais conhecido, o corpo gorduroso (“fat body”) em 
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Drosophila é uma estrutura homóloga ao fígado, sistema imune e tecido 

adiposo de mamíferos. O corpo gorduroso tem função de agir como sensor de 

nutrientes e detectar infecções. Nesta estrutura é produzido Eiger, o órtologo 

de Drosophila do TNF (fator de necrose tumoral). Ativação de Wenger (receptor 

de TNF) ou sinalização de TLR (toll-like receptor) resulta na inibição da ação da 

insulina através de JNK (c-jun amino terminal quinase K) e MyD88 (Myeloid 

differentiation primary response gene 88) (DIANGELO et al., 2009; 

HOTAMISLIGIL, 2017; WANG; BOHMANN; JASPER, 2005). Assim como em 

humanos, o excesso de alimentação ou dieta rica em açúcar resulta na 

resistência de Dilp (Drosophila insulin-like peptides) através da ação de JNK 

(FIGURA 1) (MORRIS et al., 2012; PASCO; LÉOPOLD, 2012). Além disso, a 

ação de Eiger através de Grindewald (outro receptor de TNF de Drosophila) 

controla o tamanho corporal durante a privação de alimento. Entretanto, o 

bloqueio de Grindewald do corpo gorduroso impede o desenvolvimento da 

hiperglicemia em uma dieta rica em açúcar (AGRAWAL et al., 2016).  

Este exemplo mostra a importância do desenvolvimento de um sistema 

que se adapte a fatores externos e que realize controle da homeostase. No 

entanto, apesar deste controle existir em drosófilas e em modelos como 

Caenorhabditis elegans e Danio rerio, nenhum deles se adaptou ao excedente 

de nutriente tal como nós seres humanos estamos experimentando atualmente 

(HOTAMISLIGIL, 2006, 2017). Fato este com estreita relação entre a comum 

ocorrência das mais diversas comorbidades relacionadas à alimentação e ao 

sedentarismo. Neste contexto, a obesidade tem sido um bom objeto de estudo 

já que se configura como um fator de risco para estas doenças.  
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FIGURA 1 - CONSERVAÇÃO DO SISTEMA IMUNE E METABÓLICO, COMPARAÇÃO 
ENTRE DROSÓFILAS E HUMANOS. 

 
 

 FONTE: HOTAMISLIGIL (2017) 
 

3.2 TECIDO ADIPOSO E HOMEOSTASE METABÓLICA 

A homeostase imune e metabólica requer a participação de diversos 

órgãos endócrinos, sendo o principal deles o tecido adiposo, o qual apresenta 

uma importante função na homeostase energética. É capaz de secretar 

citocinas chamadas de adipocinas que agem de forma local e sistêmica 

regulando diversas funções como controle da ingestão de alimentos, absorção 

de nutrientes, acúmulo de gordura, inflamação, entre outros (LAGO et al., 

2009). Esses fatos o tiraram da posição de um simples reservatório energético 

e isolante térmico e o colocaram na posição de órgão endócrino. 

O marco deste acontecimento foi a descoberta de leptina em 1994 

(ZHANG et al., 1994), uma citocina produzida principalmente pelo tecido 

adiposo, é a citocina mais bem estudada no contexto metabólico. O aumento 

do tecido adiposo ativa várias regiões do hipotálamo, promovendo um aumento 

nos níveis circulantes de leptina, a qual desencadeia uma resposta para 

redução na ingestão de alimentos e aumenta o consumo de energia. Da 

mesma forma, falta de leptina circulante, por restrição calórica ou exercício, 

promove um aumento no apetite e diminuição do gasto energético. Os níveis 

circulantes de leptina são proporcionais a massa corporal. Em obesos, os 
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níveis circulantes de leptina são elevados. No entanto esses indivíduos podem 

desenvolver a resistência a leptina sendo incapaz de aumentar a saciedade e 

regular o tamanho corporal (LAGO et al., 2009; STERN; RUTKOWSKI; 

SCHERER, 2016). Um possível mecanismo do desenvolvimento da resistência 

a leptina é devido a alta expressão de citocinas pró-inflamatórias, no excedente 

nutricional, tais como TNF, IL-6 (interleucina 6) e IL-1 (interleucina 1). Além 

disso, dieta rica em gordura ativa NF-κB (nuclear fator κB) e seu inibidor IKK 

(inhibitor of κB Kinase) através do aumento do estresse do retículo 

endoplasmático (CUI; LÓPEZ; RAHMOUNI, 2017).  

Leptina tem uma importante função no metabolismo lipídico não apenas 

no tecido adiposo, mas em outros órgãos como fígado e músculo. Diminuiu a 

lipogênese e aumenta a hidrólise de triglicerídeos e aumenta a oxidação de 

ácidos graxos. Age principalmente na supressão de SREBP-1c (sterol 

response element binding protein-1c) e ativação de AMPK (AMP-activated 

protein kinase) a qual inibe a lipogênese através da fosforilação de ACC-1 

(acetyl CoA carboxylase-1). Diminuição de ACC-1 inibe a atividade de CPT-1 

(carnitine palmitoyl transferase-1) e aumenta o transporte de ácidos graxos 

para a mitocôndria para realização da β-oxidação (LAGO et al., 2009; STERN; 

RUTKOWSKI; SCHERER, 2016). No fígado, parece regular os níveis de 

triglicerídeos VLDL (lipoproteína de muito baixa densidade), pois ratos 

knockout para o receptor da leptina no fígado apresentaram maiores níveis de 

VLDL circulantes (HUYNH et al., 2013; STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 

2016).  

Leptina também executa uma importante função na sensibilidade à 

insulina através da ativação de IRS-1 (insulin receptor substrate-1) e JAK2 

(janus kinase 2). Estes iniciam a sinalização através da via de PI3K 

(phosphatidylinositol 3-kinase), o qual induz a translocação de GLUT4 (glucose 

transporter 4) para a superfície da célula e induz a absorção de glicose 

(STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 2016). 

Adiponectina também é um citocina produzida no tecido adiposo, é 

associada à sensibilidade à insulina e aumento na oxidação dos ácidos graxos, 

possuindo efeito anti-diabetogênico e anti-aterogênico. Níveis circulantes de 
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adiponectina tendem a ser menores em obesos, seus níveis são aumentados 

com a perda de peso. Assim como a leptina, age via ativação de AMPK 

induzindo a oxidação de ácidos graxos via PPAR-α (peroxisome proliferator-

activated receptor), diminuindo os níveis de triglicerídeos acumulados no 

músculo e no fígado e, desta forma, aumentando a sensibilidade insulínica. 

Adiponectina estimula absorção de glicose através de GLUT4 via fosforilação e 

ativação de AMPK por aumento de Ca2+ citosólico (STERN; RUTKOWSKI; 

SCHERER, 2016). Além disso, adiponectina parece aumentar a produção 

hepática de apoA1 (apoliproteína A1) através do aumento da expressão de 

ABCA-1 (ATP-binding cassete transporter A1), o qual induz a formação de 

HDL, acarretando no transporte reverso de colesterol. Níveis de adiponectina 

são diretamente proporcionais aos de LPL (lipopreteína lipase), o qual hidrolisa 

triglicerídeos nas lipoproteínas ricas em triglicerídeos como VLDL e 

quilomicrons (CHRISTOU; KIORTSIS, 2013).  

Existem ainda outras adipocinas que regulam a atividade metabólica 

como a visfatina, ometina e resistina entre outras. A visfatina é secretada 

principalmente pelo tecido adiposo visceral, tem sua função ainda debatida, 

mas indícios sugerem sua atividade pró-inflamatória com ativação de TNF e IL-

6; seus níveis estão correlacionados com diminuída sensibilidade à insulina 

mediado por TNF (GOURANTON et al., 2014) e risco de doença oclusiva 

arterial periférica (PITOULIAS et al., 2017) entre outras (SADDI-ROSA et al., 

2010). A omentina secretada pela gordura visceral (omento) parece exercer 

uma função anti-inflamatória, inibindo a expressão de TNF. Níveis plasmáticos 

de omentina estão diminuídos em pacientes obesos e diabéticos (ALISSA et 

al., 2016; LESNA et al., 2015). E finalmente, a resistina, secretada 

principalmente pelas células mononucleares do sangue periférico e pelos 

macrófagos, foi descoberta em 2001 e sua função relacionada a obesidade. A 

administração de resistina em camundongos prejudicou a tolerância a glicose e 

ação da insulina (STEPPAN et al., 2001). Resistina foi capaz de induzir a 

inflamação observada na resistência insulínica através de mecanismo 

dependente de TLR4 (toll-like receptor 4) (JIANG et al., 2016). 

Essas e outras adipocinas exercem um papel fundamental na 

homeostase metabólica. No caso de desequilíbrio metabólico, com aumento da 
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inflamação local e sistêmica, seu papel pode exacerbar os efeitos das citocinas 

inflamatórias e prejudicar o metabolismo lipídico e de glicose. 

3.3 TECIDO ADIPOSO E INFLAMAÇÃO 

Vários mecanismos têm sido postulados para explicar o quadro 

inflamatório observado nos distúrbios metabólicos, especialmente a obesidade. 

Pode ser iniciado pelo excesso do consumo de nutrientes, principalmente 

ácidos graxos saturados e pelo aumento da permeabilidade intestinal, o qual 

libera componentes da flora intestinal como lipopolissacarídeos (LPS) 

provenientes da parede celular de bactérias Gram negativas. Outra 

possibilidade é através da rápida expansão do tecido adiposo, decorrente da 

hipertrofia dos adipócitos, causando hipóxia, ou seja, diminuição do aporte de 

oxigênio aos adipócitos podendo causar a morte e necrose. Além disso, os 

adipócitos hipertróficos liberam ácidos graxos livres que podem se acumular 

em tecidos ectópicos, causando lipotoxicidade (CHOE et al., 2016; REILLY; 

SALTIEL, 2017). 

Esses eventos podem atrair uma maior quantidade de macrófagos para 

a região. Tanto os adipócitos hipertróficos quanto os macrófagos neste 

contexto de desequilíbrio energético e metabólico secretam citocinas pró-

inflamatórias como TNF, IL-6, IL-1β (interleucina 1β) e quimiocina MCP-1 

(monocyte chemoattractant protein-1). Aumento na liberação destas citocinas 

leva a fosforilação da serina de IRS-1 através da via de sinalização de NF-κB e 

JNK resultando na resistência insulínica. Estes macrófagos com perfil pró-

inflamatório (M1) também apresentam maior expressão em sua superfície de 

receptores do sistema imune inato TLR2 (toll-like receptor 2) e TLR4. Tecido 

adiposo de pacientes obesos apresentam prioritariamente o perfil M1 enquanto 

em tecido adiposo saudável (magro) os macrófagos apresentam em maior 

quantidade perfil M2 (anti-inflamatório), esses secretam citocinas como IL-10 

(interleucina-10) e IL-4 (interleucina-4) e outras moléculas as quais tem 

propriedades imunossupressoras e são responsáveis pelo remodelamento do 

tecido adiposo e neutralização da inflamação (CASTOLDI et al., 2016).  
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3.4 SISTEMA IMUNE INATO E O METABOLISMO 

3.4.1 TLRs – Toll-like receptors 

São um grupo de receptores do sistema imune inato, PRR (pattern 

recognition receptors) mais conhecidos. Sua função é reconhecer padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) oriundos de microrganismos e 

padrões moleculares associados ao dano (DAMPs) decorrente de lesão 

tecidual.  São receptores transmembrânicos formados basicamente por um 

domínio extracelular com repetições ricas em leucina (LRR) responsável pelo 

reconhecimento de PAMPs/DAMPs e um domínio celular TIR (Toll-interleukin 1 

receptor), homólogo ao receptor de IL-1, que promove a sinalização 

downstream (MEDZHITOV, 2001). Em humanos, são conhecidos mais de 10 

tipos de receptores: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10, TLR11, TLR12 e 

TLR13 são encontrados expressos na superfície celular, enquanto TLR3, 

TLR7, TLR8 e TLR9 são encontrados em membranas endossômicas e do 

retículo endoplasmático (O’NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013). 

Reconhecimento de TLRs desencadeia uma via de sinalização que 

levará a ativação do fator de transcrição NF-κB ou pelo fator de transcrição AP-

1 (activator protein 1). Há duas vias principais de ativação de TLRs, sendo uma 

delas através da molécula adaptora MyD88, a qual pode se associar a 

molécula TIRAP (TIR domain containing adapter protein) e realizar o 

desencadeamento da resposta, culminando na liberação de citocinas pró-

inflamatórias como TNF e IL-6. E ainda, através de uma via independente de 

MyD88, através do recrutamento de TRIF (TIR domain containing adaptor 

induncing interferons) e TRAM (TRIF-related adaptor molecule), levando a 

produção de interferons do tipo 1 (interferon α e β) (FIGURA 2) (KÖNNER; 

BRÜNING, 2011; MEDZHITOV, 2001).  

TLR2 e TLR4 são os dois principais TLRs que tem demonstrado ter um 

papel fundamental no desenvolvimento de doenças metabólicas. TLR2 e TLR4 

são expressos em uma variedade de tipos celulares, principalmente células do 

sistema imune como células dendríticas e macrófagos. TLR4 é o TLR mais 

bem estudado, seu principal ativador são os LPS originados da microbiota 
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intestinal. Em macrófagos o ácido graxo constituinte do LPS é suficiente para 

ativar TLR4, mostrando o papel fundamental dos ácidos graxos nesta resposta. 

Além disso, a ativação de TLR4 através de LPS e por LDL modificado, 

pode ser responsável pelo primeiro sinal para início da resposta inflamatória 

que irá ativar outro PRR da família NLR (nod-like receptors), o NLRP3 (NLR 

family pyrin domain-containing 3), induzindo a produção de IL-1β. Na 

sequência, ocorre ativação de TLRs por LPS e ácidos graxos saturados, 

iniciando a cascata de sinalização de NF-κB que induzirá a expressão de TNF 

e IL-6 e MCP-1 (LACKEY; OLEFSKY, 2015).  

FIGURA 2 - VIA DE ATIVAÇÃO DE TLR4 

 

LEGENDA: TLR4 (toll-like receptor 4) consiste de um domínio LRR (repetições ricas em 
leucina) e um domínio intracelular TIR (toll-interleukin 1 receptor). TLR4 ativa MyD88 (myeloid 
differentiation fator 88) e vias dependente de TRIF (TIR intracelular  toll/IL1 receptor domain). 
As proteínas adaptadoras TIRAP (TIR domain-containing adpater protein) e TRAM (TRIF-
related adaptador molecule) são necessárias para ativação de MyD88, que irá desencadeará a 
cascata levando a ativação de IKK (inhibitor of NF-κB kinase) resultando na fosforilação de IκB 
(inhibitor of NF-κB) e na translocação de NF-κB para o núcleo. A ativação da via de MAPK 
(mitogen-activated protein kinase) resulta na ativação de AP-1 (activator protein 1). NF-κB e 
AP-1 controlam a expressão de citocinas pró-inflamatórias.  FONTE: KÖNNER; BRÜNING 
(2011). 

 

Por sua vez, TLR2 está mais relacionado ao reconhecimento de uma 

variedade de componentes de bactérias, fungos e vírus. Ambos, TLR2 e TLR4, 

podem ser ativados por ácidos graxos saturados (AGS), no entanto são 
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inibidos pelo ácido graxo poliinsaturado ômega-3. Além disso, os AGLs 

liberados na circulação também podem ser responsáveis pela ativação de 

TLRs. Fetuina-A, uma glicoproteína produzida no fígado, parece ser um 

importante mediador entre a AGL e TLR4, e em camundongos, a ausência de 

expressão de ambos, impediu a resistência insulínica mediada por AGLs (PAL 

et al., 2012). AGS parece ser um importante fator para desenvolvimento de 

resistência insulínica e a leptina pela ativação de TLR2, mas principalmente 

TLR4 desencadeando a sinalização de JNK e IKK. 

 Expressão de TLR2 e TLR4 tem sido associada a diversas doenças 

metabólicas, como a obesidade. Aumento de expressão de TLR2 e TLR4 foi 

associado a maiores níveis das citocinas TNF e IL-6 (AHMAD et al., 2012). 

TLR4 foi preferencialmente expresso em macrófagos nas placas 

ateroscleróticas tanto em humanos quanto em camundongos. Além disso, LDL 

modificado induziu a superexpressão de TLR4 nos macrófagos (XU et al., 

2001). TLR2 e TLR4 podem influenciar também o desenvolvimento de doenças 

infecciosas e doenças auto-imunes, como artrite reumatoide e lúpus 

eritematoso sistêmico.  

3.4.1.1 Genes TLR2 e TLR4 

O gene TLR2 se encontra no cromossomo 4 (4q31.3), apresenta 3 

éxons e o produto gênico possui 784 aminoácidos (GENECARDS) (FIGURA 

3)(GEORGEL; MACQUIN; BAHRAM, 2009). Polimorfismos neste gene têm 

sido associados com uma variedade de doenças inflamatórias e metabólicas.  

O polimorfismo rs5743704 (c.1892C>A) é uma variante de sentido 

trocado (Pro631His), o alelo A foi associado à predisposição para tuberculose e 

à proteção contra meningite. A alteração do aminoácido prolina para histidina 

impacta a via de sinalização, causando uma menor ativação de TLR2 

(ETOKEBE et al., 2010). Alelo G do polimorfismo rs1898830 (c.-147-616A>G) 

localizado na região intrônica de TLR2, confere proteção a diabetes tipo 2 

(HUANG et al., 2015) e susceptibilidade ao citomegalovírus (TANIGUCHI et al., 

2013).  
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Polimorfismo rs3804099 (c.597T>C) é uma substituição sinônima 

(p.Asn199=) que foi incluída neste estudo. O alelo T foi associado à 

susceptibilidade ao desenvolvimento da hanseníase (SANTANA et al., 2017), o 

genótipo TT conferiu maior risco ao desenvolvimento de câncer de colón em 

mulheres com idade inferior aos 50 anos (SEMLALI et al., 2018) e o genótipo 

CC foi relacionado à gravidade da aterosclerose coronariana (KUTIKHIN et al., 

2016). Apesar da variante sinônima não alterar a sequência de aminoácidos, 

pode afetar a expressão gênica. Possivelmente pelo desvio no uso de códons, 

que pode acontecer devido a menor disponibilidade do RNA transportador 

(RNAt) daquele códon específico (MILLER et al., 2018). 

FIGURA 3 - DESENHO ESQUEMÁTICO DA ESTRUTURA DO GENE TLR2 

 

FONTE: GEORGEL; MACQUIN; BAHRAM (2009) 

 

O gene TLR4 localiza-se no cromossomo 9 (9q33.1), possui 3 éxons e o 

produto gênico apresenta 839 aminoácidos (GENECARDS) (FIGURA 4). Vários 

polimorfismos têm sido descritos no gene TLR4. Alguns deles na região 

codificante como o rs4986791 (c.1196C>T), um polimrofismo de sentido 

trocado (Asp299Gly) associada com doenças cardíacas, neuropatia diabética e 

outras. O alelo C parece ter efeito protetor contra infarto do miocárdio e 

aterosclerose (KIECHL et al., 2002). Considerando o papel de TLR4 na 

diferenciação dos macrófagos em células espumosas estímulo por LDL 

modificado (XU et al., 2001), polimorfismos relacionados com o aumento da 

expressão de TLR4 também têm sido associados com doenças cardíacas. 

O polimorfismo rs1927911 está localizado na região intrônica (c.94-

787A>G). O alelo A tem sido associado a menor risco de infarto do miocárdio 

(ENQUOBAHRIE et al., 2008) e maior susceptibilidade a diabetes tipo 2 (PENG 

et al., 2015). O polimorfismo rs1554973 (c.260+9805T>C) localiza-se na região 
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3´UTR (untranslated region). O alelo C foi associado a maior susceptibilidade à 

colite ulcerativa e doença do intestino irritável (BANK et al., 2014). É possível 

que o alelo T confira menor estabilidade ao RNAm, diminuindo a expressão de 

TLR4, por consequência menor ativação de TLR4. Esses dois SNPs foram 

incluídos neste estudo. 

Polimorfismos que afetam a região reguladora do gene parecem 

impactar a expressão de TLR2 e TLR4 e causar uma menor ativação da 

sinalização, influenciando em uma menor liberação de citocinas inflamatórias. 

Esta condição pode ser responsável pela susceptibilidade a infecção por 

microrganismos e proteção contra o desenvolvimento de doenças como 

diabetes tipo 2. 

 

FIGURA 4 - DESENHO ESQUEMÁTICO DA ESTRUTURA DO GENE TLR4 

 

 FONTE: GEORGEL; MACQUIN; BAHRAM (2009).   
 

 

3.4.2 NOD-like receptors (NLRs) - inflamossomos 

Os inflamossomos, assim como TLRs, são PRRs (pattern recognition 

receptors). No entanto, diferente dos TLRs, constituem um grupo de receptores 

citosólicos. São constituídos por um complexo mutiproteico, formado por três 

domínios principais: LRR (leucine-rich repeat), responsável pelo 

reconhecimento de PAMPs ou DAMPs; o domínio central NACHT ou NBD 

(nucleotide binding domain), que promove a formação das estruturas 

oligoméricas; e um N-terminal PYD (pyrin domain) ou CARD (caspase 

recruitment domain) que promove a sinalização downstream. Um N-terminal 

CARD geralmente ativa cascatas levando à transcrição de genes pró-
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inflamatórios. Alternativamente, um N-terminal contendo PYD recrutará 

caspases pró-inflamatórias. As famílias podem ser subdivididas em NLRP ou 

NLRC de acordo com o N-terminal que possuem, ou seja, NLRP (PYD) e 

NLRC (CARD) (CONFORTI-ANDREONI; RICCIARDI-CASTAGNOLI; 

MORTELLARO, 2011; SCHRODER; TSCHOPP, 2010).  

A ativação dos inflamossomos por meio do reconhecimento de 

PAMPs/DAMPs levará à oligomerização e à formação do complexo que 

resultará na clivagem da pró-caspase-1 em caspase-1, esta por sua vez será 

responsável pelo processamento de pro-IL-1β e pró-IL-18 (interleucina-18) em 

suas formas ativas IL-1β e IL-18, levando a piroptose, uma forma de morte 

celular mediada por inflamação. São quatro tipos principais que se apresentam 

na estrutura de inflamossomo e requerem a ativação de caspase-1: NLRP1 

(NLR family pyrin domain-containing 1), NLRP3 (NLR family pyrin domain-

containing 3), NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4) e, por 

último, um membro não NLR, AIM2 (absent in melanoma 2) (SCHRODER; 

TSCHOPP, 2010). 

NLRP3 é o inflamossomo mais bem estudado no contexto metabólico. 

Sua ativação tem sido relacionada à patologia da aterosclerose, obesidade e 

resistência à insulina. Pode ser ativado por ácidos graxos livres (AGLs) e 

cristais de colesterol, que podem ser gerados pela internalização de LDL 

modificado. TLR4 inicia a sinalização através do reconhecimento de LPS, 

induzindo a expressão de NLRP3 através da ativação de NF-κB. A 

oligomerização de NLRP3 recruta a proteína adaptadora ASC (apoptosis-

associated speck-like protein containing CARD) e pro-caspase-1, 

desencadeando a ativação da caspase-1 e a maturação e secreção de IL-1β e 

IL-18 em suas formas ativas. A expressão de IL-1β prejudica a sensibilidade a 

insulina através da fosforilação da serina de IRS-1, dependente de JNK, 

impedindo a sinalização de PI3K-Akt nos órgãos alvo da insulina (GUO; 

CALLAWAY; TING, 2015; TSCHOPP; SCHRODER, 2010). Maiores níveis de 

IL-18 são relacionados à patogênese da aterosclerose, possivelmente pela 

ativação de células do sistema imune como macrófagos e células T, liberando 

interferons e outras citocinas inflamatórias (WANG et al., 2015). 
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A atividade de NLRP3 pode ser regulada por algumas moléculas, como 

CARD8 (caspase recruitment domain family member 8). Estudo inicial 

identificou o papel da família CARD na inibição da via de NF-κB através da 

interação com IκB (BOUCHIER-HAYES et al., 2001). Outro estudo demonstrou 

o papel de CARD8 na regulação de NF-κB e caspase-1 e na indução à 

apoptose (RAZMARA et al., 2002). Ito e colaboradores (2014) demostraram o 

papel de CARD8 como sendo um regulador negativo de NLRP3, através da 

inibição de ligação de ASC, impedindo a formação de NLRP3 (ITO; HARA; 

KUBOTA, 2014). A indução da expressão de CARD8 parece ser um fator 

protetor contra doenças inflamatórias. Apesar dos mecanismos envolvendo 

CARD8 ainda não terem sido totalmente elucidados, estes estudos 

demostraram seu papel na regulação negativa de possíveis indutores da 

inflamação. 

Mais recentemente, outro regulador de NLRP3 foi descrito, NEK7 ((never 

in mitosis Gene A)-Related Kinase 7) (HE et al., 2016). NEK7 é uma serina 

quinase com diversas funções celulares, especialmente relacionada à 

progressão do ciclo celular, na formação do fuso mitótico (MEIRELLES et al., 

2014). NEK7 é essencial para oligomerização de NLRP3, formação de ASC e 

ativação da caspase-1. Interage com NLRP3 através do domínio catalítico de 

NEK7 e do domínio LRR de NLRP3 e essa interação é independente da 

atividade quinase de NEK7. Este controle é dependente do efluxo de potássio, 

evento obrigatório na ativação de NLRP3. NEK7 também foi necessário para 

ativação de NLRP3 em macrófagos contendo a mutação R258W (NLRP3). 

Camundongos quimera selvagem, Nek7-/- ou Nlrp3-/- apresentaram menores 

níveis de IL-1β e, portanto, menor ativação de NLRP3. É possível que a 

diminuição do potássio intracelular cause mudanças na conformação de 

NLRP3 que permita NEK7 se ligar (HE et al., 2016; HE; HARA; NÚNEZ, 2016) 

(FIGURA 5). Por esse motivo, a maior expressão de NEK7 pode ser um risco 

para distúrbios inflamatórios. 
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FIGURA 5 - MECANISMO DE ATIVAÇÃO DE NLRP3. 

 

Legenda: A esquerda a ativação de NLRP3 NLRP3 (NLR family pyrin domain-containing 3),  se 
dá através da entrada de LPS (lipopolissacarídeos) no citosol que irá ativar caspase-11. Esta 
desencadeia a abertura do canal pannexin-1 que induzirá o efluxo de potássio necessário para 
oligomerização e ativação de NLRP3 através de NEK7 NEK7 ((never in mitosis Gene A)-
Related Kinase 7) e a liberação de IL-1β (interleucina-1 beta). A direita mecanismo 
independente do efluxo de potássio, a ativação se dá através do reconhecimento de LPS por 
TLR4 (toll-like 4) levando a transcrição de genes relacionados a resposta inflamatória como 
NLRP3. FONTE: HE; HARA; NÚÑEZ (2016).  

 

Algumas mutações no gene NLRP3 são responsáveis por doenças 

autoinflamatórias hereditárias conhecidas como inflamossopatias. Uma delas é 

a CAPS (cryopyrin-associated periodic fever syndromes), uma doença que 

apresenta manifestações cutâneas e neurológicas incluindo dor de cabeça, 

perda da audição e problemas visuais. E FCAS (familial cold autoinflammatory 

syndrome), que apresenta sintomas como febre, urticária e inflamações na 

conjuntiva após a exposição ao frio. Mutações na região que codifica domínio 

NACHT têm sido implicadas na etiologia de doenças, como R258W 

(Arg258Trp), V198M (Val198Met) e Q703K (Gln703Lys). Ambas as mutações 

estão relacionadas a liberação de grandes quantidades de IL-1β, responsáveis 
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pelas manifestações inflamatórias (CONFORTI-ANDREONI; RICCIARDI-

CASTAGNOLI; MORTELLARO, 2011; KEDDIE et al., 2018). 

O inflamossomo NLRC4 ativa a pró-caspase através da interação de 

CARD-CARD em resposta à infecção por Salmonella, flagelina e outros 

componentes bacterianos. A ativação de NLRC4 induz a montagem de um 

complexo formado com as proteínas NAIP (NLR, family, apoptosis inhibitory 

proteins). Ativadores de NLRC4 irão se ligar aos componentes NAIP e não 

diretamente a NLRC4. Em humanos, há apenas um tipo de proteína NAIP que 

reconhece T3SS (type 3 secretory system) bacteriano. T3SS é encontrado em 

uma grande quantidade de bactérias gram negativas. As proteínas NAIP 

ligadas, se oligomerizam com NLRC4 para formar o complexo ativador da 

caspase-1. A interação do domínio CARD de NLRC4 com CARD de caspase-1 

é suficiente para clivagem da pró-caspase-1 e posterior maturação de IL-1β e 

IL-18. No entanto ligação com ASC é requerida para aumentar a ativação da 

caspase-1 (GUO; CALLAWAY; TING, 2015; SHARMA; KANNEGANTI, 2016) 

(FIGURA 6). Kolb e colaboradores (2016) encontraram maior expressão de 

NLRC4 e liberação de IL-1, em pacientes obesas com câncer de mama. Uma 

possível explicação é a alteração da microbiota intestinal decorrente de dieta 

hiperlipídica, levando à liberação de componentes das bactérias intestinais, 

desencadeando a ativação de NLRC4. A decorrente liberação de IL-1 pode ter 

promovido a angiogênese, contribuindo para o desenvolvimento de câncer. No 

entanto, o mecanismo de NLRC4 é ainda pouco conhecido (KOLB et al., 2016).  

Além da função de reconhecer componentes bacterianos, é possível que 

NLCR4 exerça uma função no reconhecimento de componentes relacionados 

ao desequilíbrio metabólico, como é o caso da alteração da flora intestinal. Ou 

até mesmo exercer a atividade de sensor de nutrientes, assim como TLR4 e 

NLRP3.   
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FIGURA 6 - ATIVAÇÃO DO INFLAMOSSOMO NLRC4. 

 

Legenda: A ativação de NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4) se dá através 
de componentes bacterianos. NLRC4 forma um complexo com várias proteínas NAIP (NLR, 
family, apoptosis inhibitory proteins) que se oligomerizam em conjunto formam o inflamossomo. 
FONTE: GUO; CALLAWAY; TING (2015).  
 

3.4.2.1 Gene CARD8  

O gene CARD8 localiza-se no cromossomo 19 (19q13.33), contém 13 

éxons e codifica uma proteína com 487 aminoácidos. Bagnall (2008) e 

colaboradores descreveram várias isoformas de CARD8 que resultam em 

mudança no sitio de transcrição e tradução de CARD8. A ORF (open reading 

frame) de T48 (transcrito 48) começa no éxon 5 e codifica 432 aminoácidos; a 

ORF de T54 começa no éxon 4 e codifica 487 aminoácidos. O polimorfismo 

mais bem estudado em CARD8 é o rs2043211 (c.304T>A; C10X) que consiste 

em uma mutação sem sentido no éxon 5, levando à produção de uma proteína 

truncada. No entanto, com as diferentes isoformas, as consequências deste 

polimorfismo podem mudar: em T48 a transversão A>T origina um códon de 

parada no códon 10 e em T54 leva a uma substituição no códon 52 que resulta 

na troca de fenilalanina por isoleucina (BAGNALL et al., 2008; PARAMEL; 

SIRSJÖ; FRANSÉN, 2015) (FIGURA 7). 
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A combinação deste polimorfismo e do rs35829419 do gene NLRP3 é 

associada a certas doenças inflamatórias como Doença de Crohn (ROBERTS 

et al., 2010) e aneurisma da aorta abdominal (ROBERTS et al., 2011). O 

polimorfismo rs2043211 foi associado com acidente vascular isquêmico (BAI et 

al., 2014) e doenças inflamatórias como gota (CHEN et al., 2015a).  

O SNP rs6509366 mostrou forte desequilíbrio de ligação com rs2043211 

(r2>0,8) em um estudo conduzido para identificar variantes relacionados com a 

infecção por Salmonella. Este, e mais dois tag SNPs no gene, foram incluídos 

no nosso estudo (rs7258674 e rs1968440). Polimorfismos que levam a perda 

de função ou menor expressão de CARD8 estão relacionados com maior 

liberação de IL-1β, conferindo maior susceptibilidade a infarto do miocárdio 

(ABBATE et al., 2013).  

 
FIGURA 7 – DESENHO ESQUEMÁTICO DO GENE CARD8 

 
FONTE: PARAMEL; SIRSJÖ; FRANSÉN (2015) 

 

3.4.2.2 Gene NEK7 

O gene NEK7 se localiza no cromossomo 1 (1q31.3), contém 10 éxons e 

codifica uma proteína com 302 aminoácidos (GENECARDS). Em humanos, 

existem 11 genes que codificam proteínas NEK (NEK1-NEK11). A proteína 

NEK7 apresenta um N-terminal catalítico e demais domínios relacionados com 

a função de serina-treonina quinase. Os domínios das proteínas NEK são 

moderadamente conservados e apresentam 40-50% de homologia entre si, 

exceto NEK6 e NEK7, com 85% de identidade entre si (FRY et al., 2012). No 
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entanto, apenas NEK7 é capaz de regular a atividade de NLRP3. Ainda não 

foram realizados estudos de associação com polimorfismos em NEK7, para 

avaliar a sua relação com ativação de NLRP3 e distúrbios inflamatórios. No 

entanto, foi realizada análise de expressão de NEK7, NLRP3, ASC, IL-1β e IL-

18 em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico. Pacientes apresentaram 

baixa expressão de NEK7, NLRP3 e ASC e maior expressão de IL-1β e IL-18 

comparados a controles. Maior expressão das citocinas inflamatórias pode 

estar relacionada a outras vias de ativação da inflamação em lúpus (MA et al., 

2018).  

 

3.4.2.3 Gene NLRC4 

Gene NLRC4 localiza-se no cromossomo 2 (2p22.3) apresenta 9 éxons 

e codifica um produto com 1024 aminoácidos. Polimorfismos em NLRC4 têm 

sido associados a doenças autoimunes como esclerose múltipla (SOARES; 

OLIVEIRA; PONTILLO, 2019). Em um estudo analisando a susceptibilidade a 

colonização por Aspergillus em pacientes com fibrose cística, observou-se uma 

menor expressão do genótipo AA de rs212704 (c.2783-514G>A), CC de 

rs455060 (c.1824C>T; p.Ala608=) e TT de rs385076 (c.-119+805A>T). Sendo 

que o genótipo AA de rs212704 foi associado com a predisposição à 

colonização por Aspergillus nestes pacientes (IANNITTI et al., 2016). No estudo 

de Zeller et al (2015), foi encontrada associação entre menores níveis de IL-18 

e genótipo TT do rs385076. Por meio de análise de expressão gênica, foi 

observada menor expressão de NLRC4 em portadores do alelo T em 

monócitos. Através de ensaio de gene repórter, observaram que a variante 

afeta a ligação do fator de transcrição PU.1 na região 5´UTR, diminuindo a 

expressão do RNAm. Observaram também a associação do alelo T com menor 

mortalidade na doença arterial coronariana. (ZELLER et al., 2015). Todos os 

três polimorfismos citados foram incluídos no presente estudo  

Recentemente, mutações em NLRC4 também foram associadas a 

doenças autoinflamatórias hereditárias. Pacientes heterozigotos para variante 

H443P (His443Pro) apresentaram uma forma mais leve de FCAS (febre 
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neonatal, urticária induzida pelo frio e artralgia (dor articular)), esta forma foi 

denominada de FCAS4. Autoinflamação com enterocolite infantil (AIFEC), 

também causada por mutações em NLRC4, tem padrão de herança 

autossômico dominante. Pacientes apresentam enterocolite e reações 

inflamatórias ao longo da vida que podem ser fatais. Algumas mutações foram 

associadas a AIFEC, a maioria delas se localiza na região que codifica o 

domínio NACHT, como a V341A. Estas podem conferir ganho de função, 

promovendo maior ativação de NLRC4 e por consequência maior liberação de 

IL-1β ou IL-18 (ROMBERG; VOGEL; CANNA, 2017).  

 

3.4.3 Fator nuclear kappa B (NF-κB)  

NF-κB é o mais conhecido fator de transcrição envolvido com a 

inflamação, oncogênese e imunidade. A família de proteínas NF-κB pode ser 

ativada na resposta a ligação de muitos receptores como receptores de célula 

T, B, TNF, TLR e IL-1R. A família NF-κB em mamíferos consiste das 

subunidades p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-κB1) e p52/p100 (NF-κB2) 

(ZHENG; YIN; WU, 2011). Estes formam homo ou heterodímeros, sendo o 

heterodímero mais comum p50/p65. As subunidades p50 e p52 são 

sintetizadas pelos precursores p105 e p100, que sofrem processamento pós-

traducional, gerando as subunidades p50 e p52, respectivamente (XIAO, 2004).  

Na resposta inflamatória, NF-κB age principalmente controlando a 

transcrição de genes alvo através do domínio de ligação e dimerização ao DNA 

chamado de RHR (Rel homology region). A atividade das subunidades de NF-

κB é regulada por membros do grupo Iκβ (inhibitor of κB), este inclui IκBα e 

IκBβ, que sequestram NF-κB do citosol e evitam a sua translocação ao núcleo. 

A ligação de citocinas e PAMPs aos receptores celulares inicia a cascata que 

converge na ativação do complexo IκB (IKK). O complexo IKK consiste em três 

subunidades: as subunidades catalíticas IKKα (IKK1) e IKKβ e a subunidade 

regulatória NEMO (IKKγ). IKK promove a fosforilação dos resíduos de serina 

das moléculas IκBα, promovendo a poliubiquitinação que é o sinal para 

degradação de IκBα pelo proteossomo. Este processo permite a translocação 
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nuclear das subunidades p50/p65 e p50/c-Rel, resultando na ativação canônica 

dos membros de NF-κB. (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011; LIU et al., 2017; 

XIAO, 2004) (FIGURA 8). 

Por outro lado, a ativação não canônica depende da ativação através de 

ligantes da família TNFR (tumor necrosis factor receptor), por exemplo. Além 

disso, não envolve a degradação de IκBα. A ativação não canônica leva ao 

processamento, fosforilação e ubiquitinação da subunidade p100, resultando 

na subunidade p52 e na translocação do complexo não canônico p52/RelB, 

que é responsável por outras funções na resposta imune adaptativa. O 

heterodímero p65/p50 é mais frequentemente regulado por IκBα, que, quando 

estimulado, é degradado, liberando p65/p50 para o núcleo para ativar a 

transcrição de genes alvo como citocinas, quimicionas e outros mediadores 

inflamatórios. Os homodímeros p50/p50 e p52/p52, por sua vez, podem 

reprimir a transcrição destes genes alvo (LIU et al., 2017; XIAO, 2004). 

O papel de NF-κB tem sido amplamente estudado como mediador da 

resposta imune em diversas vias pró-inflamatórias, incluindo a ativação do 

inflamossomo. Após a ativação do primeiro sinal através do reconhecimento de 

PAMPs/DAMPs por TLR4, haverá a ativação da sinalização de NF-κB, 

promovendo a transcrição de genes codificantes de NLRP3, IL-1β e IL-18. NF-

κB tem sido avaliado na fisiopatologia de diversas doenças como esclerose 

múltipla, doença do intestino irritável e aterosclerose. Na aterosclerose, o 

acúmulo de partículas de LDL no tecido endotelial, envolve a participação de 

diversas células do sistema imune. Neste contexto, NF-κB pode mediar a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, de quimiocinas e moléculas de 

adesão celular, que irão recrutar monócitos que irão se diferenciar em 

macrófagos para eliminar o acúmulo de LDL. No entanto, os macrófagos 

eventualmente podem fazer parte das células espumosas, as quais contribuem 

para formação das placas ateroscleróticas (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011; 

LIU et al., 2017). 
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FIGURA 8 – ATIVAÇÃO DE IKK e NF-κB 

 
Legenda: Sinalização de MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) resulta na 
fosforilação de IKK (IκB kinase) e ativação do complexo IKK. NF-κB (nuclear fator κB) está 
ligado a molécula IκB,  a qual é responsável por manter NF-κB no citosol. A fosforilação dos 
resíduos de serina em IκB promove a sua poliubiquitinação e degradação, permitindo que NF-
κB entre no núcleo e ative a transcrição de genes alvo.  FONTE: BAKER; HAYDEN; GOSH 
(2011). 
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3.4.3.1 GENES NFKB1 (nuclear factor kappa B subunit 1)  

Gene NFKB1, está localizado no cromossomo 4 (4q24) apresenta 24 

éxons e codifica uma proteína com 969 aminoácidos. Codifica a subunidade 

p105 de NF-κB que sofrerá processamento pós-traducional produzindo a 

subunidade p50 (GENECARDS). O polimorfismo rs28362491, o mais bem 

descrito de NFκB1, é uma deleção/inserção de quatro bases na região 

promotora (-94 inserção/deleção ATTG). O alelo deleção (del) reduziu a 

expressão de p50, pois possivelmente tem menor capacidade de ligação de 

fatores transcricionais. Homozigotos para o alelo deleção (del) parecem ter 

risco aumentado para  doenças cardíacas (ZHOU et al., 2009) e colite 

ulcerativa  (KARBAN et al., 2004), por exemplo. Uma possível explicação 

alternativa seria a diminuição na formação de dímeros p50/p50, levando à 

formação de outros dímeros envolvidos na transcrição de genes inflamatórios 

(SUN; ZHANG, 2007). 

No presente estudo foram incluídos dois tag SNPs do gene NFκB1, 

rs3755867 e rs3774932.  O polimorfismo rs3774932 em um estudo com câncer 

de mama foi associado ao tempo de recorrência em mulheres com ER 

(receptor de estrógeno) e PR (receptor de progesterona) positivos (MURRAY et 

al., 2013). E o genótipo GG do polimorfismo rs3755867 foi associado ao câncer 

gástrico em uma população chinesa (LI et al., 2017). Ambos SNPs se 

encontram na região intrônica, e, por se tratarem de tag SNPs, podem estar em 

desequilíbrio de ligação com possíveis variantes causais. Ambos os 

polimorfismos rs3755867 e rs3774932 estão em DL com rs28362491 (c.953-

372A>G), com D´=0,96 e D´=0,99, respectivamente. Outra possível variação é 

rs4648068 (também associada ao câncer gástrico) cujo genótipo GG pode 

superexpressar NFKB1, especialmente após a estimulação por LPS (CHEN et 

al., 2015b). Esta variante também está em DL com rs3755867 (D´=0,99) e com 

rs3774932 (D´=0,96). Variantes no gene NFκB1 podem afetar a expressão da 

subunidade p50, que, quando associada a subunidade p65, aumenta a 

expressão das citocinas pró-inflamatórias, enquanto que em homodímero 

(p50/p50), bloqueia a transcrição destes genes.  
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3.4.3.2 Gene NFκBIA (NFKB inhibitor alpha) 

O gene NFKBIA está localizado no cromossomo 14 (14q13.2), contém 6 

éxons e a proteína codificada possui 317 aminoácidos. Codifica o inibidor de 

NF-κb, o IκBα. O éxon 1 codifica a região N-terminal contendo os resíduos de 

serina; o domínio ankirin, o qual está fisicamente relacionado com as proteínas 

NF-κB, é codificado pelos éxons 2 a 5; e a região C-terminal é codificada pelo 

éxon 6 (SUN; ZHANG, 2007). Polimorfismos neste gene têm sido relacionados 

com doenças inflamatórias e metabólicas. Um dos polimorfismos mais 

estudados é rs696 (c.*126G>A), que está localizado na região 3´UTR. Este 

sítio é alvo de microRNAs e o alelo A favorece a ligação do miR449-a, 

diminuindo a expressão de NFKBIA (SONG et al., 2011). O genótipo AA 

juntamente com o genótipo TT do rs3746444 (pre-miR-449) foi associado com 

maior risco de aterosclerose (ONER et al., 2017). A combinação de rs696 com 

rs28362491 foi associada com a susceptibilidade a doença de Behçet. A 

combinação do genótipo ins/ins de rs28362491 (NFKB1) em conjunto com 

genótipo AA de rs696 (NFKBIA) foi associada a maior susceptibilidade de 

desenvolver a doença (YENMIS et al., 2015). O polimorfismo rs3138053 (-881 

A>G) se encontra na região regulatória e portadores de esclerose múltipla 

tiveram maior frequência do alelo A quando comparados aos controles. Em 

outro estudo de metanálise, observaram que rs3138053 foi um fator de risco 

para diversos tipos de cânceres (ZHANG et al., 2015). Ali e colaboradores 

avaliaram funcionalmente o efeito de três SNPs localizados na região 

promotora do gene, incluindo o rs3138053, rs2233406 e rs2233409. 

Observaram que o haplótipo ACC expressou níveis 25% maiores de transcrito 

que o haplótipo GTT. Polimorfismos localizados na região promotora podem 

afetar a ligação de diversos fatores transcricionais, diminuindo a afinidade e 

especificidade do processo de transcrição e impactando os níveis proteicos 

(ALI et al., 2013). Variantes no gene NFKBIA podem afetar a sua expressão e 

diminuir a sua capacidade de inibir NF-κB, levando ao desencadeamento da 

resposta inflamatória. Dessa forma, polimorfismos em ambos os genes tem 

sido relacionados com desordens envolvendo a ativação de NF-κB.  
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3.4.2 Citocinas pró-inflamatórias 

3.4.2.1 TNF (fator de necrose tumoral) 

Além das adipocinas, as citocinas inflamatórias também executam uma 

importante função na regulação do metabolismo no tecido adiposo. TNF foi 

identificado há mais de 40 anos com seu papel na citotoxidade em linhagens 

tumorais e por causar necrose tumoral em modelos animais (WAJANT; 

PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003). Apenas em 1993 o seu papel no 

metabolismo começou a ser elucidado. As primeiras evidências vieram da 

descoberta da expressão de TNF no tecido adiposo de camundongos obesos e 

depois em humanos (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). 

Pouco depois, a sua função na resistência insulínica foi demonstrada; através 

da neutralização de TNF em camundongos foi observado aumento na 

sensibilidade à insulina e melhora no metabolismo da glicose (LING et al., 

1994). No entanto, ainda não havia se entendido o seu papel na mediação 

inflamatória e na via de sinalização da insulina. Pouco depois, foi observado 

que TNF inibia a cascata de sinalização do receptor da insulina, primeiramente 

em adipócitos e depois em tecido adiposo de indivíduos obesos 

(HOTAMISLIGIL et al., 1994).  

TNF é uma citocina pleiotrópica que exerce tanto papel inflamatório 

quanto na angiogênese e apoptose. É expressa pelos adipócitos, mas 

principalmente pelos macrófagos infiltrados no tecido adiposo, por linfócitos, 

células endoteliais e fibroblastos. TNF é sintetizado primeiramente em uma 

forma precursora: TNF transmembrana organizada em homotrímeros, 

constituindo um peptídeo de 233 aminoácidos. Após isso, é clivado pela 

enzima metaloproteinase TACE (TNF-α converting enzyme) em uma forma 

solúvel homotrimérica (sTNF) de 157 aminoácidos. sTNF liberado irá mediar as 

atividades biológicas através da ligação com receptores de TNF tipo 1 (TNFR1) 

ou do tipo 2 (TNFR2). TNFR1 é amplamente expresso em diversos tecidos, 

enquanto TNFR2 é encontrado mais frequentemente nas células do sistema 

imune (HORIUCHI et al., 2010; WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003).  
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Reconhecimento de TNF pelo seu receptor pode ativar duas vias 

principais, IKK e JNK, que são capazes de desencadear a fosforilação da 

serina 307 de IRS-1 e, consequentemente, inibir a sinalização da insulina. Além 

disso, a ativação destas duas vias leva à expressão de diversas citocinas pró-

inflamatórias (HOTAMISLIGIL, 2006) (FIGURA 9).  

 
FIGURA 9 – TNF E RESPOSTA A INSULINA. 

 

Legenda: ligantes ao receptor de TNF (fator de necrose tumoral) através da sinalização de 
outras citocinas ou de componentes lipidicos ativam JNK (c-jun terminal kinase) que leva à 
fosforilação da serina de IRS-1 (insulin receptor substrate 1) e IRS-2 (insulin receptor substrate 
2), prejudicando a sinalização da insulina. De forma semelhante ocorre a ativação de IKK (IκB 
kinase) e a via de NF-κB. FONTE: HOTAMISLIGIL (2006). 

 

Além de TNF outros possíveis componentes são capazes de prejudicar a 

sinalização insulínica. Na desregulação metabólica devida à intensa lipólise e 

liberação de AGLs na circulação, pode ser ativada resposta imune e 

desencadear a resposta inflamatória que leva à expressão de outros 

componentes inflamatórios, incluindo TNF. Algumas evidências sugerem que 

TNF também tem participação na lipólise mediada por glicose, sendo capaz de 
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realizar lipólise em cultura de adipócitos (GREEN et al., 2004). Além disso, 

outro mecanismo possível é por diminuir a expressão de perilipina (PLIN). PLIN 

é localizado na superfície das gotículas lipídicas de triglicerídeos e protege 

contra a ação da LPL. Diminuição nos níveis de PLIN causa o aumento na 

lipólise. Maior atividade lipolítica mediada por TNF aumenta os AGLs 

circulantes e leva à resistência insulínica (DICKER et al., 2007; NIETO-

VAZQUEZ et al., 2008).  

Elevados níveis de TNF têm sido implicados na fisiopatologia de 

diversas doenças, como artrite reumatoide (VASANTHI; NALINI; 

RAJASEKHAR, 2007), lúpus eritrematoso sistêmico (ARINGER; SMOLEN, 

2008), diabetes tipo 2 (SWAROOP; RAJARAJESWARI; NAIDU, 2012) e 

aterosclerose (SATTAR et al., 2003).  

3.4.2.1.1 Gene TNF 

O gene TNF localiza-se no cromossomo 6 (6p21.33), dentro do MHC 

(major histocompatibility complex), apresenta 4 éxons e codifica uma proteína 

com 233 aminoácidos (FIGURA 10) (REGO-PEREZ; FERNANDEZ-MORENO; 

BLANCO, 2008). Vários polimorfismos têm sido identificados na sua região 

promotora; o principal deles, associado com diversas doenças, é o rs1800629 

(-308 G>A). Este polimorfismo tem sido amplamente relacionado com diversas 

doenças como aterosclerose (ANTONICELLI et al., 2005), diabetes tipo 2 

(GOLSHANI et al., 2015), doença de Chron (FERREIRA et al., 2005) entre 

outras. O alelo A foi associado ao maior risco de infarto do miocárdio 

(ANTONICELLI et al., 2005) e com menores níveis de insulina (GOLSHANI et 

al., 2015). O alelo A foi associado a um aumento na expressão de TNF 

(HAMEED et al., 2018; KARIMI et al., 2009), o que pode aumentar a expressão 

de citocinas inflamatórias, culminando em um maior risco de formação de 

placas ateroscleróticas e resistência a insulina. Por se tratar de um 

polimorfismo na região promotora, pode aumentar a afinidade para ligação de 

fatores transcricionais, aumentando os níveis de RNAm (RNA mensageiro). 
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FIGURA 10 – DESENHO ESQUEMÁTICO DO GENE TNF 

 

FONTE: REGO-PEREZ; FERNANDEZ-MORENO; BLANCO (2008). 

 

3.4.2.2 Interleucina-6 (IL-6) 

É uma citocina com função pleiotrópica capaz de mediar a resposta 

imune, inflamação e a hematopoiese.  Assim como TNF, tem alta expressão no 

tecido adiposo, no entanto, sua relação com a obesidade ainda é debatida. A 

família das citocinas IL-6 é composta por um grupo diverso de citocinas, 

incluindo IL-6, IL-11, IL-27, IL-31, oncostatina, cardiotropina-1 entre outras. IL-6 

secretada se liga ao receptor IL-6R, formando um complexo que se associará 

com outro receptor de membrana chamado glicoproteína 130 (g130), comum a 

todos os membros da família (exceto IL-31). Também há a forma solúvel de IL-

6R (sIL-6R), formada pela clivagem por metaloproteínases e por splicing 

alternativo, gerando uma IL-6R sem o domínio transmembrana (SCHELLER et 

al., 2011; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).  

A ligação de IL-6/IL-6R acarretará na ativação das vias de JAK/STAT 

(janus/kinase signal transducers and activators of transcription), ERK 

(extracellular-signal-regulated kinase) e PI3K, vias responsáveis pela 



46 

 
 

diferenciação celular e com papel na oncogênese (SCHELLER et al., 2011; 

TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).  

Assim como TNF, aumento na expressão de IL-6 no tecido adiposo se 

deve à liberação das células do sistema imune. Células endoteliais liberando 

citocinas, como TNF, IL-6 e IL-1β, levam à ativação da via inflamatória, 

produzindo outras citocinas, quimiocinas, que atrairão macrófagos e neutrófilos. 

Além de ser responsável por ativar células T e pela diferenciação das células 

B, IL-6 também apresenta um papel na resistência insulínica, no entanto, IL-6 

aumenta a expressão de SOCS (supressor of cytokine signaling) no tecido 

adiposo, o qual prejudica a ação da insulina através da ligação a IRS-1 e IRS-2 

que leva a ubiquitinação e degradação de ambos os substratos (FIGURA 11) 

(KERN et al., 2019). Além disso, a participação de IL-6 tem sido reconhecida 

também no metabolismo lipídico. IL-6 promove o acúmulo de LDL modificado e 

a formação de células espumosas (HASHIZUME; MIHARA, 2012), fator de 

risco para aterosclerose. Além disso, LDL modificado aumenta MC-P1 

aumentando a concentração de IL-6.  No entanto, IL-6 aumenta o efluxo de 

colesterol através da expressão da apoA1 nos macrófagos, devido à ativação 

de ABCA1 (ATP binding cassete transporter 1). ABCA1 medeia o efluxo de 

colesterol das células para as apoliproteínas, desta forma protegendo contra a 

aterosclerose (HASHIZUME; MIHARA, 2011; REISS; SIEGART; DE LEON, 

2017). 

Mauer e colaboradores demonstraram o papel de IL-6 na 

potencialização da ativação do perfil M2 de macrófagos através da ativação de 

IL-4 (anti-inflamatória). Camundongos com inativação do gene que codifica o 

receptor de IL-6 (IL-6Rα), em células mieloides, foram suscetíveis ao 

desenvolvimento de obesidade e de intolerância à glicose, além da 

exacerbação da resposta a LPS, durante uma dieta hiperlípídica (MAUER et 

al., 2014). Possivelmente IL-6 providencie uma resposta adaptativa ao estresse 

metabólico, criando um mecanismo de feedback ativando um outro perfil de 

macrófagos no excesso de nutrientes. Dessa forma é possível que o seu efeito 

anti e pró-infamatório pode ser modulado pelos hábitos de vida como 

alimentação e atividade física (COVARRUBIAS; HORNG, 2014).  
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FIGURA 11 - MECANISMO DE RESISTÊNCIA A INSULINA MEDIADO POR IL-6 

 

Legenda: TNF (fator de necrose tumoral) e IL-6 (interleucina 6) têm sido relacionados com 
aumento da resistência insulínica em indivíduos obesos. IL-6 tem efeitos pró e anti-
inflamatórios. IL-6 media a ativação de STAT3 e leva a expressão de SOCS (supressor of 
cytokine signalling), que por sua vez interfere na ação de IRS-1 (insulin receptor substrate 1), 
prejudicando a ação da insulina. No entanto, a expressão de SOCS3 no fígado previne a 
resistência insulínica. FONTE: KERN et al. (2019). 

 

3.4.2.2.1 GENE IL6 

Está localizado no cromossomo 7 (7p15.3), possui 5 éxons e codifica 

uma proteína de 212 aminoácidos, incluindo uma sequência de 28 aminoácidos 

de peptídeo sinal (SIMPSON et al., 1997) (FIGURA 12). O polimorfismo 

rs2069845 foi incluído neste estudo como um tag SNP localizado na região 

intrônica (c.471+870G>A). O alelo G foi associado com o risco de obesidade 

em crianças e adolescentes (TODENDI et al., 2015). No entanto, em um estudo 

posterior do mesmo autor, este não foi associado aos níveis de IL-6 (TODENDI 

et al., 2016). Por se tratar de um tag SNP, é possível que o SNP rs1800795 

(D´=1,00) seja a variante causal. O SNP rs1800795 (-174 G>C) localiza-se na 

região promotora e seu alelo G foi associado com diabetes tipo 2 (ILLIG et al., 

2004); o genótipo GG apresentou-se como um fator de risco para o 

desenvolvimento de obesidade (GOYENECHEA; PARRA; MARTÍNEZ, 2007). 
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Possivelmente, o alelo G seja responsável pela maior expressão de IL-6, 

aumentando os níveis de IL-6 e resultando em um aumento no perfil 

inflamatório em pacientes com uma comorbidade ou alteração metabólica.  

FIGURA 12 – DESENHO ESQUEMÁTICO DO GENE IL6 

 

FONTE: SHI et al. (2015). 

 

3.4.2.3 Interleucina 1beta (IL- β) 

Faz parte da família 1 das citocinas juntamente com  IL-1α e IL-1Ra (IL-

1R receptor antagonista) e é expressa por células do sistema imune como 

monócitos, macrófagos e neutrófilos. É uma citocina pró-inflamatória, produzida 

em uma forma inativa a pró-IL-β, que é clivada em sua forma madura através 

da ativação da caspase-1 pelo inflamossomo. Caspase-1 é ativada pela 

entrada de ATP extracelular, se liga ao receptor P2X7 que abre o poro para o 

efluxo de potássio. Caspase-1 cliva IL-1β nove aminoácidos antes do motivo 

consenso (leucina-arginina-asparagina) criando uma região N terminal. Após o 

processamento de IL-1β, a secreção da forma madura pode acontecer via 

exocitose através dos lisossomos, microvesículas ou exossomos. No caso de 

infecção por microrganismos, caspase-1 induz a piroptose, uma forma de morte 

celular mediada por citocinas pró-inflamatórias como IL-1β (FIGURA 13).  

A forma madura se liga ao receptor IL-1RI (type I receptor) e essa 

ligação é seguida pelo recrutamento da cadeia coreceptora (IL-1RAcP), 

formando um complexo. Este irá recrutar a molécula adaptadora MyD88 e TIR, 

ativando os sinais de NF-KB, AP-1 e JNK. IL-1 e TLRs compartilham via de 

resposta inflamatória. Liberação de IL-1β tem sido relacionada com a 

patogênese de diabetes tipo 2. IL-1β potencialmente diminui a secreção de 

insulina pelas células beta pancreáticas in vitro; possivelmente esse efeito 
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citotóxico se dê através da via do óxido nítrico sintase ou por prostaglandinas. 

Desencadeamento da resposta deve se dar através da ativação de NLRP3 

através de glucose e AGLs, por exemplo (DINARELLO, 2018; DONATH; BÖNI-

SCHNETZLER, 2010). Além disso, tem um papel na aterosclerose, pois 

aumento de IL-1β através da liberação de quimicionas ativa as células do 

sistema imune, contribuindo para formação das células espumosas (NETEA; 

DINARELLO, 2011). Ademais, outro estudo verificou em linhagem celular de 

macrófagos (THP-1) que a supressão de LPL diminuiu a expressão das 

citocinas, incluindo IL-1β (QIU et al., 2006). Aumento na expressão de IL-1β 

tem sido associado com a ocorrência de doenças como artrite reumatóide 

(DAYER; OLIVIERO; PUNZI, 2017), gota (SO; DUMUSC; NASI, 2018) e 

diabetes (ZHAO et al., 2014)  

FIGURA 13 - MECANISMOS DE PROCESSAMENTO DE IL-1β 

 
 

Legenda: O processamento de IL-1β pode ocorrer por mecanismos dependentes e 
independentes de caspase-1.  O mecanismo dependente envolve a ativação de TLR4 (toll-like 
receptor 4), de NF-κB, e o recrutamento de caspase-1 por meio da ativação de NLRP3, 
clivando IL-1β  em sua forma ativa, levando à morte celular por piroptose e facilitando a 
liberação de IL-1β para o espaço extracelular. Outro mecanismo pode ser através da ativação 
de caspase-8 em resposta a dectina-1 que leva a clivagem de IL-1β independente da ativação 
do inflamossomo. FONTE: AFONINA et al. (2015). 
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3.4.2.3.1 GENE IL1B 

Localiza-se no cromossomo 2 (2q14.1), apresenta 7 éxons e codifica 

uma proteína com 269 aminoácidos (GENECARDS). O polimorfismo rs16944 (-

1473G>C) foi associado com diversas características metabólicas. Delgado-

Lista e colaboradores analisaram este SNP em relação ao nível lipídico pós-

prandial. Verificaram que homens idosos portadores do genótipo CC 

apresentaram níveis de triglicerídeos e colesterol superiores quando 

comparados a portadores dos demais genótipos. Homens mais jovens 

portadores do alelo C apresentaram maiores níveis de triglicerídeos 

(DELGADO-LISTA et al., 2011). O alelo C também foi associado com isquemia 

miocárdia em pacientes com diabetes tipo 2. Este polimorfismo se encontra na 

região promotora e deve alterar os níveis de expressão de IL1B. O alelo C 

pode ser responsável pelo aumento na ligação de fatores de transcrição e por 

consequência aumentar a transcrição de IL1B. (VARGAS-ALARCÓN et al., 

2015). 

O SNP rs1143634 (+3953 C>T) é um substituição sinônima (Phe105=) e 

o genótipo CC foi associado a maior circunferência abdominal em pacientes 

brasileiros (MANICA-CATTANI et al., 2010). Em outro estudo, o genótipo TT foi 

associado ao menor fluxo coronário (MUTLUER et al., 2018). Apesar de 

variantes sinônimas não afetarem a sequência de aminoácidos, elas podem 

alterar a expressão como já mencionado, possivelmente pela alteração na 

disponibilidade de RNAt ou até mesmo por alterar a estrutura do RNAm, 

mudando sua estabilidade e, por consequência, diminuindo a expressão gênica 

(GOTEA et al., 2015). 

Outro polimorfismo incluído neste estudo (rs3917356) está localizado na 

região intrônica (c.99+780G>A) e é um tag SNP. Este SNP foi incluído em um 

estudo juntamente com rs1143634 e rs16944 e foi verificado que o haplótipo 

ACG (rs1143634 - rs3917356 - rs16944) foi associado com maiores níveis de 

glicose, maior índice de HOMA-IR (homeostasis model assessment for insulin 

resistance), ou seja, maior resistência insulínica (LUOTOLA et al., 2009).  

Aumento nos níveis de IL-1β tem sido relacionado a etiologia de diversas 

doenças e também ao desequilíbrio da homeostase lipídica e de glicose. 
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Polimorfismos que conferem uma maior expressão de IL-1β podem estar 

associados à susceptibilidade a doenças metabólicas e inflamatórias. 

3.6 MEDIADORES INFLAMATÓRIOS EM RESPOSTA AO EXERCÍCIO 

Assim como tecido adiposo, tecido muscular esquelético é um órgão 

endócrino e libera moléculas que exercem efeito endócrino ou parácrino, 

chamadas de mioquinas. As mioquinas incluem várias citocinas liberadas pelo 

músculo como IL-6, IL-10 e outras proteínas como miostatina e BNDF (brain 

derived neutropic factor). Em resposta ao exercício, ou seja, durante a 

contração muscular muitas destas citocinas são liberadas e podem atuar em 

outros tecidos e órgãos, como fígado e tecido adiposo e contribuir para a 

manutenção da homeostase (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). A prática de 

exercícios tem sido prescrita atualmente para o tratamento de doenças 

inflamatórias, como artrite reumatoide, devido à liberação destas moléculas 

com potencial efeito anti-inflamatório. Além disso, o exercício físico é um 

importante fator de proteção contra a inflamação crônica observada na 

obesidade, um fator de risco para comorbidades (BENATTI; PEDERSEN, 

2015).  

Neste contexto a citocina mais bem estudada é IL-6. É a primeira 

citocina detectada na circulação sanguínea durante o exercício físico, tem um 

papel no aumento da lipólise e no aumento nos níveis de cortisol. Seus níveis 

aumentam até cinco vezes após 30 minutos de exercício chegando até cem 

vezes após uma maratona. Seguida de IL-15, a qual estimula a lipólise da 

gordura visceral. IL-6 promove a produção de IL-1Ra e de IL-10, citocinas anti-

inflamatórias. IL-1Ra se liga a IL-1R e impede os sinais de transdução de IL-1β 

e; IL-10 inibe a transcrição de citocinas pró-inflamatórias como TNF 

(OSTROWSKI et al., 1998, 1999; PEDERSEN, 2017). 

Durante o exercício os níveis de TNF não são alterados, a não ser em 

exercícios extenuantes, como no caso de maratonas, que podem resultar em 

um pequeno aumento nos seus níveis (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008).  Em 

um estudo experimental, foi demonstrado que o exercício físico foi suficiente 

para diminuir os níveis de TNF ocasionado por exposição a doses baixas de 
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LPS de Escherichia coli. Além disso, foi demostrado que o efeito do exercício 

pode ser mimetizado pela administração de IL-6, que suprimiu a liberação de 

TNF estimulado por LPS (STARKIE et al., 2003).  
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4 JUSTIFICATIVA 

 

Com o novo estilo de vida adotado nos dias de hoje, caracterizado pela  

ingestão de alimentos altamente processados e inatividade física, tem crescido 

muito a incidência de doenças metabólicas, incluindo obesidade, diabetes tipo 

2, aterosclerose e doenças de ordem inflamatória, como artrite reumatoide, 

gota e síndrome do intestino irritável (STATOVCI et al., 2017). Também tem 

aumentado os estudos no campo do metabolismo e a descoberta de evidências 

relacionadas à inflamação e a ocorrência destes distúrbios. Componentes da 

dieta, especialmente alta ingestão de gorduras saturadas e açúcar, e o 

desequilíbrio metabólico que esta alimentação causa nos parâmetros 

bioquímicos podem ser potenciais ativadores do sistema imune, levando a 

alterações no metabolismo lipídico, de glicose e impactando nos parâmetros 

antropométricos. 

No entanto, estas características são complexas, pois, além dos fatores 

ambientais citados, há também participação de variantes genéticas, que podem 

predispor a essas alterações. Além disso, o componente genético também 

pode ser responsável por diferentes respostas em processos terapêuticos ou 

de intervenção física. Polimorfismos codificantes de componentes da resposta 

inflamatória têm sido associados a diversos distúrbios metabólicos, no entanto, 

ainda são poucos os estudos que verificaram uma relação destes 

polimorfismos com variáveis bioquímicas e antropométricas, estreitamente 

ligadas ao metabolismo. Estes estudos são de extrema importância no 

entendimento dos mecanismos de desenvolvimento destas alterações e na 

busca de potenciais alvos terapêuticos.  

Para auxiliar no entendimento destes mecanismos este estudo pretende 

verificar o efeito de polimorfismos nos genes TLR2, TLR4, NFKB1, NFKBIA, 

NLRC4, CARD8, NEK7, TNF, IL6 e IL1B sobre variáveis antropométricas e 

bioquímicas frequentemente relacionadas com o acometimento de distúrbios 

metabólicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Esta tese foi escrita em modelo misto e apresentada em forma de 

capítulos: 

Capítulo I – artigo publicado na revista Gene. Constam as análises dos 

SNPs relacionados à via de TLR (TLR2 e TLR4) e NLR (NLRC4, CARD8 e 

NEK7) e as variáveis bioquímicas (metabolismo de lipídeos e de glicose) em 

duas amostras independentes, adultos e crianças e adolescentes. 

Capítulo II – artigo preparado para submissão à revista Sports Medicine. 

Foi analisado o conjunto completo de SNPs com a diferença de dados 

antropométricos e bioquímicos entre o antes e o depois de intervenção física 

realizada com a amostra de adolescentes e crianças. 

Capítulo III – artigo preparado para submissão à revista Inflammation 

Research. Constam as análises dos genes das vias das citocinas (TNF, IL6 e 

ILB) e NFκB (NFKB1 e NFKBIA) e dos dados antropométricos e bioquímicos 

das duas amostras independentes. 
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CAPÍTULO I  

Artigo publicado na revista Gene.  

 
"Association between Toll-like receptors (TLR) and NOD-like receptor 

(NLR) polymorphisms and lipid and glucose metabolism" 
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CAPÍTULO II 

Artigo preparado para submissão à revista Sports and Medicine. 

 “Anthropometrical and biochemical outcomes of physical exercise 
associated with inflammatory genes variants in children and 
adolescents”. 

ABSTRACT 

Deregulation of metabolic homeostasis caused by excess of nutrients activates 
immune system triggers and release of inflammatory cytokine leading to 
impairment of insulin signaling and lipid metabolism. The aim of this study was 
to investigate possible associations between 20 variants in TLR2, TLR4, IL-1β, 
IL6, NFκB1, TNF, NFκBIA, NLRC4, CARD8 and NEK7 genes and 
anthropometrical and biochemical outcomes of physical exercise programs. 
Sample was composed by 58 children and adolescents that participated of 
physical exercise programs during 12 weeks. Anthropometrical and biochemical 
parameters were collected from each participant, as follows: body mass index 
(BMI), body fat percentage (fat), LDL cholesterol (LDL-C), HDL cholesterol 
(HDL-C), triglycerides (TG), total cholesterol (TC), insulin, glucose, HOMA-IR 
(Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance) and QUICKI 
(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index). Univariate linear regression was 
performed to found possible associations and, subsequently, multivariate linear 
regression was modeled. We found associations between 15 variants in 9 
genes with anthropometrical and biochemical outcomes as follows: BMI was 
influenced by rs13105517 (TLR2), rs1927911 (TLR4) and rs1554973 (TLR4), 
fat was influenced by rs3755867 (NFκB1), rs3917356 (IL-1β), rs385076 
(NLRC4) and rs455060 (NLRC4), HOMA-IR was influenced by rs13105517 
(TLR2) and rs1927911 (TLR4), QUICKI was influenced by rs13105517 (TLR2), 
glucose was influenced by rs313805 (NFκBIA) and rs6671879 (NEK7), LDL-C 
was influenced by rs2069845 (IL6) and rs3755867 (NFκB1), HDL-C was 
influenced by rs7258674 (CARD8), TC was influenced by rs2069845 (IL-6) and 
TG was influenced by rs3804099 (TLR4), rs6509366 (CARD8) and rs6671879 
(NEK7). Genotypes related with possible anti-inflammatory profile provide 
improvement of biochemical and anthropometrical outcomes of physical 
intervention program. 

Key-words: Polymorphisms, Homeostasis, Inflammatory, Cytokines, Physical 
Exercise.  
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1 INTRODUCTION 

Evolution of human metabolism and immune system was geared towards 

acquiring advantages to ensure survivor as energy management, defense 

against pathogens, combating starvation and maintenance of homeostasis.  

However, the world changed and conditions that were previously advantageous, 

today are contributing to metabolic diseases, such as obesity, diabetes, 

dyslipidemia, atherosclerosis and cancer. In the past, combat of excessive 

nutrients consumption was not favored by natural selection [1–3] and 

nowadays, excessive nutrient consumption, along with physical inactivity, may 

be responsible for damaging metabolic homeostasis. 

First evidences linking obesity and metabolism came from findings that 

macrophages secrete TNF (tumor necrosis factor) and induce insulin resistance 

[3,4]. In the early 1990s some studies showed that adipose tissue of obese 

presented increased inflammatory markers and TNF expression and impairment 

of glucose metabolism [5,6].  TNF is pro-inflammatory cytokine produced by 

macrophages in acute inflammation. It is responsible for several cellular 

functions leading to necrosis and apoptosis [7]. Polymorphisms in promoter 

region of TNF gene, such as A allele of rs180069, were previously associated 

with a constellation of diseases including type 2 diabetes[8], heart disease [9], 

asthma  [10] and Crohn´s disease [11]. This polymorphism is predicted to 

increase transcription of TNF mRNA and consequently to a higher TNF 

expression [12].  

Not only TNF, but a plethora of cytokines are released by adipose tissue 

in expansion, including IL-1β (interleukin 1 β) and IL-6 (Interleukin 6). IL-6 is a 

pleiotropic cytokine with anti and pro-inflammatory functions. The role of IL-6 in 

metabolism deregulation associated with obesity and insulin resistance is 

already known. Obese had higher levels of circulating IL-6 released by adipose 

tissue [13]. Polymorphism in IL-6 were associated with type 2 diabetes 

(rs1800795) [14], obesity (rs2069845 and rs1554606) [15,16] and several 

inflammatory diseases. In physical exercise context, variants in TNF and IL6 

genes have been investigated in elder population, and it was found that carriers 

of genotypes associated with anti-inflammatory profile exhibited better 
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improvement in physical performance after participating in a physical exercise 

program [17,18]. Currently, it has been discovered, mainly in exercise context, a  

lipolytic effect of IL-6 [19]. IL-6 was shown to increase AMP-activated protein 

kinase (AMPK) in skeletal muscle and adipose tissue. AMPK, once activated, 

induces fatty acid oxidation and glucose uptake. [20]. IL-6 is also involved in 

macrophages polarization; Mauer and coworkers identified IL-6 as inductor 

macrophages M2 profile (anti-inflammatory) preventing insulin resistance 

associated with obesity  [21]. Thus, there is growing evidence that IL-6 is a key 

molecule on modulation of glucose and lipid metabolism. However, the exact 

role of IL-6 in metabolic deregulation is yet to be understood. 

Other key molecule on inflammation cascade is NF-κB (nuclear factor 

kappa B), a central transcriptional factor of inflammatory components. Recently, 

the role of NF-κB in nutrients sensing, metabolic impairment and homeostasis 

disruption have been discovered.  NF-κB is activated through recognition of 

cytokines or PAMPs (pathogen associated molecular pattern) by cellular 

receptors called PRRs (Pattern Recognition Receptors) including TLRs (toll-like 

receptors) and NLRs (nod-like receptors) that trigger cascade signaling leading 

to NF-κB activation and culming in the transcription of target genes. NF-κB 

function is regulated by IκB that sequester it in the cytosol and prevents 

transcription activity [22,23]. The main form of NF-κB is a heterodimer 

constituted by subunits p50/p65. The homodimer p50/p50 has anti-inflammatory 

properties, while the heterodimer has pro-inflammatory properties. NFκB1 

(nuclear factor kappa B subunit 1) encodes subunits p50 and p105 of NF-κB, 

p65 subunit is encoded by another gene called RELA and NFκBIA (NFKB 

inhibitor alpha) encodes IκBα  (regulator of NF-κB activity) [24]. Polymorphism 

rs28362491 of  NFκB1 and rs696 of NFκBIA were associated with 

atherosclerosis [25], with risk of ulcerative colitis [26] respectively.  In addition, 

NF-κB expression in skeletal muscle increases during exercise activities for 

muscle recuperation [27]. Furthermore, evidences showed a NF-κB function 

lipolysis induction through TNF [28]. Together these findings may provide 

insights of the NF-κB regulatory role in the improvement of metabolic setting in 

exercise activity. 
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 High saturated fatty acid and glucose intake, endogenous cholesterol 

crystal (DAMPs) and lipopolysaccharides (LPS) released by imbalance of gut 

flora are responsible to activation of innate immune system receptors, TLRs and 

NLRs [29]. TLR2 and TLR4 are transmembrane receptors expressed in bone 

marrow, immune cells and also adipose tissue [30]. TLR2 and mainly TLR4 

were associated with obesity, cardiovascular diseases and diabetes [31]. 

Polymorphism rs380099 and rs5743708 of TLR2 were associated with 

atherosclerosis [32,33], rs1927911 of  TLR4 with atherosclerosis cerebral 

infarction [34] and myocardial infarction. Deregulation in lipid metabolism with 

expression of TLR4 leading to foam cell formation implicates in atherosclerosis 

pathogenesis [35].  

NLRs, also called inflammasome, are cytosolic receptors; in metabolic 

context the best known inflammasome is NLRP3 (NLR family pyrin domain-

containing 3).  Activation of NLRP3 was associated with several metabolic 

disorders including obesity, atherosclerosis and type 2 diabetes [36]. Recently, 

it was discovered that NLRP3 activation and assembly require a 

serine/threonine kinase NEK7 (Never in Mitosis Gene A)-Related Kinase 7 [37]. 

CARD8 (caspase recruitment domain-containing Protein 8) is also an important 

molecule on NLRP3 activation, probably acting as a negative regulator of 

NLRP3 [38]. Polymorphism in CARD8 (rs2043211, for example) were 

associated with inflammatory diseases including Chron´s disease ischemic 

stroke and others [39]. NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4) 

inflammasome was primarily studied in cellular death induced by pathogen 

infection, such as Salmonella [40]. In recent investigations its role in metabolic 

diseases, such as cancer [41] and  cardiovascular diseases has been 

discovered [42,43]. Both NLRP3 and NLRC4 have implications in disruption of 

metabolic homeostasis. NLR activation triggers oligomerization and assembly of 

inflammasome structure culming in cleavage of IL-1β and IL-18. These 

cytokines releasing may cause cellular death by pyroptosis [44].  IL-1β is a pro-

inflammatory cytokine and higher circulating levels are involved in the same 

diseases related with inflammasome activation, such as type 2 diabetes and 

inflammatory disorders [45]. Mice IL-1β knockout showed larger fat deposit in 

liver than wild type model,  and curiously higher insulin sensitivity [46], 
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suggesting an important relation between IL-1β and lipid accumulation.  

Polymorphisms in the promoter region of IL-1β were associated with obesity 

(rs1143634)  [47] and with myocardial ischemia in diabetic patients (rs16944) 

[48]. 

Break of metabolic homeostasis caused by excess of nutrients intake 

increase activation of immune response releasing inflammatory markers and 

leading to metabolic disorders. Regular exercise activity improves metabolic 

parameters (lipid, glucose levels and anthropometrical parameters) and 

contributes to reducing low grade inflammation observed in metabolic diseases.  

Our aim was to investigate the interaction of physical exercise 

anthropometrical and biochemical outcomes and genetic variants in genes 

coding for immune response components (TLR2, TLR4, IL1B, IL6, TNF, 

NFKB1, NFKBIA, NLRC4, CARD8 and NEK7) in a children and adolescents 

sample.  
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2 MATERIALS AND METHODS 

2.1 Sample: 

This study was composed by 58 children and adolescents (33 boys and 

25 girls) of which 47 were obese and 11 were overweight, the mean of age was 

12.04±1.64 years old. Children and adolescents were recruited in public schools 

of Curitiba, Paraná, Brazil. Inclusion criteria were medical liberation for exercise 

practice and not use weight and/or lipid levels control drugs. Children and 

adolescents participate of physical exercise intervention program consisting in 

three sessions per week of physical activity practice during 12 weeks. Details of 

exercise program are described below. This study was approved by the ethics 

committee of Federal University and informed consent term was obtained from 

all participants included in this study. 

2.2 Physical Exercise Program  

Children and adolescents participate of 3 different exercise programs: HIIT 

(High Intensity Interval Training), land-based aerobic exercise and water 

walking. 

HIIT: each session constituted of 45 minutes duration with two sets of activities. 

Each set consisted of warm-up exercises, running for 30 seconds at 100% 

speed peak effort and walking for 60 seconds at 50% peak velocity (active 

recovery period). There was a rest period of 4 minutes between sets. The 

training was weekly progressing, by adding time to the running exercises and 

decreasing rest time. In week 1 the set was composed by 4 x 30s/60s; in week 

2 by 5 x 30s/60s; in week 3 by 6 x 30s/60s; in week 4 and 5 by 7 x 30s/60s; 

week 6 to 9 by 8 x 30s/45s (recovery period was decreased) and week 10 to 12 

by 8 x 30s/30s [49–51].  

Land-based aerobic exercise: each session was composed by 45 minutes of 

walking, 45 minutes by indoor cycling and 20 minutes of stretching. Indoor 

cycling and walking started in 35% and 55% of rate heart reserve (RHR), 

increasing to 45% and 65% in 5 th to 8 th week and reaching 55% and 75% in 

the 9th to 12th week [50–52].   
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Water walking: in this training program participants were submitted to 

simulation of walking on land using a float vest attached to the waist. Each 

session was composed by 5 minutes of warm-up exercises; 45 minutes of 

walking and 10 minutes of recover. The exercise intensity increased weekly, 

ranging between 40% to 60% of RHR [50,51,53]. 

2.2 Data Collection: 

From each participant anthropometrical data was collected as follows: 

body mass index (BMI), abdominal circumference or waist circumference and 

body fat percentage (fat). Peripheral blood samples were collected from all 

individuals to proceed DNA extraction and measurement of the following 

biochemical variables: HDL-cholesterol (HDL-C), LDL-cholesterol (LDL-C), 

triglycerides (TG), total cholesterol (TC), insulin and glucose levels.  

Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-IR) was 

calculate by the formula (glucose (nmol/L) x insulin (μU/mL)/22.5) [54] and 

Quantitative Insulin Sensitivity Check Index (QUICKI) was calculate using 1/(log 

fasting glucose (mmol/L) + log fasting insulin (μU/mL)) [55]. After concluding 

physical program all those variables were collected again, characterizing the 

“before” and “after” data for each anthropometrical and biochemical variable. 

 

2.3 Polymorphism selection and genotyping 

Candidate genes were selected based on coding for components of the 

inflammatory pathway. Polymorphism were selected based in high LD (linkage 

disequilibrium) (D´>0.8) representing a block of SNPs (tag SNPs) and in 

previous association studies with metabolic or inflammatory disorders. Tag 

SNPs selected and corresponding genes are described as follows: TLR2 

(rs13105517); TLR4 (rs1927911); NFKB1 (rs3774932 and rs3755867); NFKBIA 

(rs3138053); IL1B (rs1143634 and rs3917356); IL6 (rs2069845); TNF 

(rs1800629); NLRC4 (rs212704 and rs455060); CARD8 (rs65096366 and 

rs7258674); NEK7 (rs6671879). SNPs previously associated also included:  

TLR2 (rs3804099); TLR4 (rs1554973); NFκBIA (rs696); IL1B (rs16944); IL6 
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(rs1554606); TNF (rs915654); NLRC4 (rs385076). All SNPs selected had minor 

allele at frequency (MAF) at least 10%.  

Genomic DNA was extracted from peripheral blood by salting out method 

adapted from Lahiri and Nurnberger [56]. DNA samples were diluted to a final 

concentration of 20ng/ul. Genotyping were performed by Sequenom 

MassARRAY iPLEX platform [57].  

 

2.4 Statistical analysis 

Allelic and genotype frequencies were obtained by direct counting. 

Hardy-Weinberg equilibrium was calculated by chi-square test. The studied 

variables were tested for normality by Kolmogorov-Smirnov with Lilliefors 

correction. Genotypes were tested for two interaction models, recessive and 

dominant. In the recessive model, common allele homozygotes were compared 

with minor allele carriers (heterozygotes and homozygotes for minor allele). For 

dominant model minor allele homozygotes were compared with commom allele 

carriers (heterozygotes and homozygotes for common allele).   

For each of the anthropometric and biochemical variables, “before” 

(initial) and after” (final) means were compared by t test paired for parametric 

variables and by Wilcoxon test for non-parametric variables. Independent t test 

for parametric variables and Mann-Whitney for non-parametric variables were 

applied in order to evaluate the difference between initial and final means 

(variation) for each of the genotypes.  

Linear regression analyses were modeled to analyze possible 

associations between genotypes and biochemical and anthropometrical 

variables. Variation of biochemical and anthropometrical parameters (BMI, body 

fat percentage, LDL-C, HDL-C, TC, triglycerides, insulin and glucose) were 

modeled as dependent variables. Sex, age, type of exercise and genotype were 

modeled as independent variables. 

First, univariate linear regressions were used to refine possible 

associations. Subsequently, by using the significant results of these univariate 
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linear regressions, multivariable linear regression models were performed 

adjusting for age, sex and type of exercise.  In addition, polygenic index was 

calculated through dplyr package (R program) considering means of differences 

between “before” and “after”. These index was calculated when two or more 

polymorphisms were associated with the same variable. Thus, it was used to 

analyze if these polymorphisms together contributed to the trait of interest. 

Polygenic index was based in the classification of genotypes and in p value of 

univariate linear regression. Genotypes of individuals were classified in “0” and 

“1”, according to each variable mean.  Statistical significant adopted for all tests 

was 0.05 (5%).  
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3 RESULTS 

All SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium. Significant mean 

differences between before and after data were found for BMI, body fat 

percentage, TC, HDL-C, insulin, HOMA-IR and QUICKI.  Results are shown in 

Table 1.  

We found association with anthropometrical (Table 2) and biochemical 

variables (table 3) for 14 SNPs (supplementary Table 1). The results are shown 

separately for anthropometrical and biochemical variables. Results of 

multivariate logistic regression are listed in Table 4. 

3.1 Anthropometrical markers 

We found association between BMI, TLR2, and TLR4. Carriers of G 

allele of rs13105514 (TLR2), CC genotype of rs1554973 (TLR4), AA genotype 

of rs1927911 (TLR4) had lower loss of BMI when compared with carriers of AA 

genotype (p=0.0116), T allele (p=0.0014) and G genotype (p=0.0169) 

respectively. To proceed analysis of polygenic index we included the 

polymorphism rs455060 (NLRC4) (p=0.0480) and rs1800629 (TNF) (p=0.0215) 

because significant association was found in univariate linear regression (Figure 

1).  

We found lower fat loss in carriers of TT genotype of rs3917356 (IL1B) 

(p=0.0471), A allele of rs3755867 (NFKB1) (p=0.0112). Carriers of TT genotype 

of rs385076 (NLRC4) (p=0.0136) and GG genotype of rs455060 (NLRC4) 

(p=0.0104) exhibited increased fat. For SNP rs212704 (NLRC4) results were 

significant in univariate linear regression (p=0.0212), but results did not remain 

significant in multivariate linear regression (p=0.0833). All five SNPs were used 

to calculate polygenic index as showed in Figure 2.  
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Table 1 – Comparisons between before and after means of anthropometric and 
biochemical variables. 
Variables n Before 

mean±SD 
After 
mean±SD 

p 

BMI 58 29.04±4.82 28.76±4.84 0.0057 
Fat 43 40.07±8.55 36.24±9.02 0.000008 
TC 52 165.82±41.17 158±35.97 0.01551 
LDL-C 52 98.83±30.22 91.48±29.31 0.01176 
HDL-C 51 48.87±15.86 47.79±16.53 0.3172 
TG 52 106.88±59.32 107.78±61.63 0.4524 
Insulin 50 17.28±14.71 13.49±7.71 0.003499 
Glucose 49 82.35±9.33 81.77±5.85 0.6499 
HOMA-IR 49 3.29±2.60 2.55±1.56 0.008583 
QUICKI 49 0.33±0.03 0.34±0.03 0.01388 
p value in bold are significant. Legend: BMI: body mass index; Fat: body fat percentage; TC: 
total cholesterol; LDL-C: LDL-cholesterol; HDL-C: HDL-cholesterol TG: triglycerides; HOMA-IR: 
Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance; QUICKI: Quantitative Insulin Sensitivity 
Check Index;  
 
Table 2 - Results of multivariate linear regression considering anthropometric 
outcomes and genotypes.  

Gene SNP Variable Genotype Mean 
difference±SD p 

TLR2 rs13105517 BMI 
AA 1.14±0,70 

0.0116 
GG+GA 0.19±0.77 

TLR4 
rs1554973 BMI 

CC -1.16±1.29 
0.0014 

TT+CT 0.35±0.70 

rs1927911 BMI 
AA -0.65±1.46 

0.0169 
GG+GA 0.35±1.46 

TNF rs1800629 BMI AA 0.24±0.77 0.0174 
   GG+GA 2.1±0.00  

NFKB1 rs3755867 Fat GG 10.05±3.60 0.0112 
   GA+AA 3.19±4.66  

IL1B rs3917356 Fat 
TT 0.70±4.5 

0.0471 
CC+CT 4.54±4.84 

NLRC4 

rs212704 Fat 
CC 0.23±5.14 

0.0883 
TT+CT 4.65±4.61 

rs385076 Fat 
TT -1.72±5.48 

0.0136 
CC+CT 4.56±4.47 

rs455060 
Fat 

GG -1.00±4.49 
0.0104 

AA+GA 4.46±4.55 

BMI 
AA 0.56±0.74 

0.0580 
GG+GA 0.12±0.80 

p values in bold are significant. Legend: BMI: body mass index; Fat: body fat percentage. 
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3.2 Biochemical markers  

3.2.1 Lipid profile 

We found association between genotypes and components of lipid profile 

(TG, TC, LDL-C and HDL-C).  

In TG variation we found association with T allele of rs3804099 (TLR2) 

(p=0.0161), G allele of rs6509366 (CARD8) (p=0.0238) and G allele of 

rs6671879 (NEK7) (p=0.009) these individuals present reduction of TG levels, 

conversely carriers of CC, AA and AA genotype had increase of TG levels.  

For TC, two SNPs presented significant association in univariate linear 

regression: rs2069845 (IL6) (p=0.03842) and rs7258674 (CARD8) (p=0.0172). 

However, in multivariate linear regression only rs206984 remained significant: 

AA genotype individuals presented lower reduction of TC levels compared with 

C allele carriers (p=0.0384). For HDL-C, the same SNPs showed significant 

results in univariate linear regression, rs2069845 (p= 0.0413) and rs7258674 

(p=0.0028), but in multivariate linear regression only rs7258674 remained 

significant: G allele carriers exhibited increased HDL-C levels when compared 

with AA genotype individuals.  

For LDL-C variation levels, carriers of AA genotype of rs2069845 (IL-6) 

had lower reduction in LDL-C levels (p=0.0146) and carriers of GG genotype of 

rs3755867 (NFKB1) had increased levels (p=0.0398).  

3.2.2 Glucose profile 

For components of glucose profile we found association between 

genotypes and glucose variation levels and predictors of insulin sensitivity: 

HOMA-IR and QUICKI. Carriers of AA of rs13105517 (TLR2) genotype and 

carriers of AA genotype of rs1927911 (TLR4) had improvement in insulin 

sensitivity according to HOMA-IR index decreasing.   In addition, AA 

(rs13105517) genotype individuals also showed increase in QUICKI values.  

Carriers of C allele of rs3138053 (NFKBIA) and GG genotype of rs6671879 

(NEK7) had higher reduction in glucose levels.  
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Table 3 - Results of multivariate linear regression considering biochemical 
outcomes and genotypes.  

GENE SNP VARIABLE GENOTYPE 
MEAN 

DIFFERENCE±SD P 

TLR2 
rs13105517 

QUICKI 
AA -0.02±0.01 

0.0243 
GG+GA -0.004±0.02 

HOMA-IR 
AA 2.42±3.63 

0.0112 
GG+GA 0.43±1.24 

rs3804099 TG 
CC -29.16±88.20 

0.0161 
TT+CT 7.58±40.13 

TLR4 rs1927911 HOMA-IR 
AA 2.25±4.47 

0.0471 
GG+GA 0.49±1.22 

IL6 rs2069845 
TC 

AA 1.87±22.77 
0.0384 

AG+GG 14.76±20.57 

LDL-C 
AA 1.48±21.71 

0.0146 
AG+GG 14.19±16.38 

  HDL-C AA -1.60±10.30 0.0640 
   AG+GG 4.09±8.97  

NFKBIA rs3138053 Glucose 
TT -1.76±8.93 

0.0442 
CC+CT 3.70±7.88 

NFKB1 rs3755867 LDL-C 
GG -2.10±28.34 

0.0398 
GA+AA 8.58±19.07 

CARD8 
rs6509366 TG 

AA -54.8±97.68 
0.0238 

GG+AG 4.83±48.14 

rs7258674 HDL-C 
AA 11.28±8.97 

0.0098 
GG+AG -0.54±9.27 

  TC AA 26.42±23.07 
0.1097 

   GG+AG 4.93±21.26 

NEK7 rs6671879 
Glucose 

GG 7.6±7.21 
0.0137 

AA+AG -1.22±8.38 

TG 
AA -28.14±88.15 

0.009 
GG+AG 11.20±27.85 

Mean difference: difference between before and after data of the physical intervention program. 
Legend: TG: triglycerides; TC: total cholesterol; LDL-C: LDL-cholesterol; HDL-C: HDL-
cholesterol; QUICKI: Quantitative Insulin Sensitivity Check Index; HOMA-IR: Homeostatic Model 
Assessment for Insulin Resistance  
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Table 4 Summary results of multivariable linear regression of anthropometric 
and biochemical parameters. 

   Anthropometric  Biochemical 

GENE SNP  BMI FAT  HOMA.IR QUICKI GLUCOSE LDL.C HDL.C TC TG 

TLR2 
rs13105517  AA▼+ 

GG+GA▼   AA▼+ 
GG+GA▼ 

AA▲+ 
GG+GA▲ . . . . . 

rs3804099  . .  . . . . . . CC▲ 
TT+CT▼ 

TLR4 
rs1927911  AA▲ 

GG+GA▼ .  AA▼+ 
GG+GA▼ . . . . . . 

rs1554973  CC▲ 
TT+CT▼ .  . . . . . . . 

IL6 rs2069845  . .  . . . AA▼ 
AG+GG▼+  

AA▼ 
AG+GG▼+ . 

NFKB1 rs3755867  . GG▼+ 
GA+AA▼ 

 . . . GG▲ 
GA+AA▼ . . . 

NFKBIA rs3138053  . .  . . TT▲ 
CC+CT▼ . . . . 

TNFα rs1800629  AA▼ 
GG+GA▼+ .  . . . . . . . 

IL1B rs3917356  . TT▼ 
CC+CT▼+ 

 . . . . . . . 

NLRC4 

rs212704  .   . . . . . . . 

rs385076  . TT▲ 
CC+CT▼ 

 . . . . . . . 

rs455060   GG▲ 
AA+GA▼ 

 . . . . . . . 

CARD8 
rs6509366  . .  . . . . . . AA▲ 

GG+AG▼ 

rs7258674  . .  . . . . AA▼ 
GG+AG▲ . . 

NEK7 rs6671879  . .  . . GG▼ 
AA+AG▲ . . . AA▲ 

GG+AG▼ 

Green arrows: decrease or improvement in the parameters. Green arrows with plus: higher 
decrease of parameters compared with other genotype. Red arrows: increase or worsen in the 
parameters. 
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Figure 1 – Polygenic index and BMI change. 

 
Polygenic index was performed including genotypes of five variants associated 
with lower BMI loss: G allele (GG+GA genotypes) of rs13105517 (TLR2), CC 
genotype of rs1554973, AA genotype of rs192711 (TLR4), G allele (GG+GA 
genotypes) of rs455060 (NLRC4) and G allele (GG+GA genotypes) of rs1800629 
(TNF). Carriers of 3 or more risk genotypes had BMI loss below median. 

Figure 2 – Polygenic index and body fat percentage change.  

 
Polygenic index was performed including genotypes of five variants associated with lower fat 
loss: TT genotype of rs3917356 (IL1B), A allele (GA+AA genotypes) of rs3755867 (NFκB1); CC 
genotype of rs212704 (NLRC4); TT genotype of rs385076 and GG genotype of  rs455060 
(NLRC4). Fat loss below  median was associated with  2 or more risk genotypes.   
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4 DISCUSSION 

Physical exercises are known as important factors for health 

improvement, decreasing BMI, fat composition and helping to maintain normal 

lipid and glucose levels and decrease inflammatory markers. In our study we 

investigated the effects of polimorphisms of inflammatory components coding 

genes (TLR2, TLR4, IL1B, IL6, NFκBIA, NFκB1, NLRC4, CARD8 and NEK7) in 

anthropometric and biochemical outcomes of physical exercises in children and 

adolescents. This is the first study that evaluated this set of SNPs with a training 

program and biochemical and anthropometrical parameters. Previous studies 

analyzed the same polymorphism in TNF (rs1800629) and others in IL-6 in an 

elder sample [17,18]. The main results were summarized in anthropometrical 

and biochemical findings; therefore, discussion is also presented separately in 

anthropometrical and biochemical outcomes.  

4.1 Anthropometrical outcomes 

Genetic variants in TLR2 and TLR4 influenced significantly BMI loss after 

the physical exercise intervention. Both genotypes associated with increase in 

BMI (CC genotype of rs1554973 and AA genotype of rs1927911) present higher 

expression of TLR2 and TLR4 (esophagus and aorta tissue) according to GTEx 

Portal. G allele of rs13105517, which presented lower BMI loss compared with 

AA genotype, presented higher expression of TLR2. Higher levels of 

TLR2/TLR4 and TNF were previously associated with obesity and insulin 

resistance [31,58]. In addition, the polygenic index, which also included 

rs455060 (NLRC4) and rs1800629 (TNF) showed that individuals carrying 3 or 

more risk genotypes had lower BMI loss after physical exercise intervention.  

Inflammatory levels are higher in obese individuals. Infiltration of 

macrophages in adipose tissue release pro-inflammatory cytokines leading to 

systemic low grade inflammation. In addition, the hormone leptin, which in 

obese individuals is found in higher circulating levels, has pro-inflammatory 

properties and upregulates the secretion of cytokines, such as IL-1, IL-6 and 

TNF-α [59,60]. Leptin levels are directly proportional to BMI [61], and have an 

important role in appetite control and body weight. Together with leptin 

expression, deregulation of gut flora release LPS, which induces inflammatory 
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response by activation of TLRs [62]. Although the practice of physical exercises 

is predicted to improve inflammation profile, carriers of risk genotypes (higher 

expression of inflammatory markers) could have a higher release of 

inflammatory cytokines, including leptin, than non-carriers (cytokine-leptin 

hypothesis) [63]. In addition, BMI is related with higher levels of leptin. These 

scenarios can promote resistance to exercise effects on metabolic amelioration.   

Exercise was also effective for decreasing body fat percentage and we 

identify potential genetic variants in NFKB1, IL1B and NLRC4 associated with 

body fat percentage variation after the physical exercise intervention. NF-κB is a 

known transcriptional factor involving in immunity, inflammation and 

oncogenesis. Besides, Laurencikiene and colleagues investigated  the 

modulatory role of NF-κB in the lipolytic activity of TNF in adipose tissue cell 

culture [28].  It is possible that NF-κB could induce higher lipolysis in response 

to exercise.  

Possibly, the G allele provides higher p50 subunit expression which has 

anti-inflammatory properties due to IL-10 (anti-inflammatory cytokine) 

transcription, and thus decreasing inflammatory profile and leading to 

ameliorated physical exercise outcomes. The rs3755867 is a tag SNP in LD 

with rs28362491 (D´=0.96). It is a four base insertion/deletion variant (-94ins/del 

ATTG) and carriers of deletion allele were found predisposed to atherosclerosis 

[25] and heart disease [64]. Insertion of ATTG in the promoter region could be 

related with higher expression of homodimer p50/p50 and its consequent anti-

inflammatory profile.   

In the same way, TT genotype of rs3917356 knowingly increases IL1B 

expression, unlike TT genotype of rs385076 and GG genotype of rs455060 that 

are associated with decreased expression of NLRC4 (esophagus tissue). 

However, expression is tissue specific and these variants could lead to different 

expression levels in other tissue.  Besides that, other variants in genes that 

code for NLRC4 regulatory elements may help in their activation. Activation of 

NLRC4 had been associated with atherosclerosis [42], high levels of TG [65] 

and cancer [41]. NLRC4 activity releases pro-inflammatory cytokines including 

IL-1β and IL-18. IL-1β is a cytokine released by macrophages and was 
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previously associated with hepatic steatosis. Excess of nutrients promote 

adipose tissue expandability and higher release of IL-β, which in turn 

contributes to inflammation in this tissue. Findings showed that IL-1β  interfere 

in adipose tissue expandability leading to fat accumulation in ectopic tissues 

(liver) [66]. Thus, higher expression of IL-1β could impair fat loss promoted by 

physical exercise due its role in adipose tissue inflammation and lipid storage. 

Combination of all genotypes associated with lower fat loss showed that carriers 

of 2 or more risk genotypes had lower fat loss after the physical exercise 

program.  

4.2 Biochemical variables  

As in BMI variation after the physical exercise intervention, improvement 

in insulin sensitivity through HOMA-IR and QUICKI indexes were also 

associated with polymorphisms in TLR2 (AA genotype of rs13105517) and 

TLR4 (AA genotype of rs1927911).  Exercise promotes decrease of 

inflammatory markers and increase of adiponectin which is insulin-sensitizing 

[67,68]. Activation of TLR2, and mainly TLR4, triggers an inflammatory signaling 

cascade of insulin desensitizing [69]. Conversely, these genotypes were related 

with higher expression of TLR2 and TLR4 in aorta and esophagus tissue 

(GTEx). Moreover, protein expression could change between body tissues and 

could be higher in endocrine tissues, as adipose tissue, for example.  

Furthermore, rs13105517 and rs1927911 are tag SNPs and are possibly 

in LD with causal variants. The rs13105517 is in LD with rs5743708 (TLR2) that 

was associated with type 2 diabetes and rs1927911 is in LD with rs11536889 

(TLR4) associated with diabetes melittus [70]. Additionally, inflammatory and 

insulin pathways are complex and polymorphisms in TLR2/TLR4 are only one of 

the factors involved in the mechanism of insulin resistance. These findings 

show the importance of the combination between exercise and genetic 

predisposition in insulin sensitivity improvement.   

Intervention did not present a significant result in glucose levels changes; 

however, genetic variants presented association. Polymorphism in NFKBIA and 

NEK7 genes showed significant association with greater glucose levels 

reduction after the exercise program. CC and CT genotypes of rs3138053 are 
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related with higher NFKBIA expression in skeletal muscle (GTEx). NFKBIA 

encodes an important inhibitor of NF-κB: IκBα. Higher expression of IκBα is 

related to lower NF-κB expression and decrease of inflammation [71]. Release 

of inflammatory cytokines is known for playing a key role in glycemic 

homeostasis impairment.  

NEK7, in turn, is a recently discovered NLRP3 inflammasome regulator, 

and it is fundamental to effective NLRP3 activation [37]. GG genotype of 

rs6671879 was associated with higher reduction in glucose levels and G allele 

with reduced TG levels. In a previous work of our group, G allele was 

associated with higher TC and LDL-C levels [65]. We hypothesized that carriers 

of G allele had lower expression of NEK7 avoiding NLRP3 activation and 

implicating in lower inflammation level, consequently reinforcing physical 

exercise benefits and ultimately leading to decreased glucose and TG levels 

after the intervention.  Besides that, in weight loss free fatty acids (FFA) 

circulating levels are lower, which leads to lower inflammatory response and 

reestablishment of normal glucose and lipid levels. Although evidences showed 

that complex NLRP3/NEK7 is associated with inflammatory diseases, Ma and 

coworkers found a protective role of complex NEK7-NLRP3 in patients with 

systemic lupus erythematous [72].  Mechanism of NEK-NLRP3 activation 

remains to be understood.   

Besides rs6671879, TG was associated with other 2 polymorphisms 

rs3804099 (TLR2) and rs650966 (CARD8). Expression of TLR2 and TLR4 were 

positively correlated with high levels of TG and TC [73]. The CC genotype of 

rs3804099 was previously associated with severe coronary atherosclerosis [32]. 

Here we found that CC genotype individuals had increased TG levels after the 

physical exercise program. Although these SNP is a synonymous variant and 

no amino acid sequence change occurs, codon usage bias may affect 

expression depending on availability of the corresponding anti-codon [74]. Thus 

CC genotype could provide increase of TLR2 expression interfering in lipid 

metabolism resulting in lower effect of exercise in lipid parameters. Still, there is 

a possibility that rs3804099 is in LD with a functional variant associated with 

higher TLR2 expression. 
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 For rs6509366 (CARD8) carriers of G allele showed reduction in TG 

levels. Furthermore, G allele of rs7258674 of CARD8 was associated with 

higher HDL-C, a protective factor against cardiovascular diseases. CARD8 is a 

negative regulator of NLRP3 and its higher expression may prevent NLRP3 

activation. [38]. Activation of NLRP3 inflammasome triggers pro-inflammatory 

molecules transcription, including NF-κB and ultimately leads to pro-

inflammatory cytokine IL-1β releasing. Expression of NLRP3 is associated with 

metabolic and inflammatory diseases including obesity, type 2 diabetes and 

gout [75]. It is possible that rs6509366 and rs7258674 are responsible for 

CARD8 higher expression, and thus by the protection against NLRP3 activation.  

Besides that, these variants were also tag SNPs and could be in LD with causal 

variants. 

Polymorphism in IL6 was associated with TC and LDL-C. IL-6 is a known 

cytokine secreted by many tissue types, including adipose tissue in expansion 

and skeletal muscle on exercise, inducing immune response. Obese individuals 

have higher IL-6 circulating levels. In a previous study with children and 

adolescents, G allele of rs2069845 was associated with obesity [16]. G allele 

was also associated with higher TG levels of and higher TC/HDL-C ratio [76]. 

We found that AA genotype of rs2069845 was associated with lower reduction 

in TC and LDL-C levels (increased TC and LDL-C levels).  Although the role of 

IL-6 in the pathology of obesity is known, recent evidences showed lipolytic 

effects of IL-6, decreasing lipid levels [77]. Moreover, IL-6 mediates fat oxidation 

through AMPK pathway. Thus, contrasting results have been publishing 

regarding IL-6 effect in markers of obesity. The rs2069845 is a tag SNP in LD 

with rs1554606 (D´=1.00)  which  was associated with obesity and high BMI 

and altered lipid profile in Saudi population [15]. Considering IL-6 role in lipid 

metabolism, we hypothesize that A allele could lead to lower IL6 expression and 

consequently to lower effect in regulation of fatty acid oxidation, even after the 

physical exercise intervention. Physical exercise may lead to regulation of 

inflammatory parameters and increase the release of IL-6, affecting lipid levels 

and insulin sensitizing [78].  

In addition, GG genotype individuals (rs3755867 of NFKB1) exhibited 

increased LDL-C levels after the physical exercise program. Although this same 
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genotype was associated with fat loss, lipid metabolism is complex and involves 

several components. In experiment in cellular culture of human hepatocellular 

carcinoma it was observed an increase in intracellular cholesterol levels with 

LPS stimulation dependent of NF-κB. In turn, cholesterol accumulation leads to 

inflammatory response mediated by LPS/NF-κB, a mechanism of positive 

feedback [79]. Likely, LPS activation leads to IKK overexpression, consequently 

increasing p65 subunit expression and activating NF-κB pro-inflammatory 

signaling through the formation of p50/p65 heterodimers. Thus, the anti-

inflammatory effect of rs3755867, by increasing expression of p50 subunit, is 

undermined by the increase in p65 expression and the formation of p50/p65 

heterodimers.  

5 CONCLUSION: 

Although this study has some limitations, such as small sample size and 

absence of inflammatory markers to analyze together with variants, the physical 

exercise intervention was effective in reducing anthropometrical and metabolic 

parameters. Together with the physical exercise intervention, variants in TLR2, 

TLR4, IL1B, IL6, NFKB1, NFKBIA, NLRC4, CARD8 and NEK7 exerted 

influence over anthropometrical and metabolic parameters variation. 

Combination of genotypes associated with anti-inflammatory profile may lead to 

ameliorated biochemical and anthropometrical profiles as outcomes of physical 

exercise programs. Inflammatory markers lead to metabolic dysfunction, 

impairment of weight loss, deregulation of insulin signaling and lipid metabolism 

and the associations we found may provide insights into inflammatory markers 

and metabolism in physical exercise context.  
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CAPÍTULO III 

Artigo preparado para submissão à revista Inflammation Research 

Relações entre marcadores metabólicos e polimorfismos nos genes da 
via inflamatória TNF, IL6, IL1B, NFKB1 e NFKBIA  

RESUMO 

O tecido adiposo é um importante órgão na regulação metabólica, 
responsável pela secreção de citocinas e marcadores inflamatórios, no entanto 
na quebra da homeostase há uma alteração no padrão destas citocinas 
podendo prejudicar a sinalização insulínica e o metabolismo lipídico. Portanto o 
objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de polimorfismos nos genes 
codificadores de componentes da via inflamatória como NFKB1, NFKBIA, TNF, 
IL6 e IL1B e marcadores antropométricos e bioquímicos. A amostra foi 
constituída de 115 adultos e 158 crianças e adolescentes. Os dados 
antropométricos coletados foram: altura, peso, índice de massa corporal (IMC) 
circunferência abdominal (CA), de quadril (CQ) e de cintura (CC). As variáveis 
bioquímicas coletadas foram LDL-C, HDL-C, triglicerídeos (TG), colesterol total 
(TC), insulina e glicose. Insulina e glicose foram usadas para cálculo de HOMA-
IR (Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance) e QUICKI 
(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index). Dados foram analisados através 
de regressão univariada para selecionar as possíveis associações e 
posteriormente, foram realizadas regressões multivariadas ajustando para 
sexo, idade e IMC. Foram encontradas associações entre polimorfismos nos 
genes NFKB1, NFKBIA, TNF e IL6 e variáveis antropométricas e bioquímicas. 
Genótipo TT de rs3138053 (NFKBIA) foi associado com maiores níveis de TG, 
e os portadores do genótIpo CC apresentaram maiores níveis de adiponectina 
e visfatina. Genótipo CC de rs696 (NFKBIA) foi associado com maiores níveis 
de adiponectina. Genótipo GG e alelo G de rs3755867 (NFKB1) foram 
associados a maior IMC e maior circunferência de quadril. Alelo A de 
rs1800629 (TNF) foi associado com maiores níveis de TG, genótipo GG de 
rs2069845 associado a menores valores de QUICKI. Estes resultados mostram 
a relação entre polimorfismos nos genes relacionados a via inflamatória e 
componentes do metabolismo.  

Palavras-chave: polimorfismos, metabolismo, via inflamatória, citocinas.  
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1 INTRODUÇÃO 

O tecido adiposo por muito tempo foi visto como apenas um tecido com 

função de reserva energética. Com a descoberta da secreção de leptina, uma 

molécula com importante função na saciedade, essa visão mudou radicalmente 

e agora o tecido adiposo é visto como um órgão com importante função 

endócrina [1]. Secreta diversas citocinas, chamadas adipocinas que regulam 

vários processos, tais como saciedade, imunidade, inflamação, crescimento 

tumoral entre outros. Estas moléculas exercem importante função na 

homeostase metabólica, reagindo frente às flutuações de energia e de 

nutrientes [2]. Em resposta ao rompimento da homeostase, o padrão destas 

citocinas pode ser alterado para um perfil inflamatório. Essa mudança de perfil, 

com liberação destas citocinas inflamatórias, pode desencadear distúrbios 

metabólicos incluindo a obesidade, resistência insulínica e aterosclerose [3]. 

A primeira molécula identificada que ofereceu pistas para o 

entendimento da relação entre citocinas inflamatórias, obesidade e doenças 

metabólicas foi TNF. Esta citocina foi identificada primeiramente no tecido 

adiposo de roedores obesos. Depois, expressão elevada de TNF foi 

encontrada em músculo de humanos obesos [4]. É a citocina pró-inflamatória 

mais conhecida no contexto metabólico, sua transcrição é ativada em resposta 

a inflamação, infecção e ao estresse. TNF é capaz de prejudicar a captação de 

glicose, através do bloqueio da fosforilação da serina do receptor da insulina 

[5]. Além disso, parece ter um papel na lipólise inibindo a expressão de 

perilipipina (PLIN) e lipase hormônio sensível (HSL) mediado por fator nuclear 

κB (NFκB) [6]. Polimorfismos em TNF têm sido associados com doenças 

metabólicas, como por exemplo, o rs1800629 (G>A), foi associado com 

doenças cardiovasculares [7] e diabetes tipo 2 [8]. Este SNP (single nucleotide 

polymorphism) se encontra na região promotora do gene e estudos mostram o 

alelo A relacionado à maior expressão de TNF [9].  

IL-6 também é uma molécula com importante função metabólica. 

Juntamente com TNF tem sua maior expressão em pacientes obesos. A exata 

função de IL-6 ainda é debatida, pois ainda é incerto se ela exerce um papel 

protetor ou de risco nas doenças metabólicas [10]. Camundongos tratados com 
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alta dose de IL-6 tiveram a sinalização insulínica prejudicada [11]. No entanto, 

ausência de IL-6 culminou em obesidade na vida adulta [12]. Existem indícios 

de uma possível função imunorregulatória de IL-6, agindo principalmente na 

modulação nos perfis de macrófagos e atenuando a resposta ao estresse, 

dependendo do contexto [10,13]. Por exemplo, na obesidade sua expressão 

aumentada pode mitigar o efeito do estresse metabólico, ativando o perfil M2 

(anti-inflamatório) de macrófagos. Por outro lado, na desregulação metabólica 

na qual há um grande número de moléculas inflamatórias circulantes, como 

ácidos graxos saturados e lipopolissacarideos (componente presente na 

parede celular de bactérias gram negativa oriundas da flora intestinal), IL-6 

ativaria o perfil de macrófagos M1 (pró-inflamatório) [10,14]. Polimorfismos no 

gene IL-6 também têm sido associados a doenças metabólicas, como por 

exemplo, o alelo G do polimorfismo rs2069845 que foi associado à obesidade 

em crianças brasileiras [15] e à maior adiposidade em mulheres negras [16]. 

Citocinas pró-inflamatórias secretadas por macrófagos de perfil M1 como 

TNF e PAMPs (pathogens associated molecular patterns) ou DAMPs (danger 

associated molecular patterns) que ativam receptores do sistema imune inato, 

incluindo TLRs (toll-like receptors), são capazes de induzir a ativação do fator 

transcricional NF-κB. A atividade de NF-κB é inibida por IκBα (inhibitor of κB 

alpha) que o sequestra no citosol e impede a sua translocação para o núcleo. 

Citocinas e PAMPs podem iniciar a cascata que ativará o complexo IKK 

(inhibitor of κB kinase) que irá fosforilar IκB, promovendo sua degradação e 

liberando NF-κB para se mover ao núcleo e realizar a transcrição de moléculas 

pró-inflamatórias como interleucina 1β (IL-1β) [17,18].  

A estrutura de NF-κB pode ser formada por homodímeros ou 

heterodímeros, a forma mais abundante é o heterodímero p65/p50. A 

subunidade p50 é codificada pelo gene NFKB1, e a subunidade p65 por RELA. 

O homodímero p50/p50 tem propriedades anti-inflamatórias, pois inibe a 

transcrição de citocinas pró-inflamatórias. O IκB inibidor de NF-κB é transcrito 

por NFKBIA. Polimorfismos tanto em NFKB1 quanto em NFKBIA têm sido 

associados a doenças cardiovasculares. Como por exemplo, rs28362491 

(NFKB1), caracterizado por uma variação indel (inserção/deleção) de 4 bases 

(-94 ins/del ATTG) e que foi associado com doenças cardiovasculares [19]. A 
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variante ins (inserção) parece fornecer um efeito protetor, pois está relacionada 

com aumento na expressão de NFKB1[20]. O polimorfismo rs696 (NFKBIA) é 

uma variante localizada na região 3´UTR (untranslated region) do gene. 

Polimorfismos nesta região podem alterar a estabilidade do RNAm (RNA 

mensageiro) e impactar a expressão de NFKBIA. Esse SNP foi associado ao 

risco de colite ulcerativa [21].  

O heterodímero p65/p50 de NF-κB promove a transcrição de citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β. Secreção de IL-1β ocorre por meio da ativação 

de PAMPs ou DAMPs através dos receptores do sistema imune inato, como o 

inflamossomo [22]. Inflamossomo é um complexo de multi-proteínas, formado 

por moléculas adaptadoras. Estas irão ativar caspase-1 que irá clivar pro-IL-1β 

na sua forma ativa. Mecanismo mediado por caspase-1 pode levar a um tipo de 

morte celular por lise chamada de piroptose [23]. Polimorfismo em IL-1β tem 

sido associado à aterosclerose [24] e ao diabetes [25]. Genótipo CC do 

rs114363 (IL-1β) foi associado à obesidade e o genótipo TT a maior 

circunferência de quadril [26]. Este polimorfismo é uma variante sinônima, que 

apesar de não alterar a sequência de aminoácidos, pode alterar o uso de 

códons e devido a uma possível menor disponibilidade de RNA transportador 

com anticódon específico impactar na expressão de IL-1B.  

Nosso objetivo foi verificar se existe associação entre polimorfismos nos 

genes TNF, IL6, IL1B, NFKB1 e NFKBIA e variáveis antropométricas e 

bioquímicas geralmente impactadas na desregulação metabólica.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Amostra e coleta de dados 

A amostra é constituída de dois grupos independentes, 115 adultos e 

158 crianças e adolescentes, totalizando 273 indivíduos. Todos os indivíduos 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para participação do 

estudo. As crianças e adolescentes foram recrutadas em escolas públicas de 

Curitiba em parceria com o Núcleo de Qualidade de Vida do Programa de Pós-

Graduação em Educação Física da Universidade Federal do Paraná (UFPR). 

Os critérios de exclusão foram o uso de medicamentos para níveis de 

colesterol e controle do peso. Foram coletadas as seguintes variáveis 

antropométricas: peso e altura para cálculo do IMC (índice de massa corporal), 

circunferência abdominal ou de quadril.  

Os adultos participantes do estudo são trabalhadores da UFPR. Nenhum 

critério de exclusão foi aplicado aos participantes. As variáveis antropométricas 

coletadas foram: peso e altura para cálculo do IMC, circunferência de quadril 

(CQ) e de cintura (CC).   

Nos dois grupos foram coletadas amostras de sangue para mensurar 

parâmetros bioquímicos e para extração do DNA. Parâmetros bioquímicos 

coletados foram: LDL-colesterol (LDL-C), HDL-colesterol (HDL-C), colesterol 

total (CT), triglicerídeos (TG), insulina e glicose. Mensuração dos níveis de 

adiponectina e visfatina foram realizadas apenas para amostras de adultos. 

Dados de insulina e glicose foram usados para calcular os indexes de HOMA-

IR (Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance) [27] para ambas as 

amostras e QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) [28] para a 

amostra de crianças e adolescentes. 
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2.1 Seleção dos Polimorfismos e Genotipagem 

Primeiramente, foram selecionados genes que codificam citocinas e 

componentes da via inflamatória previamente conhecidos no contexto 

metabólico como: IL1B, IL6, TNF, NFKB1 e NFKBIA. Os polimorfismos nestes 

genes foram escolhidos com base no desequilíbrio de ligação (DL) através do 

programa Haploview [29] a partir dos dados 1000 genomes [30]. Muitos genes 

possuem um ou mais blocos de SNPs (single nucleotide polymorphisms) que 

possui forte DL (D’>0,80). Para este estudo, foram escolhidos no mínimo um 

SNP representativo de cada bloco. Além disso, polimorfismos previamente 

associados com doenças metabólicas ou inflamatórias também foram 

selecionados (Tabela 1). Os tag SNPs selecionados e seus respectivos genes 

foram: rs1143634 e rs3917356 (IL1B), rs2069845 (IL6), rs3774932 e rs3755867 

(NFKB1), rs3138053 (NFKBIA) e rs915654 (TNF). Polimorfismos selecionados 

devido à associação prévia encontrada na literatura foram: rs16944 (IL1B); 

rs1800629 (TNF) e rs696 (NFKBIA). Na Tabela 2 estão descritas as 

frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos incluídos neste estudo.   

O DNA foi extraído de sangue periférico pela técnica de salting out 

adaptada de Lahiri e Nurnberger [31]. A amostra foi diluída para a 

concentração final de 20ng/ul em um volume final de 50 ul. A genotipagem foi 

realizada pela metodologia de espectrometria de massa baseada na plataforma 

Sequenom massARRAY (EUA) [32] em laboratório localizado na Universidade 

de Auckland (Nova Zelândia).  

Tabela 1 – Características dos SNPs selecionados  

Gene  SNP  Substituição  
nucleotídica  

Localização MAF* Classificaç
ão 

NFKB1  rs3774932 c.-54+1248A>T intron 0,40 (A) Tag SNP 
NFKB1 rs3755867 c.1750-979A>G intron 0,30 (G) Tag SNP 
NFKBIA rs3138053 c.-1004A>G Promotora  0,32 (C) Tag SNP 
NFKBIA rs696 c.*126C>T 3´UTR 0,37 (T) Literatura 
IL-6 rs2069845 c.2783-514C>T Intron  0.39 (C) Tag SNP 
TNF rs1800629 c.-488G>A Promotora  0,18 (A) Literatura 
TNF rs915654 c.-1736T>A Intergênica 0,33 (A) Literatura 
IL1B rs1143634 c.315G>A sinônima 0,23 (A) Tag SNP 
IL1B rs3917356 c.99+780C>T Intron 0,44 (T) Tag SNP 
IL1B rs16944 c.-598A>G 5´UTR 0,34 (A) Literatura 
Legenda: MAF - minor allele frequency. Literatura: polimorfismo previamente associado com 
distúrbios metabólicos ou inflamatórios.
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Tabela 2 – Frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos incluídos neste 
estudo. 
SNP 
(Gene) 

Alelo/Genótipo CA 
n(%) 

Adultos 
n(%) 

 SNP 
(Gene) 

Alelo/Genótipo CA 
n(%) 

Adultos 
n(%) 

rs1143634 
IL1B 

G 266 
(84) 

 184 
(80) 

 rs1800629 
TNF 

G 281 
(89) 

207 (90) 

A 50 
(16) 

 46 (20)  A 33 
(11) 

23 (10) 

GG 113 
(72) 

73 (63)  GG 126 
(80) 

93 (81) 

GA 40 
(25) 

38 (33)  GA 29 
(18) 

21 (18) 

AA 5 (3) 4 (3)  AA 2 (1) 1 (1) 
rs16944 
IL1B 

G 174 
(55) 

145 (63)  rs3138053 
NFKBIA 

T 228 
(73) 

162 (70) 

A 142 
(45) 

85 (37)  C 86 
(27) 

68 (30) 

GG 46 
(29) 

43 (37)  TT 86 
(55) 

56 (49) 

GA  82 
(52) 

59 (51)  TC 56 
(36) 

50 (43) 

AA  30 
(19) 

13 (11)  CC 15 
(10) 

9 (8) 

rs3917356 
IL1B 

C 191 
(6) 

127 (55)  rs696 
NFKBIA 

C 193 
(61) 

155 (67) 

T 125 
(4) 

103 (45)  T 123 
(39) 

75 (33) 

CC 57 
(36) 

32 (28)  CC 60 
(38) 

53 (46) 

CT 77 
(49) 

63 (55)  CT 73 
(46) 

49 (43) 

TT 24 
(15) 

20 (17)  TT 25 
(16) 

13 (11) 

rs2069845 
IL6 

A 215 
(68) 

147 (64)  rs3755867 
NFKB1 

A 209 
(66) 

154 (67) 

G 101 
(32) 

83 (36)  G 107 
(34) 

76 (33) 

AA 77 
(49) 

44 (38)  AA 68 
(43) 

49 (43) 

AG 61 
(39) 

59 (51)  AG 73 
(46) 

56 (49) 

GG 20 
(13) 

12 (10)  GG 17 
(11) 

10 (9) 

rs915654 
TNF 

T 177 
(57) 

130 (57)  rs3774932 
NFKB1 

G 176 
(56) 

125 (54) 

A 133 
(43) 

100 (43)  A 138 
(44) 

105 (46) 

TT 51 
(33) 

33 (29)  GG 49 
(31) 

33 (29) 

TA 75 
(48) 

64 (56)  GA 78 
(50) 

59 (51) 

AA 29 
(19) 

18 (16)  AA 30 
(19) 

23 (20) 

Legenda: CA: amostra de crianças e adolescentes  
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2.2 Análises estatísticas 

Frequências alélicas e genotípicas foram obtidas por contagem direta e 

equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado pelo teste de qui-quadrado. As variáveis 

incluídas neste estudo foram testadas para normalidade pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov com correção de Lilliefors.  

Três modelos de interação foram testados, o modelo recessivo, no qual o 

homozigoto para o alelo menos frequente foi comparado com os portadores do alelo 

mais frequente (heterozigotos e homozigotos para o alelo mais frequente). O modelo 

dominante, no qual o homozigoto para o alelo mais frequente foi comparado aos 

portadores do alelo menos frequente (heterozigotos e homozigotos para o alelo 

menos frequente). Por último, o modelo codominante no qual o homozigoto para o 

alelo mais frequente foi comparado ao heterozigoto e ao homozigoto para o alelo 

menos frequente. 

Para testar a influência dos SNPs sobre as variáveis antropométricas e 

bioquímicas, primeiramente foi realizada regressão linear univariada. Após isso, com 

os modelos que se mostraram significativos, realizamos regressões lineares 

multivariadas ajustando para idade, sexo e IMC.  
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3 RESULTADOS 

Encontramos associação entre cinco polimorfismos e os níveis de TG, 

adiponectina, visfatina, IMC e quadril (Tabela 3 e 4).  

Na amostra dos adultos foram encontradas associações entre os níveis de TG, 

adiponectina e visfatina e o polimorfismo rs3138053 (NFKBIA). Portadores do 

genótipo TT apresentaram maiores níveis de TG, 17,57% a mais que os portadores 

do alelo C. Portadores do genótipo CC apresentaram maiores níveis de visfatina e 

de adiponectina que os portadores do alelo T e genótipo TT, respectivamente. 

Portadores do genótipo CC do polimorfismo rs696 (NFKBIA) também apresentaram 

maiores níveis de adiponectina. Portadores do genótipo AG do polimorfismo 

rs3755867 (NFKB1) apresentaram maior IMC e portadores do alelo G apresentaram 

maior circunferência de quadril.  

Na amostra das crianças e adolescentes foi encontrada associação entre 

rs1800629 (TNF) e TG: portadores do alelo A tiveram maior níveis de TG. 

Portadores do genótipo GG do SNP rs2069845 apresentaram menor valores de 

QUICKI, consequentemente menor sensibilidade à insulina, comparados aos 

portadores do alelo A. 
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Tabela 3 – Resultados da regressão linear multivariada na amostra de adultos. 

Gene SNP Variável Genótipo 
Média±DP p 

NFKBIA rs3138053 
TG 

TT 
(n=56) 

143,32±78,04 

CC+CT 
(n=59) 

118,15±50,18 
0,0022 

 
Visf. 

CC 
(n=7) 

75,34±147,79 

TT+CT 
(n=102) 

20,33±34,09 
0,0089 

 
Adipo 

TT 
(n=55) 

4,03±1,89 

CT 
(n=48) 

4,60±2,1 

CC 
(n=7) 

5,47±2,31 
0,0492 

rs696 
Adipo 

CC 
(n=50) 

4,86±2,31 

TT+CT 
(n=60) 

3,96±1,69 
0,01 

NFKB1 
 

rs3755867 
IMC 

GG 
(n=33) 

27,62±4,93 

AA+AG 
(n=82) 

27,37±5,56 
0,0064 

CQ 
AA 

(n=23) 
102,59±10,67 

GG+AG 
(n=91) 

102,93±14,11 
0,0005 

TG: triglicerídeos; Visf: visfatina; Adipo: adiponectina; IMC: índice de massa corporal; CQ: 
circunferência de quadril; DP: desvio padrão. 
 

Tabela 4 – Resultados da regressão logística multivariada na amostra de crianças e 
adolescentes. 

Gene SNP Variável Genótipo 
Média±DP  p 

TNF rs1800629 
TG 

GG  
(n=126) 

86,25±47,16 

AA+GA 
(n=30) 

108,31±62,96 
0,0141 

IL6 rs2069845 
QUICKI 

GG  
(n=19) 

0,35±0,02 

AA+AG 
(n=128) 

0,38±0,07 
0,033 

TG: triglicerídeos, QUICKI: Quantitative Insulin Sensitivity Check Index; DP: desvio padrão. 
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4 DISCUSSÃO 

Nós analisamos 10 polimorfismos em 5 genes codificantes de componentes da 

via inflamatória em duas amostras independentes. Encontramos associação entre 

polimorfismos nos genes codificantes das subunidades p50 e p105 do fator 

transcricional NF-κB (NFKB1), IκB (NFKBIA) na amostra de adultos. E associação 

com os polimorfismos nos genes TNF e IL6 na amostra de crianças e adolescentes. 

Foi encontrada associação entre o alelo G e o Genótipo GG de rs3755867 

(NFKB1) com maior IMC e circunferência de quadril respectivamente. Em um estudo 

recente do nosso grupo o polimorfismo rs3755867 do gene NFKB1 foi associado 

com diminuição de porcentagem de gordura corporal e aumento nos níveis de LDL-

C em uma amostra de crianças que sofreram intervenção física (dados não 

publicados). Isso possivelmente se deve à composição da amostra, faixa etária e 

também ao possível efeito do exercício na modulação nos níveis inflamatórios e na 

potencialização da queima de gordura. Desta forma, é possível que o alelo G atue 

no aumento da expressão de NFKB1 e, consequentemente na expressão p50, no 

entanto o efeito pode ser modulado por fatores como aumento na indução da 

resposta inflamatória por LPS, levando a maior expressão da subunidade p65 e 

formação do heterodímero p50/p65, aumentando a resposta inflamatória [33]. No 

entanto, na prática de atividade física regular, há mudança no perfil de citocinas e 

diminuição nos potenciais agentes indutores da inflamação, desta forma pode haver 

maior expressão do heterodímero p50/p50, o qual tem propriedades anti-

inflamatórias.  

 O SNP rs3755867 é um tag SNP e está em DL com rs28362491, uma 

variante indel (inserção/deleção) de 4 bases (-94 ins/del ATTG) localizada na região 

promotora. Essa variante foi associada à predisposição a doenças cardíacas como 

aterosclerose [34], doença cardíaca congênita [35] e a diabetes tipo 2 [36]. Estes 

estudos mostraram uma maior frequência do alelo deleção (del) nos casos quando 

comparados aos controles. Possivelmente o alelo del está relacionado com menor 

expressão de NFKB1 e consequentemente uma menor formação do homodímero 

p50/p50.  

Em um estudo a combinação do genótipo GG do rs696 (NFKBIA) 

conjuntamente com genótipo ins/ins (inserção/inserção) de rs28362491 apresentou 

um efeito protetor ao desenvolvimento de tireoidite de Hashimoto [37]. Em nosso 
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estudo foi encontrado associação entre os portadores do genótipo TT de rs696 e do 

genótipo TT de rs3138053 (NFKBIA) com menores níveis de adiponectina na 

amostra de adultos. Adiponectina é uma adipocina secretada pelo tecido adiposo 

que tem papel na sensibilidade a insulina e cujos níveis são negativamente 

associados com a adiposidade. Além disso, níveis de adiponectina são 

inversamente relacionados aos níveis de inflamação e positivamente associadas aos 

níveis de IκB [38]. Acredita-se que maior expressão de NFKBIA cause maior inibição 

de NF-κB. 

Portanto, hipotetizamos que os genótipos TT do rs696 e do rs3138053 do 

gene NFKBIA podem conferir uma menor expressão de NFKBIA nos tecidos, 

principalmente no tecido adiposo, culminando em uma maior expressão de NF-κB 

levando a menores níveis de adiponectina.  

Adiponectina também tem sido relacionada positivamente com níveis de HDL-

C e negativamente com níveis de TG. Acredita-se que adiponectina reduz os níveis 

de triglicerídeos por aumentar o catabolismo do VLDL (lipoproteína de muito baixa 

densidade) sua principal função é induzir a expressão de LPL (lipoproteína lipase). 

LPL hidrolisa VLDL-TG e libera os ácidos graxos livres que serão utilizados pelo 

tecido esquelético, músculo cardíaco ou serão armazenados no tecido adiposo 

[39,40]. Portanto é possível que o efeito no aumento do LDL observado possa ser 

devido à diminuição dos níveis de adiponectina visto nos portadores do genótipo TT 

de rs3138053. Outra possibilidade é que tal efeito seja devido à ativação clássica de 

NF-κB, de modo que portadores do genótipo TT do rs3138053 apresentariam uma 

menor expressão de NFKBIA levando a uma menor inibição de NF-κB. Ativação de 

NF-κB pode levar à transcrição de moléculas responsáveis pela biossíntese de 

colesterol, como SREBP1-a (sterol regulatory element binding protein 1 a). Seu 

papel no processo inflamatório já foi relacionado com ativação de componentes do 

sistema imune inato como o TLR4 (Toll-like receptor 4) e NLRP3 (NOD-like receptor 

family pyrin domain-containing 3) [41,42].  

Além disso, o alelo T (CT+TT) do rs3138053 foi associado também a menores 

níveis de visfatina, outra adipocina. De modo inverso à adiponectina, maiores níveis 

de visfatina são relacionadas com maior adiposidade e inflamação [43]. Foi 

observado o papel estimulador da atividade transcricional de  NF-kB no tecido 

endotelial [44]. Portanto, seguindo na mesma direção seriam esperados maiores 

níveis de visfatina, considerando que a falta de inibição de NF-kB induziria sua maior 
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produção. Adicionalmente, visfatina é secretada principalmente pelo tecido adiposo 

visceral e é possível que esta maior expressão seja observada em tecidos alvo, 

como órgãos endócrinos. Além disso, o genótipo CT pode ser responsável pela 

maior expressão de NFKBIA neste tecido. 

Na amostra de crianças e adolescentes foi observado que portadores do alelo 

A do rs1800629 (TNF) apresentaram maiores níveis de TG. Este polimorfismo foi 

associado com doenças metabólicas, como diabetes tipo 2 [8]. O alelo A desse 

polimorfismo foi associado à resistência insulínica em pacientes obesos [45]. Karimi 

e colaboradores utilizando ensaio de gene repórter observaram que o alelo A foi 

responsável por maior expressão de TNF [9]. No entanto, em outro estudo, o alelo G 

de rs1800629 foi associado a maior TG pós-prandial em pacientes com síndrome 

metabólica que foram submetidos à intervenção nutricional (dieta mediterrânea) [46].  

TNF e IL-6 têm sido relacionados com a fisiopatologia da obesidade e com o 

metabolismo de glicose e de lipídeos. Um experimento recente, realizado através de 

cultura de linfócitos T, mostrou a expressão de TNF como consequência de 

elevados níveis de TG  [47]. Foi encontrado também uma relação direta com a 

quantidade de TG intramuscular e expressão de TNF [48]. Um estudo em modelo 

animal (hamster sírio – Mesocricetus auratus) apontou a relação de TNF com a 

estimulação da apoliproteína apoB-48 intestinal, levando a uma maior circulação de 

TG, tanto em estado de jejum quanto em estado pós-prandial [49]. Apesar disso, a 

relação de TNF com a hiperlipidemia ainda é pouco elucidada. Considerando estas 

evidências, é possível que maiores níveis de TG observados nos portadores do alelo 

A do rs1800629, possam ser devidos à superexpressão de TNF, levando à ativação 

de componentes relacionados ao metabolismo lipídico, como as lipoproteínas, e ao 

consequentemente aumento nos níveis de colesterol e TG. 

O genótipo GG do rs2069845 (IL6) foi associado com menor sensibilidade à 

insulina pelo índice QUICKI. Embora o papel da IL-6 no contexto da resistência a 

insulina ainda seja incerto, pela sua função pleiotrópica, é possível que tenha tanto 

papel pro-inflamatório quanto anti-inflamatório. Um papel imunorregulatório de IL-6 

tem sido sugerido [14]. Apesar de vários trabalhos priorizarem o seu papel 

inflamatório, recentes evidências têm demostrado o seu papel na regulação dos 

perfis de macrófagos. No contexto de homeostase metabólica IL-6 potencializou a 

expressão de macrófagos de perfil M2 (anti-inflamatório) mediada por IL-4 (citocina 

anti-inflamatória) potencializando a tolerância a glicose. Camundongos IL-6 knockout 
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desenvolveram resistência insulínica em uma dieta de alto teor lipídico [10]. Dessa 

forma, é possível que os portadores do alelo A do rs2069845 tenham menor 

expressão de IL-6 tecidual, levando a um contexto anti-inflamatório e, por 

consequência uma melhor tolerância a glicose nos tecidos. Além disso, o 

polimorfismo rs2069845, que se encontra na região intrônica do gene IL6, é um tag 

SNP e pode estar em DL com a variante causal. Uma possível variante seria a 

rs1800795 (D´=0,95 e r2=0,86) que se encontra na região promotora do gene. O 

genótipo GG foi associado com o risco aumentado de diabetes tipo 2 em um estudo 

de meta análise. Possivelmente, o polimorfismo afeta a transcrição de IL-6 

prejudicando sua expressão, por consequência, uma menor sensibilidade a insulina  

[50].  

 
5 CONCLUSÃO 

No presente estudo, observamos associação de polimorfismos em NFKB1, 

NFKBIA, IL6 e TNF com variáveis antropométricas (IMC e quadril) e bioquímicas 

(adiponectina, visfatina, TG e QUICKI). Moléculas codificadas por estes genes têm 

sido relacionados ao contexto metabólico, como por exemplo, IL-6 e TNF, as quais 

são encontradas em maiores níveis em pacientes obesos. O regulador chave da 

resposta inflamatória, o fator transcricional NF-κB é frequentemente ativado frente a 

estímulos externos, como componentes da dieta. 

Quanto aos nossos achados é possível que, portadores dos genótipos 

relacionados ao perfil anti-inflamatório apresentem melhor resposta frente ao 

excesso de consumo de nutrientes potencialmente indutores da resposta 

inflamatória como lipídeos e açúcar, apresentando menores níveis de colesterol e 

glucose circulantes bem como menores valores antropométricos.  

Apesar das limitações deste estudo como o tamanho amostral reduzido e 

ausência de mensuração de marcadores inflamatórios, os quais reduzem o poder 

estatístico, foi possível observar a influência dos genes codificadores de 

componentes inflamatórios NFKB1, NFKBIA, TNF e IL6 sobre os níveis de 

adipocinas, variáveis antropométricas, lipídicas e de resistência insulínica.  Estas 

associações podem ajudar a compreender os efeitos dos marcadores inflamatórios 

sobre componentes do metabolismo e auxiliar em novas terapias.   
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6 DISCUSSÃO GERAL 

O papel desempenhado pelos componentes do sistema imune vai muito além 

do combate a patógenos, pois seus componentes são responsáveis pela 

manutenção da homeostase do indivíduo, incluindo a energética e a metabólica. 

Sabe-se que diversos fatores ambientais são responsáveis pela ativação da 

resposta imune: alterações nos componentes bioquímicos, ocasionados por 

componentes da dieta, como excesso no consumo de AGS. 

No presente estudo, avaliamos polimorfismos em genes codificadores de 

potenciais componentes da resposta imune e os perfis antropométricos e 

bioquímicos em duas amostras independentes. Primeiramente, analisamos os 

polimorfismos nos genes pertencentes à via dos receptores do sistema imune inato, 

TLR e NLR (inflamossosomo). As variantes nos genes TLR2 mostraram influenciar o 

metabolismo lipídico, especialmente no aumento nos níveis de HDL-C (rs13105517) 

e de CT (rs3804099). Além disso, influenciaram na resposta ao exercício, quanto à 

redução do IMC (rs13105517), na melhoria da sensibilidade a insulina (rs13105517) 

e diminuição nos níveis de TG (rs3804099). As variantes do gene TLR4 foram 

associadas aos níveis de LDL-C (rs1554973), e na redução do IMC (rs1927911 e 

rs1554973) e na melhoria da sensibilidade a insulina (rs1927911). TLRs, 

principalmente TLR4, são considerados sensores de nutrientes, capazes de 

desencadear a resposta inflamatória, afetando os metabolismos de lipídeos, glicose 

e influenciando na massa corporal. Além disso, LDL modificado parece induzir a 

expressão de TLR4 em macrófagos que participam na formação das células 

espumosas (HOWELL et al., 2011). Expressão de TLR2 e TLR4 foram associadas 

com hiperlipidemia em humanos e em camundongos (ZHU et al., 2015).  

Variantes no gene NLRC4, mostraram influenciar na diminuição nos níveis de 

TG (rs455060), nos níveis de insulina (rs212704 e rs455060) e na melhoria na 

sensibilidade a insulina (rs212704). E também no aumento do percentual de gordura 

corporal em resposta ao exercício, influenciando na adiposidade (rs385076 e 

rs455060). O inflamossomo NLRC4 já foi associado ao câncer de mama relacionado 

a obesidade e o SNP rs385076 foi associado ao aumento de IL-18 e a relação com 

doença cardiovascular (ZELLER et al., 2015). Polimorfismos no gene CARD8 foram 

associados aos níveis de glicose (rs7258674) em ambas as amostras. E no aumento 
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nos níveis de HDL-C (rs7258674) e na diminuição nos níveis de TG (rs6509366) em 

resposta ao exercício, afetando o metabolismo lipídico. O polimorfismo rs6671879 

(NEK7) apresentou, principalmente, influência no aumento nos níveis de LDL-C e CT 

e na diminuição nos níveis de TG e de glicose no processo de intervenção física, 

sugerindo um possível efeito no metabolismo lipídico e de glicose. Ativação do 

inflamossomo promove a resposta inflamatória, através de liberação de IL-1β e IL-

18, sendo relacionado com alguns distúrbios metabólicos. O principal envolvido é 

inflamossomo NLRP3, que, assim como TLR4, pode agir como sensor de nutrientes 

e ativar a resposta através de componentes lipídicos como cristais de colesterol 

(DUEWELL et al., 2010).  Sua atividade é regulada negativamente por CARD8 (ITO; 

HARA; KUBOTA, 2014) e positivamente por NEK7 (HE et al., 2016).  

Polimorfismos em genes codificantes de componentes da via de NF-κB e das 

citocinas pró-inflamatórias também apresentaram influência nos parâmetros 

bioquímicos e antropométricos. O polimorfismo rs3755867 do gene NFKB1 foi 

associado ao maior IMC e circunferência de quadril, e com maior redução na 

gordura corporal e maiores níveis de LDL-C em resposta a intervenção física. 

Polimorfismo NFKBIA foi associado aos maiores níveis de TG, visfatina (rs3138053) 

e adiponectina (rs3138053 e rs696) e a maior redução dos níveis de glicose 

(rs3138053) na resposta ao exercício. Variante rs2069845 do gene IL-6, foi 

associada a menor sensibilidade à insulina (QUICKI) e na menor redução nos níveis 

de LDL-C e CT em resposta à intervenção física. Polimorfismo rs1800629 (TNF) foi 

associado aos níveis de TG na diferença de IMC (exercício físico). SNP rs3917356 

(IL1B) apresentou influência na menor redução de percentual de gordura.  Ativação 

da via de NF-κB, através do reconhecimento dos receptores do sistema imune inato 

ou através das citocinas, leva a transcrição de genes relacionados a resposta 

inflamatória e a liberação de ainda mais citocinas pró-inflamatórias, gerando uma 

cascata de ativação.  Polimorfismos no gene NFKB1 e no inibidor NFKBIA podem 

levar a maior transcrição de genes pró-inflamatórios como os que codificam as 

citocinas TNF, IL-6 e IL-1β. Componentes do metabolismo lipídico e de glicose 

podem ser responsáveis pelo desencadeamento da resposta inflamatória. Além 

disso, NFκB e TNF são previstos para aumentarem a expressão de LPL e a 

atividade de lipólise, afetando o metabolismo lipídico e podendo afetar os 

parâmetros antropométricos (DICKER et al., 2007). IL-6 participa do metabolismo 
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lipídico de várias formas, diminuindo a expressão de apoliproteínas e também 

aumentando a expressão de AMPK, estimulando a oxidação de ácidos graxos e 

aumentando a absorção de glicose (HASHIZUME; MIHARA, 2011; PEDERSEN; 

FEBBRAIO, 2007). E, por fim, IL-1β que parece exercer uma função no aumento do 

tecido adiposo levando ao aumento do acúmulo de gordura nos tecidos ectópicos 

(NOV et al., 2013). 

Considerando essas evidências que relacionam sistema imune e 

metabolismo, é possível hipotetizar que através dos componentes da dieta a 

resposta seja ativada em indivíduos portadores de polimorfismos relacionados a um 

perfil pró-inflamatório, ou ainda, portadores dos polimorfismos com este perfil podem 

ser suscetíveis à ativação da resposta. Esta pode levar a um efeito nos perfis 

lipídicos e de glicose, ou ainda a uma resistência aos efeitos na redução nos 

parâmetros bioquímicos e antropométricos durante o exercício físico. O aumento na 

resposta inflamatória pode ser responsável pelo desencadeamento de diversas 

doenças metabólicas como aterosclerose, doença do fígado gorduroso não 

alcoólico, e da resistência insulínica, podendo levar ao desenvolvimento da diabetes 

tipo 2.  

Finalmente, as associações encontradas no presente estudo podem servir de 

base para futuras investigações que relacionem os polimorfismos estudados com 

aumento na expressão de citocinas ou ainda, que relacionem alterações na 

expressão gênica, polimorfismos em genes codificadores de componentes 

inflamatórios e parâmetros metabólicos. 
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7 CONCLUSÕES 

 IMC e a circunferência de quadril em adultos foram influenciadas por 

rs3755867 (NFKB1).  

 A diferença no IMC em resposta ao exercício foi influenciada pelo rs13105517 

(TLR2); rs1927911, rs1554973 (TLR4) e rs1800629 (TNF). 

 A diferença do porcentual de gordura corporal foi influenciada por rs3755867 

(NFKB1), rs3917356 (IL1B); rs385076 e rs455060 (NLRC4). 

 Os níveis de glicose foram influenciados por rs7258674 (CARD8) em adultos 

e crianças e adolescentes  

 A diferença nos níveis de glicose em resposta ao exercício foi influenciada por 

rs3138053 (NFκBIA) e rs6671879 (NEK7). 

 A diferença no valor de HOMA-IR foi influenciada por rs13105517 (TLR2) e 

por rs1927911 (TLR4).  

 Valores de QUICKI foram influenciados por rs212704 (NLRC4) e rs2069845 

(IL-6). 

 A diferença nos valores de QUICKI em resposta ao exercício foi influenciada 

por rs13105517 (TLR2). 

 Níveis de insulina foram influenciados por rs212704 (NLRC4) e rs455060 

(NLRC4) na amostra de crianças e adolescentes.  

 Os níveis de LDL-C foram influenciados por rs1554973 (TLR4) e rs6671879 

(NEK7). 

 A diferença nos níveis de LDL-C em resposta ao exercício foi influenciada por 

rs2069845 (IL-6) e rs3755867 (NFκB1). 

  Os níveis de HDL-C foram influenciados por rs13105517 (TLR2). 

 A diferença nos níveis de HDL-C em resposta ao exercício foi influenciada por 

rs7258674 (CARD8). 

 Os níveis de CT foram influenciados por rs3804099 (TLR2) e rs6671879 

(NEK7). 

 Diferença nos níveis de CT foi influenciado por rs2069845 (IL-6). 

 Os níveis de TG foram influenciados por rs1800629 (TNF) e rs3138053 

(NFκBIA). 
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 A diferença nos níveis de TG foi influenciado por rs3804099 (TLR2), 

rs6509366 (CARD8) e rs6671879 (NEK7). 

 Os níveis de adiponectina foram influenciados por rs3138053 (NFκBIA) e por 

rs696 (NFκBIA) e os níveis de visfatina por rs3138053 (NFκBIA). 

 De modo geral, foi possível observar o efeito dos polimorfismos nas variáveis 

relacionados ao metabolismo lipídico, de glicose e nas variáveis 

antropométricas e o seu efeito na resposta ao exercício. 
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