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RESUMO

O sistema imune tem um papel fundamental na defesa do organismo e na
manutencdo da homeostase. Ha varias décadas tem se investigado a sua
participacao na quebra da homeostase metabdlica pelo desencadeamento da
resposta inflamatoria mediante excesso no consumo de nutrientes e de
desequilibrio de componentes do metabolismo lipidico e de glicose. O presente
estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de 21 polimorfismos em 10 genes
codificantes de componentes do sistema imune e da resposta inflamatdria
(TLR2, TLR4, NFKB1, NFKBIA, NLRC4, CARDS8, NEK7, TNF, IL6 e IL1B) em
variaveis antropométricas (indice de massa corporal (IMC), circunferéncia de
cintura (CC), de quadril (CQ) e abdominal (CA), percentual de gordura corporal
(GC)) e variaveis bioquimicas (glicose, insulina, LDL-C, HDL-C, triglicerideos
(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 criangas e adolescentes e
115 adultos. Os polimorfismos foram genotipados através da tecnologia
Sequenom MassArray IiPLEX. As comparagbes de médias das variaveis
analisadas foram realizadas através do teste t ou Mann Whitney. Para verificar o
efeito dos polimorfismos sobre as variaveis de interesse foram utilizadas
analises de regressdo logistica ou regressdo linear multipla. Dos 21
polimorfismos analisados, 16 apresentaram associacdo com pelo menos uma
variavel de interesse. Para as variaveis antropométricas foram encontradas
associacoes entre: IMC e os polimorfismos rs13105517 (TLR2); rs1927911 e
rs1554973 (TLR4), rs1800629 (TNF) e rs3755867 (NFKB1); CQ e o SNP
rs3755867 (NFKBT1); GC e os polimorfismos rs385076, rs455060 (NLRC4),
rs3755867 (NFKB1) e rs3917356 (IL1B). Para as variaveis do metabolismo de
glicose foram encontradas associagbes entre: niveis de glicose e o0s
polimorfismos rs3138053 (NFkBIA), rs7258674 (CARDS8) 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 niveis de insulina e os polimorfismos rs212704
(NLRC4) e rs455060 (NLRC4). Para os parametros do metabolismo lipidico
foram encontradas associagdes entre: niveis de LDL-C e os polimorfismos
rs1554973 (TLR4), rs2069845 (IL6), rs3755867 (NFKB1) e rs6671879 (NEK7),
niveis de HDL-C e os polimorfismos rs13105517 (TLR2) e rs7258674 (CARDS),
niveis de CT e os polimorfismos rs3804099 (TLRZ2), rs6671879 (NEK7) e
rs2069845 (/IL6) e os niveis de TG e os polimorfismos rs1800629 (TNF),
rs3138053 (NFKBIA), rs3804099 (TLRZ2), rs6509366 (CARDS8) e rs6671879
(NEK7). Para as adipocinas mensuradas foram encontradas associag¢des entre:
adiponectina e os polimorfismos rs3138053 (NFKBIA) e rs696 (NFKBIA);
visfatina e o SNP rs3138053 (NFKBIA). Associagbes aqui encontradas
contribuem com o conhecimento a respeito da relagdo entre componentes da via
inflamatéria e os parametros antropométricos e bioquimicos e oferecerem
evidéncias para futuras investigacdes sobre o mecanismo subjacente a essa
relagao.

Palavras-chave: sistema imune, resposta inflamatéria, 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
(NFKBT); 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 (NFkBIA), rs7258674 (CARDS8) 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 (/L-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 (/L-6), rs3755867 (NFkB1) and rs6671879
(NEK7); HDL-C levels and polymorphisms rs13105517 (TLR2) and rs7258674
(CARDS8); TC levels and polymorphisms rs3804099 (TLRZ2), rs6671879 (NEK7)
and rs2069845 (/L-6) and TG levels and polymorphisms rs1800629 (TNF),
rs3138053 (NFkBIA), rs3804099 (TLR2), rs6509366 (CARDS8) and rs6671879
(NEK7). For the adipokines measured, associations were found between:
adiponectin and polymorphisms rs3138053 (NFkBIA) and rs696 (NFkBIA);
visfatin and SNP rs3138053 (NFkBIA). 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 INTRODUGAO

Inflamacdo € um processo adaptativo do organismo para combater
potenciais estimulos externos, protegendo contra infecgdo por patdégenos ou
componentes que possam interferir na homeostase. A quebra da homeostase
metabdlica, causada pelo excesso no consumo de nutrientes, especialmente
gorduras saturadas e glicose, € potencial ativadora da resposta inflamatdria.
Além disso, 0 excesso na ingestdo de alimentos pode levar a hipertrofia do
tecido adiposo, fato este que recruta macrofagos para o local e gera a liberagéo
de citocinas pro-inflamatoérias (JIN; HENAO-MEJIA; FLAVELL, 2013; LACKEY;
OLEFSKY, 2015). Esta resposta € muito bem orquestrada por diversas células
do sistema imune, como células dendriticas e mondcitos, além dos macréfagos
(CHENG; JOOSTEN; NETEA, 2014).

Células do sistema imune expressam receptores do sistema imune inato,
0S quais sao responsaveis por reconhecer e ativar a resposta inflamatéria.
Essa ativagdo se da pelo reconhecimento de PAMPs (pathogen associated
molecular patterns) endégenos e exogenos e DAMPs (danger associated
molecular patterns). Diversos DAMPs e PAMPs, derivados de componentes da
dieta e também das bactérias da flora intestinal (LPS-lipopolissacarideos), tém
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, acidos graxos
saturados e cristais de colesterol podem ativar TLR2 (toll like receptor 2) e
TLR4 (toll-like receptor 4), desencadeando a cascata e levando a ativagao do
inflamossomo NLRP3 (NLR family pyrin domain containing-3), culminando na
liberagao de IL-1pB (interleucina 1 beta).

Além disso, TLRs sédo capazes de ativar a via de NF-kB (nuclear fator
kB), o que resulta no aumento da expressao de diversas citocinas, como TNF
(tumor necrose fator), IL-6 (interleucina-6), IL-13 e de componentes do
inflamosssomo (JIN; HENAO-MEJIA; FLAVELL, 2013; LACKEY; OLEFSKY,
2015; RANKIN; ARTIS, 2018). Grandes quantidades de citocinas pro-
inflamatdrias sao liberadas neste processo e podem prejudicar a sinalizagédo da
insulina, devido a fosforilagdo em sitios inibitérios 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 formagao das placas ateroscleréticas. Aumento
da expressao de citocinas, como TNF, tem sido associado a disturbios, 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 pro-inflamatérias também tém sido associados a
disturbios metabdlicos. Principalmente os que se localizam na regido promotora
do gene, pois podem aumentar a expressdo destes componentes, como,
rs1800629 (TNF), cujo alelo A parece ser responsavel por aumentar a
expressao de TNF (KARIMI et al., 2009). Este polimorfismo foi associado com
obesidade (BRAND et al.,, 2001) e também influenciou os niveis de
triglicerideos em resposta a dieta mediterranea (GOMEZ-DELGADO et al.,
2014).

Considerando a relevancia da via inflamatéria para o metabolismo, o
presente estudo teve por objetivo verificar o efeito de polimorfismos em genes
codificantes de componentes da via inflamatéria (TLR2, TLR4, NFKB1,
NFKBIA, NLRC4, CARD8, NEK7, TNF, IL-6 e IL1B) sobre variaveis
antropométricas (peso, altura, circunferéncia abdominal, de cintura e de quadril
e porcentagem de gordura) e bioquimicas (glicemia, insulina, HDL-C, LDL-C,
triglicerideos, 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
constituida de 158 criancas e adolescentes e a outra de 115 adultos. Também
foi realizado um estudo longitudinal com a amostra de criangas e adolescentes
submetidas a um programa de exercicios fisicos. Neste estudo longitudinal, foi
investigada a influéncia destes polimorfismos sobre a variagcdo observada nas

variaveis antropométricas e bioquimicas em resposta ao exercicio.



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos de polimorfismos nos genes da via inflamatoria
(TLR2, TLR4, NFKB1, NFKBIA, NLRC4, CARDS8, NEK7, TNF, IL-6 e IL-1B)

sobre variaveis metabdlicas (antropométricas e bioquimicas).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

3)

Investigar os efeitos dos SNPs sobre as variaveis metabdlicas
(antropométricas e bioquimicas) em duas amostras independentes:

criangas e adolescentes; e adultos.

Por meio de estudo longitudinal, investigar a influéncia dos
polimorfismos sobre a variagdo observada nas variaveis
antropomeétricas e bioquimicas em resposta ao exercicio em uma
amostra de criangas e adolescentes participantes de um programa

de exercicios fisicos.

Testar os diferentes modelos de interagao alélica para cada um dos
SNPs e o seu efeito sobre as variaveis metabdlicas (antropométricas
e bioquimicas).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SISTEMA IMUNE E O METABOLISMO

As adaptacdes do sistema imune conferem a capacidade de combater
infeccdes, danos teciduais, controlar o equilibrio energético e ativacdo da
resposta imune adaptativa. E preparado para reagir a fatores internos e
externos e restaurar a homeostase do organismo garantindo sua sobrevivéncia
(HOTAMISLIGIL, 2006). No entanto esse sistema de defesa tem alto custo
energético e para manter as fungdes metabdlicas normais dos organismos foi
necessario garantir eficientes formas de aproveitamento desta energia, tanto no
estoque quanto na produgao de glicose. A capacidade de cooperagao destes
dois sistemas na protegdo do organismo contra patdégenos, na resposta a
oscilagdes energéticas ambientais e na conservagdo metabdlica de energia, se
mostrou altamente vantajoso para o0 aumento da sobrevivéncia
(HOTAMISLIGIL, 2017; ZMORA et al., 2017).

No entanto, os organismos se adaptaram a poupar energia, visando
garantir a manutengdo da sobrevivéncia e ndo para a abundancia de
nutrientes da forma que temos hoje. O excesso na ingestado, principalmente de
alimentos ricos em gorduras saturadas e agucar pode desencadear uma
extensa reacdo inflamatéria, como parte da adaptacdo do organismo a
flutuagdes energéticas (ZMORA et al., 2017). Além disso, como resultado da
supernutricdo ocorre uma rapida expansao do tecido adiposo, o qual libera na
circulagao acidos graxos livres (AGLs), podendo desencadear a resposta

inflamatoria.

No entanto, com a liberagdo de AGLs e também com o excesso de
nutrientes, o estimulo é constante e a resposta imune é sempre desencadeada.
Isso pode levar ao estado inflamatério crénico, e ser responsavel pelo
desenvolvimento de diversas doengas metabodlicas como a diabetes tipo 2,
doenca do figado gorduroso nao alcodlico e aterosclerose. (LEE; WOLLAM;
OLEFSKY, 2018; REILLY; SALTIEL, 2017).

A relacdo entre sistema imune e metabolismo € conservada entre as

espécies. O exemplo mais conhecido, o corpo gorduroso (“fat body”) em
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Drosophila € uma estrutura homologa ao figado, sistema imune e tecido
adiposo de mamiferos. O corpo gorduroso tem fungdo de agir como sensor de
nutrientes e detectar infecgdes. Nesta estrutura é produzido Eiger, o 6rtologo
de Drosophila do TNF (fator de necrose tumoral). Ativagcao de Wenger (receptor
de TNF) ou sinalizagao de TLR (toll-like receptor) resulta na inibicado da agao 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 alimentagcdo ou dieta rica em acucar resulta na
resisténcia de Dilp (Drosophila insulin-like peptides) através da agdo de JNK
(FIGURA 1) (MORRIS et al., 2012; PASCO; LEOPOLD, 2012). Além disso, a
acao de Eiger através de Grindewald (outro receptor de TNF de Drosophila)
controla o tamanho corporal durante a privagcao de alimento. Entretanto, o
bloqueio de Grindewald do corpo gorduroso impede o desenvolvimento da
hiperglicemia em uma dieta rica em acucar (AGRAWAL et al., 2016).

Este exemplo mostra a importancia do desenvolvimento de um sistema
que se adapte a fatores externos e que realize controle da homeostase. No
entanto, apesar deste controle existir em drosoéfilas e em modelos como
Caenorhabditis elegans e Danio rerio, nenhum deles se adaptou ao excedente
de nutriente tal como nds seres humanos estamos experimentando atualmente
(HOTAMISLIGIL, 2006, 2017). Fato este com estreita relacao entre a comum
ocorréncia das mais diversas comorbidades relacionadas a alimentacédo e ao
sedentarismo. Neste contexto, a obesidade tem sido um bom objeto de estudo

ja que se configura como um fator de risco para estas doencas.
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FIGURA 1 - CONSERVACAO DO SISTEMA IMUNE E METABOLICO, COMPARAGAO
ENTRE DROSOFILAS E HUMANOS.
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3.2 TECIDO ADIPOSO E HOMEOSTASE METABOLICA

A homeostase imune e metabdlica requer a participacdo de diversos
orgaos endocrinos, sendo o principal deles o tecido adiposo, o qual apresenta
uma importante fungdo na homeostase energética. E capaz de secretar
citocinas chamadas de adipocinas que agem de forma local e sistémica
regulando diversas fungdes como controle da ingestdo de alimentos, absorgao
de nutrientes, acumulo de gordura, inflamagéo, entre outros (LAGO et al.,
2009). Esses fatos o tiraram da posicdo de um simples reservatério energético

e isolante térmico e o colocaram na posigao de érgao enddcrino.

O marco deste acontecimento foi a descoberta de leptina em 1994
(ZHANG et al.,, 1994), uma citocina produzida principalmente pelo tecido
adiposo, € a citocina mais bem estudada no contexto metabdlico. O aumento
do tecido adiposo ativa varias regidées do hipotalamo, promovendo um aumento
nos niveis circulantes de leptina, a qual desencadeia uma resposta para
reducdo na ingestdo de alimentos e aumenta o consumo de energia. Da
mesma forma, falta de leptina circulante, por restricdo caldrica ou exercicio,
promove um aumento no apetite e diminuicdo do gasto energético. Os niveis

circulantes de leptina sao proporcionais a massa corporal. Em obesos, os
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niveis circulantes de leptina sédo elevados. No entanto esses individuos podem
desenvolver a resisténcia a leptina sendo incapaz de aumentar a saciedade e
regular o tamanho corporal (LAGO et al., 2009; STERN; RUTKOWSKI,
SCHERER, 2016). Um possivel mecanismo do desenvolvimento da resisténcia
a leptina é devido a alta expressao de citocinas pro-inflamatdérias, no excedente
nutricional, tais como TNF, IL-6 (interleucina 6) e IL-1 (interleucina 1). Além
disso, dieta rica em gordura ativa NF-kB (nuclear fator kB) e seu inibidor IKK
(inhibitor of kB Kinase) através do aumento do estresse do reticulo
endoplasmatico (CUl; LOPEZ; RAHMOUNI, 2017).

Leptina tem uma importante fungédo no metabolismo lipidico ndo apenas
no tecido adiposo, mas em outros 6rgaos como figado e musculo. Diminuiu a
lipogénese e aumenta a hidrdlise de triglicerideos e aumenta a oxidagao de
acidos graxos. Age principalmente na supressdao de SREBP-1c (sterol
response element binding protein-1c) e ativacdo de AMPK (AMP-activated
protein kinase) a qual inibe a lipogénese através da fosforilagdo de ACC-1
(acetyl CoA carboxylase-1). Diminuicdo de ACC-1 inibe a atividade de CPT-1
(carnitine palmitoyl transferase-1) e aumenta o transporte de acidos graxos
para a mitocdndria para realizagao da B-oxidagao (LAGO et al., 2009; STERN;
RUTKOWSKI; SCHERER, 2016). No figado, parece regular os niveis de
triglicerideos VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), pois ratos
knockout para o receptor da leptina no figado apresentaram maiores niveis de
VLDL circulantes (HUYNH et al.,, 2013; STERN; RUTKOWSKI; SCHERER,
2016).

Leptina também executa uma importante funcdo na sensibilidade a
insulina através da ativagado de IRS-1 (insulin receptor substrate-1) e JAK2
(janus kinase 2). Estes iniciam a sinalizagcdo através da via de PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), o qual induz a translocagéo de GLUT4 (glucose
transporter 4) para a superficie da célula e induz a absorgdo de glicose
(STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 2016).

Adiponectina também ¢é um citocina produzida no tecido adiposo, é
associada a sensibilidade a insulina e aumento na oxidagédo dos acidos graxos,

possuindo efeito anti-diabetogénico e anti-aterogénico. Niveis circulantes de
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adiponectina tendem a ser menores em obesos, seus niveis sdo aumentados
com a perda de peso. Assim como a leptina, age via ativagdo de AMPK
induzindo a oxidagdo de acidos graxos via PPAR-a (peroxisome proliferator-
activated receptor), diminuindo os niveis de triglicerideos acumulados no
musculo e no figado e, desta forma, aumentando a sensibilidade insulinica.
Adiponectina estimula absor¢éo de glicose através de GLUT4 via fosforilagdo e
ativagdo de AMPK por aumento de Ca?* citosdlico (STERN; RUTKOWSKI;
SCHERER, 2016). Além disso, adiponectina parece aumentar a produgao
hepatica de apoA1 (apoliproteina A1) através do aumento da expressado de
ABCA-1 (ATP-binding cassete transporter A1), o qual induz a formagao de
HDL, acarretando no transporte reverso de colesterol. Niveis de adiponectina
sao diretamente proporcionais aos de LPL (lipopreteina lipase), o qual hidrolisa
triglicerideos nas lipoproteinas ricas em triglicerideos como VLDL e
quilomicrons (CHRISTOU; KIORTSIS, 2013).

Existem ainda outras adipocinas que regulam a atividade metabdlica
como a visfatina, ometina e resistina entre outras. A visfatina & secretada
principalmente pelo tecido adiposo visceral, tem sua fungéo ainda debatida,
mas indicios sugerem sua atividade pro-inflamatoéria com ativagdo de TNF e IL-
6; seus niveis estdo correlacionados com diminuida sensibilidade a insulina
mediado por TNF (GOURANTON et al., 2014) e risco de doenga oclusiva
arterial periférica (PITOULIAS et al., 2017) entre outras (SADDI-ROSA et al.,
2010). A omentina secretada pela gordura visceral (omento) parece exercer
uma fung¢ao anti-inflamatdria, inibindo a expressao de TNF. Niveis plasmaticos
de omentina estdo diminuidos 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
macrdéfagos, foi descoberta em 2001 e sua funcédo relacionada a obesidade. A
administragao de resistina em camundongos prejudicou a tolerancia a glicose e
acao da insulina (STEPPAN et al., 2001). Resistina foi capaz de induzir a
inflamacdo observada na resisténcia insulinica através de mecanismo
dependente de TLR4 (toll-like receptor 4) (JIANG et al., 2016).

Essas e outras adipocinas exercem um papel fundamental na

homeostase metabdlica. No caso de desequilibrio metabdlico, com aumento da
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inflamacao local e sistémica, seu papel pode exacerbar os efeitos das citocinas

inflamatdrias e prejudicar o metabolismo lipidico e de glicose.

3.3 TECIDO ADIPOSO E INFLAMAGCAO

Varios mecanismos tém sido postulados para explicar o quadro
inflamatério observado nos disturbios metabdlicos, especialmente a obesidade.
Pode ser iniciado pelo excesso do consumo de nutrientes, principalmente
acidos graxos saturados e pelo aumento da permeabilidade intestinal, o qual
libera componentes da flora intestinal como lipopolissacarideos (LPS)
provenientes da parede celular de bactérias Gram negativas. Outra
possibilidade é através da rapida expansao do tecido adiposo, decorrente da
hipertrofia dos adipécitos, causando hipoxia, ou seja, diminuicdo do aporte de
oxigénio aos adipdcitos podendo causar a morte e necrose. Além disso, os
adipécitos hipertroficos liberam acidos graxos livres que podem se acumular
em tecidos ectdpicos, causando lipotoxicidade (CHOE et al., 2016; REILLY;
SALTIEL, 2017).

Esses eventos podem atrair uma maior quantidade de macréfagos para
a regido. Tanto os adipdcitos hipertroficos quanto os macrofagos neste
contexto de desequilibrio energético e metabdlico secretam citocinas pro-
inflamatérias como TNF, IL-6, IL-1B (interleucina 1B8) e quimiocina MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1). Aumento na liberagdo destas citocinas
leva a fosforilagao da serina de IRS-1 através da via de sinalizagdo de NF-kB e
JNK resultando na resisténcia insulinica. Estes macrofagos com perfil pro-
inflamatdrio (M1) também apresentam maior expressdo em sua superficie 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 saudavel (magro) os macréfagos apresentam em maior
quantidade perfil M2 (anti-inflamatério), esses secretam citocinas como IL-10
(interleucina-10) e IL-4 (interleucina-4) e outras moléculas as quais tem
propriedades imunossupressoras e sao responsaveis pelo remodelamento do

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

3.4.1 TLRs — Toll-like receptors

Sao um grupo de receptores do sistema imune inato, PRR (pattern
recognition receptors) mais conhecidos. Sua fungdo € reconhecer padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs) oriundos de microrganismos e
padrées moleculares associados ao dano (DAMPs) decorrente de lesao
tecidual. Sao receptores transmembranicos formados basicamente por um
dominio extracelular com repeticées ricas em leucina (LRR) responsavel pelo
reconhecimento de PAMPs/DAMPs e um dominio celular TIR (Toll-interleukin 1
receptor), homologo ao receptor de IL-1, que promove a sinalizagao
downstream (MEDZHITOV, 2001). Em humanos, sdo conhecidos mais de 10
tipos de receptores: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10, TLR11, TLR12 e
TLR13 s&o encontrados expressos na superficie celular, enquanto TLRS3,
TLR7, TLR8 e TLR9 sdo encontrados em membranas endossdémicas e do
reticulo endoplasmatico (O’NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013).

Reconhecimento de TLRs desencadeia uma via de sinalizacdo que
levara a ativacao do fator de transcricado NF-kB ou pelo fator de transcricao AP-
1 (activator protein 1). Ha duas vias principais de ativagdo 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 liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias 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
produgéo de interferons do tipo 1 (interferon a e B) (FIGURA 2) (KONNER;
BRUNING, 2011; MEDZHITOV, 2001).

TLR2 e TLR4 sao os dois principais TLRs que tem demonstrado ter um
papel fundamental no desenvolvimento de doengas metabdlicas. TLR2 e TLR4
sdo expressos em uma variedade de tipos celulares, principalmente células do
sistema imune como células dendriticas e macréfagos. TLR4 é o TLR mais

bem estudado, seu principal ativador sdo os LPS originados da microbiota
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intestinal. Em macrofagos o acido graxo constituinte do LPS é suficiente para

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

Além disso, a ativacdo de TLR4 através de LPS e por LDL modificado,
pode ser responsavel pelo primeiro sinal para inicio da resposta inflamatodria
que ira ativar outro PRR da familia NLR (nod-like receptors), o NLRP3 (NLR
family pyrin domain-containing 3), induzindo a produgdo de IL-13. Na
sequéncia, ocorre ativacdo de TLRs por LPS e acidos graxos saturados,
iniciando a cascata de sinalizagao de NF-kB que induzira a expressao de TNF
e IL-6 e MCP-1 (LACKEY; OLEFSKY, 2015).

FIGURA 2 - VIA DE ATIVAGAO DE TLR4
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LEGENDA: TLR4 (toll-like receptor 4) consiste de um dominio LRR (repeticdes ricas em
leucina) e um dominio 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 proteinas adaptadoras TIRAP (TIR domain-containing adpater protein) e TRAM (TRIF-
related adaptador molecule) séo necessarias para ativagdo de MyD88, que ira desencadeara a
cascata levando a ativacao de IKK (inhibitor of NF-kB kinase) resultando na fosforilagdo de kB
(inhibitor of NF-kB) e na translocagcdo de NF-kB para o nucleo. A ativagédo da via de MAPK
(mitogen-activated protein kinase) resulta na ativagdo de AP-1 (activator protein 1). NF-kB e
AP-1 controlam a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias. FONTE: KONNER; BRUNING
(2011).

Por sua vez, TLR2 esta mais relacionado ao reconhecimento de uma
variedade de componentes de bactérias, fungos e virus. Ambos, TLR2 e TLR4,

podem ser ativados por acidos graxos saturados (AGS), no entanto sédo



27

inibidos pelo acido graxo poliinsaturado 6mega-3. Além disso, os AGLs
liberados na circulacdo também podem ser responsaveis pela ativagao de
TLRs. Fetuina-A, uma glicoproteina produzida no figado, parece ser um
importante mediador entre a AGL e TLR4, e em camundongos, a auséncia de
expressao de ambos, impediu a resisténcia insulinica mediada por AGLs (PAL
et al., 2012). AGS parece ser um importante fator para desenvolvimento de
resisténcia insulinica e a leptina pela ativagdo de TLR2, mas principalmente

TLR4 desencadeando a sinalizagédo de JNK e IKK.

Expressdo de TLR2 e TLR4 tem sido associada a diversas doengas
metabdlicas, como a obesidade. Aumento de expressao de TLR2 e TLR4 foi
associado a maiores niveis das citocinas TNF e IL-6 (AHMAD et al., 2012).
TLR4 foi preferencialmente expresso em macrofagos nas placas
ateroscleroticas tanto em humanos quanto em camundongos. Além disso, LDL
modificado induziu a superexpressédo de TLR4 nos macrofagos (XU et al.,
2001). TLR2 e TLR4 podem influenciar também o desenvolvimento de doengas
infecciosas e doencas auto-imunes, como artrite reumatoide e lUpus

eritematoso sistémico.

3.4.1.1 Genes TLR2 e TLR4

O gene TLR2 se encontra no cromossomo 4 (4931.3), apresenta 3
éxons e o produto génico possui 784 aminoacidos (GENECARDS) (FIGURA
3)(GEORGEL; MACQUIN; BAHRAM, 2009). Polimorfismos neste gene tém

sido associados com uma variedade de doencas inflamatorias e metabdlicas.

O polimorfismo rs5743704 (c.1892C>A) é uma variante de sentido
trocado (Pro631His), o alelo A foi associado a predisposigao para tuberculose e
a protecdo contra meningite. A alteragdo do aminoacido prolina para histidina
impacta a via de sinalizagcdo, causando uma menor ativacdo de TLR2
(ETOKEBE et al., 2010). Alelo G do polimorfismo rs1898830 (c.-147-616A>G)
localizado na regido intrdbnica de TLR2, confere protecdo a diabetes tipo 2
(HUANG et al., 2015) e susceptibilidade ao citomegalovirus (TANIGUCHI et al.,
2013).
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Polimorfismo rs3804099 (c.597T>C) €& uma substituicido sin6nima
(p-Asn199=) que foi incluida neste estudo. O alelo T foi associado a
susceptibilidade ao desenvolvimento da hanseniase (SANTANA et al., 2017), o
genodtipo TT conferiu maior risco ao desenvolvimento de cancer de colén em
mulheres com idade inferior aos 50 anos (SEMLALI et al., 2018) e o gendtipo
CC foi relacionado a gravidade da aterosclerose coronariana (KUTIKHIN et al.,
2016). Apesar da variante sinbnima n&o alterar a sequéncia de aminoacidos,
pode afetar a expressao génica. Possivelmente pelo desvio no uso de cédons,
que pode acontecer devido a menor disponibilidade do RNA transportador
(RNAt) daquele cédon especifico (MILLER et al., 2018).

FIGURA 3 - DESENHO ESQUEMATICO DA ESTRUTURA DO GENE TLR2
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FONTE: GEORGEL; MACQUIN; BAHRAM (2009)

O gene TLR4 localiza-se no cromossomo 9 (9q33.1), possui 3 éxons e o
produto génico apresenta 839 aminoacidos (GENECARDS) (FIGURA 4). Varios
polimorfismos tém sido descritos no gene TLR4. Alguns deles na regiao
codificante como o rs4986791 (c.1196C>T), um polimrofismo de sentido
trocado (Asp299Gly) associada com doengas cardiacas, neuropatia diabética e
outras. O alelo C parece ter efeito protetor contra infarto do miocardio e
aterosclerose (KIECHL et al., 2002). Considerando o papel de TLR4 na
diferenciagdo dos macrofagos em células espumosas estimulo por LDL
modificado (XU et al., 2001), polimorfismos relacionados com o aumento da

expressao de TLR4 também tém sido associados com doengas cardiacas.

O polimorfismo rs1927911 esta localizado na regidao intrénica (c.94-
787A>G). O alelo A tem sido associado a menor risco de infarto do miocardio
(ENQUOBAHRIE et al., 2008) e maior susceptibilidade a diabetes tipo 2 (PENG
et al., 2015). O polimorfismo rs1554973 (¢.260+9805T>C) localiza-se na regiao
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3'UTR (untranslated region). O alelo C foi associado a maior susceptibilidade a
colite ulcerativa e doenca do intestino irritavel (BANK et al., 2014). E possivel
que o alelo T confira menor estabilidade ao RNAm, diminuindo a expressao de
TLR4, por consequéncia menor ativacao de TLR4. Esses dois SNPs foram

incluidos neste estudo.

Polimorfismos que afetam a regido reguladora do gene parecem
impactar a expressado de TLR2 e TLR4 e causar uma menor ativagdo da
sinalizacao, influenciando em uma menor liberacdo de citocinas inflamatoérias.
Esta condicdo pode ser responsavel pela susceptibilidade a infeccdo por
microrganismos e protegdo contra o desenvolvimento de doengas como

diabetes tipo 2.

FIGURA 4 - DESENHO ESQUEMATICO DA ESTRUTURA DO GENE TLR4
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FONTE: GEORGEL; MACQUIN; BAHRAM (2009).

3.4.2 NOD-like receptors (NLRs) - inflamossomos

Os inflamossomos, assim como TLRs, sdo PRRs (pattern recognition
receptors). No entanto, diferente dos TLRs, constituem um grupo de receptores
citosdlicos. Sao constituidos por um complexo mutiproteico, formado por trés
dominios principais: LRR (leucine-rich  repeat), responsavel pelo
reconhecimento de PAMPs ou DAMPs; o dominio central NACHT ou NBD
(nucleotide binding domain), que promove a formacdo das estruturas
oligoméricas; e um N-terminal PYD (pyrin domain) ou CARD (caspase
recruitment domain) que promove a sinalizagdo downstream. Um N-terminal

CARD geralmente ativa cascatas levando a transcricdo de genes pro-
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inflamatorios. Alternativamente, um N-terminal contendo PYD recrutara
caspases pro-inflamatoérias. As familias 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 ativacdo dos inflamossomos por meio do reconhecimento de
PAMPs/DAMPs levara a oligomerizacdo e a formagdo do complexo que
resultara na clivagem da pro-caspase-1 em caspase-1, esta por sua vez sera
responsavel pelo processamento de pro-IL-13 e pro-IL-18 (interleucina-18) em
suas formas ativas IL-1B e IL-18, levando a piroptose, uma forma de morte
celular mediada por inflamagéo. Sdo quatro tipos principais que se apresentam
na estrutura de inflamossomo e requerem a ativagdo 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
ultimo, um membro ndo NLR, AIM2 (absent in melanoma 2) (SCHRODER;
TSCHOPP, 2010).

NLRP3 é o inflamossomo mais bem estudado no contexto metabdlico.
Sua ativacdo tem sido relacionada a patologia da aterosclerose, obesidade e
resisténcia a insulina. Pode ser ativado por acidos graxos livres (AGLs) e
cristais de colesterol, que podem ser gerados pela internalizacédo de LDL
modificado. TLR4 inicia a sinalizagdo através do reconhecimento de LPS,
induzindo a expressdo de NLRP3 através da ativacdo de NF-«kB. A
oligomerizacdo de NLRP3 recruta a proteina adaptadora ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing CARD) e pro-caspase-1,
desencadeando a ativacado da caspase-1 e a maturagao e secrecao de IL-13 e
IL-18 em suas formas ativas. A expressao de IL-13 prejudica a sensibilidade a
insulina através da fosforilagdo da serina de IRS-1, dependente de JNK,
impedindo a sinalizagdo de PI3K-Akt nos ¢érgéos alvo da insulina (GUO;
CALLAWAY; TING, 2015; TSCHOPP; SCHRODER, 2010). Maiores niveis de
IL-18 s&o relacionados a patogénese da aterosclerose, possivelmente pela
ativacado de células do sistema imune como macréfagos e células T, liberando

interferons e outras citocinas inflamatérias (WANG et al., 2015).
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A atividade de NLRP3 pode ser regulada por algumas moléculas, como
CARDS8 (caspase recruitment domain family member 8). Estudo inicial
identificou o papel da familia CARD na inibicdo da via de NF-kB através da
interacdo com IkB (BOUCHIER-HAYES et al., 2001). Outro estudo demonstrou
o papel de CARDS8 na regulacdo de NF-kB e caspase-1 e na indugdo a
apoptose (RAZMARA et al., 2002). Ito e colaboradores (2014) demostraram o
papel de CARD8 como sendo um regulador negativo de NLRP3, através da
inibicdo de ligacdao de ASC, impedindo a formacdo de NLRP3 (ITO; HARA,;
KUBOTA, 2014). A inducdo da expressdao de CARDS8 parece ser um fator
protetor contra doencas inflamatérias. Apesar dos mecanismos envolvendo
CARD8 ainda n&o terem sido totalmente elucidados, estes estudos
demostraram seu papel na regulagdo negativa de possiveis indutores da

inflamacao.

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 funcbes celulares, especialmente relacionada a
progressao do ciclo celular, na formagéao do fuso mitético (MEIRELLES et al.,
2014). NEK7 é essencial para oligomerizagdo de NLRP3, formacédo de ASC e
ativacdo da caspase-1. Interage com NLRP3 através do dominio catalitico de
NEK7 e do dominio LRR de NLRP3 e essa interacdo é independente da
atividade quinase de NEKY7. Este controle é dependente do efluxo de potassio,
evento obrigatorio na ativagdo de NLRP3. NEK7 também foi necessario para
ativacdo de NLRP3 em macréfagos contendo a mutagdo R258W (NLRPS3).
Camundongos quimera selvagem, Nek77/- ou NIrp3/- apresentaram menores
niveis de IL-1B e, portanto, menor ativacdo de NLRP3. E possivel que a
diminuicdo do potassio intracelular cause mudancas na conformacgao de
NLRP3 que permita NEK7 se ligar (HE et al., 2016; HE; HARA; NUNEZ, 2016)
(FIGURA 5). Por esse motivo, a maior expressao de NEK7 pode ser um risco

para disturbios inflamatérios.
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FIGURA 5 - MECANISMO DE ATIVAGAO DE NLRP3.
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Legenda: A esquerda a ativagao de NLRP3 NLRP3 (NLR family pyrin domain-containing 3), se
da através da entrada de LPS (lipopolissacarideos) no citosol que ira ativar caspase-11. Esta
desencadeia a abertura do canal pannexin-1 que induzira o efluxo de potassio necessario para
oligomerizacdo e ativagdo de NLRP3 através de NEK7 NEK7 ((never in mitosis Gene A)-
Related Kinase 7) e a liberagdo de IL-1B (interleucina-1 beta). A direita mecanismo
independente do efluxo de potassio, a ativagdo se da através do reconhecimento de LPS por
TLR4 (toll-like 4) levando a transcrigdo de genes relacionados a resposta inflamatéria como
NLRP3. FONTE: HE; HARA; NUNEZ (2016).

Algumas mutagées no gene NLRP3 sao responsaveis por doengas
autoinflamatorias hereditarias conhecidas como inflamossopatias. Uma delas é
a CAPS (cryopyrin-associated periodic fever syndromes), uma doenca que
apresenta manifestagdes cutaneas e neuroldgicas incluindo dor de cabega,
perda da audi¢ao e problemas visuais. E FCAS (familial cold autoinflammatory
syndrome), que apresenta sintomas como febre, urticaria e inflamagdes na
conjuntiva apos a exposigao ao frio. Mutagdes na regido que codifica dominio
NACHT tém sido implicadas na etiologia de doengas, como R258W
(Arg258Trp), V198M (Val198Met) e Q703K (GIn703Lys). Ambas as mutag¢des

estdo relacionadas a liberagéo de grandes quantidades de IL-1[3, responsaveis
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pelas manifestacbes inflamatérias (CONFORTI-ANDREONI; RICCIARDI-
CASTAGNOLI; MORTELLARO, 2011; KEDDIE et al., 2018).

O inflamossomo NLRC4 ativa a pro-caspase através da interagcado de
CARD-CARD em resposta a infecgdo por Salmonella, flagelina e outros
componentes bacterianos. A ativagdo de NLRC4 induz a montagem de um
complexo formado com as proteinas NAIP (NLR, family, apoptosis inhibitory
proteins). Ativadores de NLRC4 irdo se ligar aos componentes NAIP e nao
diretamente a NLRC4. Em humanos, ha apenas um tipo de proteina NAIP que
reconhece T3SS (type 3 secretory system) bacteriano. T3SS é encontrado em
uma grande quantidade de bactérias gram negativas. As proteinas NAIP
ligadas, se oligomerizam com NLRC4 para formar o complexo ativador da
caspase-1. A interagao do dominio CARD de NLRC4 com CARD de caspase-1
é suficiente para clivagem da pro-caspase-1 e posterior maturagao de IL-13 e
IL-18. No entanto ligagdo com ASC é requerida para aumentar a ativagao da
caspase-1 (GUO; CALLAWAY:; TING, 2015; SHARMA; KANNEGANTI, 2016)
(FIGURA 6). Kolb e colaboradores (2016) encontraram maior expressao de
NLRC4 e liberagao de IL-1, em pacientes obesas com cancer de mama. Uma
possivel explicagcado é a alteracdo da microbiota intestinal decorrente de dieta
hiperlipidica, levando a liberacdo de componentes das bactérias intestinais,
desencadeando a ativacdo de NLRC4. A decorrente liberagao de IL-1 pode ter
promovido a angiogénese, contribuindo para o desenvolvimento de cancer. No

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

Além da fungao de reconhecer componentes bacterianos, € possivel que
NLCR4 exer¢a uma fungdo no reconhecimento de componentes relacionados
ao desequilibrio metabdlico, como é o caso da alteracéo da flora intestinal. Ou
até mesmo exercer a atividade de sensor de nutrientes, assim como TLR4 e
NLRP3.
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FIGURA 6 - ATIVACAO DO INFLAMOSSOMO NLRC4.
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Legenda: A ativacdo de NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4) se da através
de componentes bacterianos. NLRC4 forma um complexo com varias proteinas NAIP (NLR,
family, apoptosis inhibitory proteins) que se oligomerizam em conjunto formam o inflamossomo.
FONTE: GUO; CALLAWAY; TING (2015).

3.4.2.1 Gene CARDS8

O gene CARDS localiza-se no cromossomo 19 (19q13.33), contém 13
éxons e codifica uma proteina com 487 aminoacidos. Bagnall (2008) e
colaboradores descreveram varias isoformas de CARD8 que resultam em
mudanga no sitio de transcricéo e tradugcao de CARDS8. A ORF (open reading
frame) de T48 (transcrito 48) comecga no éxon 5 e codifica 432 aminoacidos; a
ORF de T54 comecga no éxon 4 e codifica 487 aminoacidos. O polimorfismo
mais bem estudado em CARDS8 é o rs2043211 (c.304T>A; C10X) que consiste
em uma mutagado sem sentido no éxon 5, levando a produgao de uma proteina
truncada. No entanto, com as diferentes isoformas, as consequéncias deste
polimorfismo podem mudar: em T48 a transversdo A>T origina um codon de
parada no codon 10 e em T54 leva a uma substituicdo no cdédon 52 que resulta
na troca de fenilalanina por isoleucina (BAGNALL et al., 2008; PARAMEL,;
SIRSJO; FRANSEN, 2015) (FIGURA 7).
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A combinacao deste polimorfismo e do rs35829419 do gene NLRP3 é
associada a certas doengas inflamatodrias como Doenga de Crohn (ROBERTS
et al.,, 2010) e aneurisma da aorta abdominal (ROBERTS et al.,, 2011). O
polimorfismo rs2043211 foi associado com acidente vascular isquémico (BAI et

al., 2014) e doengas inflamatdrias como gota (CHEN et al., 2015a).

O SNP rs6509366 mostrou forte desequilibrio de ligagdo com rs2043211
(r>>0,8) em um estudo conduzido para identificar variantes relacionados com a
infeccao por Salmonella. Este, e mais dois tag SNPs no gene, foram incluidos
no nosso estudo (rs7258674 e rs1968440). Polimorfismos que levam a perda
de fungcdo ou menor expressao de CARDS8 estdo relacionados com maior
liberagdo de IL-1B, conferindo maior susceptibilidade a infarto do miocardio
(ABBATE et al., 2013).

FIGURA 7 — DESENHO ESQUEMATICO DO GENE CARD8
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FONTE: PARAMEL; SIRSJO; FRANSEN (2015)

3.4.2.2 Gene NEK7

O gene NEKY se localiza no cromossomo 1 (1g31.3), contém 10 éxons e
codifica uma proteina com 302 aminoacidos (GENECARDS). Em humanos,
existem 11 genes que codificam proteinas NEK (NEK71-NEK11). A proteina
NEK?7 apresenta um N-terminal catalitico e demais dominios relacionados com
a funcado de serina-treonina quinase. Os dominios das proteinas NEK sao
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 n&o
foram realizados estudos de associacdo com polimorfismos em NEK7, para
avaliar a sua relacdo com ativacdo de NLRP3 e disturbios inflamatérios. No
entanto, foi realizada analise de expressao de NEK7, NLRP3, ASC, IL-18 e IL-
18 em pacientes com lupus eritematoso sistémico. Pacientes apresentaram
baixa expressdao de NEK7, NLRP3 e ASC e maior expresséao de IL-16 e IL-18
comparados a controles. Maior expressdo das citocinas inflamatérias pode
estar relacionada a outras vias de ativagao da inflamagao em lupus (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 aminoacidos. Polimorfismos em NLRC4 tém
sido associados a doengas autoimunes como esclerose multipla (SOARES;
OLIVEIRA; PONTILLO, 2019). Em um estudo analisando a susceptibilidade a
colonizagao por Aspergillus em pacientes com fibrose cistica, observou-se uma
menor expressao do gendtipo 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 genotipo AA de rs212704 foi associado com a predisposi¢cao a
colonizagao por Aspergillus nestes pacientes (IANNITTI et al., 2016). No estudo
de Zeller et al (2015), foi encontrada associagao entre menores niveis de I1L-18
e gendtipo TT do rs385076. Por meio de analise de expressao génica, foi
observada menor expressao de NLRC4 em portadores do alelo T em
monocitos. Através de ensaio de gene repdrter, observaram que a variante
afeta a ligagcado do fator de transcrigdo PU.1 na regido 5'UTR, diminuindo a
expressao do RNAm. Observaram também a associacéo do alelo T com menor
mortalidade na doenga arterial coronariana. (ZELLER et al., 2015). Todos os

trés polimorfismos citados foram incluidos no presente estudo

Recentemente, mutagcdbes em NLRC4 também foram associadas a
doencas autoinflamatodrias hereditarias. Pacientes heterozigotos para variante

H443P (His443Pro) apresentaram uma forma mais leve de FCAS (febre



37

neonatal, urticaria induzida pelo frio e artralgia (dor articular)), esta forma foi
denominada de FCAS4. Autoinflamagdo com enterocolite infantil (AIFEC),
também causada por mutagbes em NLRC4, tem padrdo de heranga
autossdmico dominante. Pacientes apresentam enterocolite e reacdes
inflamatdrias ao longo da vida que podem ser fatais. Algumas mutagdes foram
associadas a AIFEC, a maioria delas se localiza na regido que codifica o
dominio NACHT, como a V341A. Estas podem conferir ganho de funcao,
promovendo maior ativacdo de NLRC4 e por consequéncia maior liberagao de
IL-18 ou IL-18 (ROMBERG; VOGEL; CANNA, 2017).

3.4.3 Fator nuclear kappa B (NF-kB)

NF-kB € o mais conhecido fator de transcricdo envolvido com a
inflamag&o, oncogénese e imunidade. A familia de proteinas NF-kB pode ser
ativada na resposta a ligacao de muitos receptores como receptores de célula
T, B, TNF, TLR e IL-1R. A familia NF-kB em mamiferos consiste das
subunidades p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) e p52/p100 (NF-kB2)
(ZHENG; YIN; WU, 2011). Estes formam homo ou heterodimeros, sendo o
heterodimero mais comum p50/p65. As subunidades p50 e p52 sao
sintetizadas pelos precursores p105 e p100, que sofrem processamento pos-

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

Na resposta inflamatéria, NF-kB age principalmente controlando a
transcricdo de genes alvo através do dominio de ligagcao e dimerizagdo ao DNA
chamado de RHR (Rel homology region). A atividade das subunidades de NF-
KB é regulada por membros do grupo IkB (inhibitor of kB), este inclui IkBa e
kBB, que sequestram NF-kB do citosol e evitam a sua translocagdo ao nucleo.
A ligacao de citocinas e PAMPs aos receptores celulares inicia a cascata que
converge na ativagao do complexo IkB (IKK). O complexo IKK consiste em trés
subunidades: as subunidades cataliticas IKKa (IKK1) e IKKB e a subunidade
regulatoria NEMO (IKKy). IKK promove a fosforilagdo dos residuos de serina
das moléculas IkBa, promovendo a poliubiquitinagdo que € o sinal para

degradacéo de IkBa pelo proteossomo. Este processo permite a translocagao
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nuclear das subunidades p50/p65 e p50/c-Rel, resultando na ativagao candnica
dos membros de NF-kB. (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011; LIU et al., 2017;
XIAO, 2004) (FIGURA 8).

Por outro lado, a ativacdo n&do candnica depende da ativacao através de
ligantes da familia TNFR (tumor necrosis factor receptor), por exemplo. Além
disso, ndo envolve a degradacédo de IkBa. A ativacdo nao candnica leva ao
processamento, fosforilagdo e ubiquitinagcdo da subunidade p100, resultando
na subunidade p52 e na translocacdo do complexo nao candénico p52/RelB,
que € responsavel por outras fungdes na resposta imune adaptativa. O
heterodimero p65/p50 € mais frequentemente regulado por IkBa, que, quando
estimulado, é degradado, liberando p65/p50 para o nucleo para ativar a
transcricdo de genes alvo como citocinas, quimicionas e outros mediadores
inflamatérios. Os homodimeros p50/p50 e p52/p52, por sua vez, podem

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

O papel de NF-kB tem sido amplamente estudado como mediador da
resposta imune em diversas vias pro-inflamatdrias, incluindo a ativacdo do
inflamossomo. Apds a ativagao do primeiro sinal através do reconhecimento de
PAMPs/DAMPs por TLR4, havera a ativagdo da sinalizacdo de NF-kB,
promovendo a transcricdo de genes codificantes de NLRP3, IL-1B e IL-18. NF-
kKB tem sido avaliado na fisiopatologia de diversas doengas como esclerose
multipla, doenga do intestino irritavel e aterosclerose. Na aterosclerose, o
acumulo de particulas de LDL no tecido endotelial, envolve a participacédo de
diversas células do sistema imune. Neste contexto, NF-kB pode mediar a
expressao de citocinas proé-inflamatérias, de quimiocinas e moléculas de
adesao celular, que irdo recrutar mondcitos que irdo se diferenciar em
macrofagos para eliminar o acumulo de LDL. No entanto, os macréfagos
eventualmente podem fazer parte das células espumosas, as quais contribuem
para formagao das placas ateroscleréticas (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011,
LIU et al., 2017).
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FIGURA 8 — ATIVACAO DE IKK e NF-kB
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Legenda: Sinalizagdo de MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) resulta na
fosforilagdo de IKK (IkB kinase) e ativagdo do complexo IKK. NF-kB (nuclear fator kB) esta
ligado a molécula IkB, a qual é responsavel por manter NF-kB no citosol. A fosforilagao dos
residuos de serina em IkB promove a sua poliubiquitinacado e degradacéo, permitindo que NF-
KB entre no nucleo e ative a transcricdo 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, esta localizado no cromossomo 4 (4q24) apresenta 24
éxons e codifica uma proteina com 969 aminoacidos. Codifica a subunidade
p105 de NF-kB que sofrera processamento pods-traducional produzindo a
subunidade p50 (GENECARDS). O polimorfismo rs28362491, o mais bem
descrito de NFkB1, € uma delegaol/insergdo de quatro bases na regiao
promotora (-94 insergcdo/delecdo ATTG). O alelo delecdo (del) reduziu a
expressao de p50, pois possivelmente tem menor capacidade de ligacdo de
fatores transcricionais. Homozigotos para o alelo delegdo (del) parecem ter
risco aumentado para doengas cardiacas (ZHOU et al., 2009) e colite
ulcerativa (KARBAN et al., 2004), por exemplo. Uma possivel explicagcao
alternativa seria a diminuicdo na formagao de dimeros p50/p50, levando a
formagao de outros dimeros envolvidos na transcricdo de genes inflamatorios
(SUN; ZHANG, 2007).

No presente estudo foram incluidos dois tag SNPs do gene NFkBT,
rs3755867 e rs3774932. O polimorfismo rs3774932 em um estudo com cancer
de mama foi associado ao tempo de recorréncia em mulheres com ER
(receptor de estrogeno) e PR (receptor de progesterona) positivos (MURRAY et
al., 2013). E o gendtipo GG do polimorfismo rs3755867 foi associado ao cancer
gastrico em uma populagdo chinesa (LI et al., 2017). Ambos SNPs se
encontram na regiao intronica, e, por se tratarem de tag SNPs, podem estar em
desequilibrio de ligagdo com possiveis variantes causais. Ambos 0s
polimorfismos rs3755867 e rs3774932 estdo em DL com rs28362491 (c.953-
372A>G), com D'=0,96 e D'=0,99, respectivamente. Outra possivel variacdo &
rs4648068 (também associada ao cancer gastrico) cujo gendtipo GG pode
superexpressar NFKB1, especialmente apds a estimulagdo por LPS (CHEN et
al., 2015b). Esta variante também esta em DL com rs3755867 (D'=0,99) e com
rs3774932 (D'=0,96). Variantes no gene NFkB1 podem afetar a expressao da
subunidade p50, que, quando associada a subunidade p65, aumenta a
expressao das citocinas pro-inflamatérias, enquanto que em homodimero

(p50/p50), bloqueia a transcricao destes genes.
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3.4.3.2 Gene NFkBIA (NFKB inhibitor alpha)

O gene NFKBIA esta localizado no cromossomo 14 (14q13.2), contém 6
éxons e a proteina codificada possui 317 aminoacidos. Codifica o inibidor de
NF-kb, o IkBa. O éxon 1 codifica a regido N-terminal contendo os residuos de
serina; o dominio ankirin, o qual esta fisicamente relacionado com as proteinas
NF-kB, é codificado pelos éxons 2 a 5; e a regiao C-terminal é codificada pelo
éxon 6 (SUN; ZHANG, 2007). Polimorfismos neste gene tém sido relacionados
com doencgas inflamatérias e metabdlicas. Um dos polimorfismos mais
estudados é rs696 (c.*126G>A), que esta localizado na regidao 3'UTR. Este
sitio € alvo de microRNAs e o alelo A favorece a ligagdo do miR449-a,
diminuindo a expressdao de NFKBIA (SONG et al.,, 2011). O gendtipo AA
juntamente com o gendtipo TT do rs3746444 (pre-miR-449) foi associado com
maior risco de aterosclerose (ONER et al., 2017). A combinag&o de rs696 com
rs28362491 foi associada com a susceptibilidade a doengca de Behget. A
combinacdo do gendtipo ins/ins de rs28362491 (NFKB1) em conjunto com
gendtipo AA de rs696 (NFKBIA) foi associada a maior susceptibilidade de
desenvolver a doencga (YENMIS et al., 2015). O polimorfismo rs3138053 (-881
A>G) se encontra na regido regulatéria e portadores de esclerose multipla
tiveram maior frequéncia do alelo A quando comparados aos controles. Em
outro estudo de metanalise, observaram que rs3138053 foi um fator de risco
para diversos tipos de canceres (ZHANG et al.,, 2015). Ali e colaboradores
avaliaram funcionalmente o efeito de trés SNPs localizados na regiao
promotora do gene, incluindo o rs3138053, rs2233406 e rs2233409.
Observaram que o haplétipo ACC expressou niveis 25% maiores de transcrito
que o haplotipo GTT. Polimorfismos localizados na regido promotora podem
afetar a ligacdo de diversos fatores transcricionais, diminuindo a afinidade e
especificidade do processo de transcricao e impactando os niveis proteicos
(ALI et al., 2013). Variantes no gene NFKBIA podem afetar a sua expresséo e
diminuir a sua capacidade de inibir NF-kB, levando ao desencadeamento da
resposta inflamatoria. Dessa forma, polimorfismos em ambos os genes tem

sido relacionados com desordens envolvendo a ativagédo de NF-kB.
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3.4.2 Citocinas pro-inflamatoérias

3.4.2.1 TNF (fator de necrose tumoral)

Além das adipocinas, as citocinas inflamatérias também executam uma
importante fungcdo na regulagdo do metabolismo no tecido adiposo. TNF foi
identificado ha 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 comegou a ser elucidado. As primeiras evidéncias vieram da
descoberta da expressao de TNF no tecido adiposo de camundongos obesos e
depois em humanos (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993).
Pouco depois, a sua fungado na resisténcia insulinica foi demonstrada; através
da neutralizacdo de TNF em camundongos foi observado aumento na
sensibilidade a insulina e melhora no metabolismo da glicose (LING et al.,
1994). No entanto, ainda ndo havia se entendido o seu papel na mediagéao
inflamatéria e na via de sinalizacdo da insulina. Pouco depois, foi observado
que TNF inibia a cascata de sinalizag&o do receptor da insulina, primeiramente
em adipécitos e depois em tecido adiposo de individuos obesos
(HOTAMISLIGIL et al., 1994).

TNF é uma citocina pleiotrépica que exerce tanto papel inflamatério
quanto na angiogénese e apoptose. E expressa pelos adipdcitos, mas
principalmente pelos macréfagos infiltrados no tecido adiposo, por linfoécitos,
células endoteliais e fibroblastos. TNF é sintetizado primeiramente em uma
forma precursora: TNF transmembrana organizada em homotrimeros,
constituindo um peptideo de 233 aminoacidos. Apds isso, € clivado pela
enzima metaloproteinase TACE (TNF-a converting enzyme) em uma forma
soluvel homotrimérica (sSTNF) de 157 aminoacidos. sTNF liberado ira mediar as
atividades bioldgicas através da ligagdo 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 sdo capazes de desencadear a fosforilacdo da
serina 307 de IRS-1 e, consequentemente, inibir a sinalizagdo da insulina. Além
disso, a ativagao destas duas vias leva a expressao de diversas citocinas proé-
inflamatérias (HOTAMISLIGIL, 2006) (FIGURA 9).

FIGURA 9 — TNF E RESPOSTA A INSULINA.
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Legenda: ligantes ao receptor de TNF (fator de necrose tumoral) através da sinalizagdo de
outras citocinas ou de componentes lipidicos ativam JNK (c-jun terminal kinase) que leva a
fosforilagéo da serina de IRS-1 (insulin receptor substrate 1) e IRS-2 (insulin receptor substrate
2), prejudicando a sinalizagao da insulina. De forma semelhante ocorre a ativagéo de IKK (IkB
kinase) e a via de NF-kB. FONTE: HOTAMISLIGIL (2006).

Além de TNF outros possiveis componentes séo capazes de prejudicar a
sinalizagao insulinica. Na desregulacdo metabdlica devida a intensa lipdlise e
liberagdo de AGLs na circulagdo, pode ser ativada resposta imune e
desencadear a resposta inflamatéria que leva a expressdo de outros
componentes inflamatérios, incluindo TNF. Algumas evidéncias sugerem que

TNF também tem participagao na lipolise mediada por glicose, sendo capaz de
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realizar lipdlise em cultura de adipécitos (GREEN et al., 2004). Além disso,
outro mecanismo possivel é por diminuir a expressao de perilipina (PLIN). PLIN
€ localizado na superficie das goticulas lipidicas de triglicerideos e protege
contra a agao da LPL. Diminuicdo nos niveis de PLIN causa o aumento na
lipélise. Maior atividade lipolitca mediada por TNF aumenta os AGLs
circulantes e leva a resisténcia insulinica (DICKER et al.,, 2007; NIETO-
VAZQUEZ et al., 2008).

Elevados niveis de TNF tém sido implicados na fisiopatologia de
diversas doencas, como artrite reumatoide (VASANTHI;  NALINI;
RAJASEKHAR, 2007), lupus eritrematoso sistémico (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 proteina
com 233 aminoacidos (FIGURA 10) (REGO-PEREZ; FERNANDEZ-MORENO;
BLANCO, 2008). Varios polimorfismos tém sido identificados na sua regiéo
promotora; o principal deles, associado com diversas doencgas, € o rs1800629
(-308 G>A). Este polimorfismo tem sido amplamente relacionado com diversas
doengas como aterosclerose (ANTONICELLI et al., 2005), diabetes tipo 2
(GOLSHANI et al., 2015), doenca de Chron (FERREIRA et al., 2005) entre
outras. O alelo A foi associado ao maior risco de infarto do miocardio
(ANTONICELLI et al., 2005) e com menores niveis de insulina (GOLSHANI et
al., 2015). O alelo A foi associado a um aumento na expressdo de TNF
(HAMEED et al., 2018; KARIMI et al., 2009), o que pode aumentar a expressao
de citocinas inflamatdrias, culminando em um maior risco de formacao de
placas aterosclerdticas e resisténcia a insulina. Por se tratar de um
polimorfismo na regido promotora, pode aumentar a afinidade para ligacao de

fatores transcricionais, aumentando os niveis de RNAm (RNA mensageiro).
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FIGURA 10 — DESENHO ESQUEMATICO DO GENE TNF
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FONTE: REGO-PEREZ; FERNANDEZ-MORENO; BLANCO (2008).

3.4.2.2 Interleucina-6 (IL-6)

E uma citocina com fungdo pleiotropica capaz de mediar a resposta
imune, inflamacao e a hematopoiese. Assim como TNF, tem alta expresséo no
tecido adiposo, no entanto, sua relacdo com a obesidade ainda € debatida. A
familia das citocinas IL-6 € 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 associara
com outro receptor de membrana chamado glicoproteina 130 (g130), comum a
todos os membros da familia (exceto IL-31). Também ha a forma soluvel de IL-
6R (slL-6R), formada pela clivagem por metaloproteinases e por splicing
alternativo, gerando uma IL-6R sem o dominio transmembrana (SCHELLER et
al., 2011; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

A ligacao de IL-6/IL-6R acarretara na ativacdo das vias de JAK/STAT
(janus/kinase signal transducers and activators of (transcription), ERK

(extracellular-signal-regulated kinase) e PI3K, vias responsaveis pela
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diferenciacao celular e com papel na oncogénese (SCHELLER et al., 2011;
TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

Assim como TNF, aumento na expressao de IL-6 no tecido adiposo se
deve a liberagao das células do sistema imune. Células endoteliais liberando
citocinas, como TNF, IL-6 e IL-1B, levam a ativagcao da via inflamatdria,
produzindo outras citocinas, quimiocinas, que atrairdo macréfagos e neutrofilos.
Além de ser responsavel por ativar células T e pela diferenciagdo das células
B, IL-6 também apresenta um papel na resisténcia insulinica, no entanto, IL-6
aumenta a expressao de SOCS (supressor of cytokine signaling) no tecido
adiposo, o qual prejudica a agcao da insulina através da ligacao a IRS-1 e IRS-2
que leva a ubiquitinagcado e degradacdo de ambos os substratos (FIGURA 11)
(KERN et al., 2019). Além disso, a participagcdo de IL-6 tem sido reconhecida
também no metabolismo lipidico. IL-6 promove o acumulo de LDL modificado e
a formacao de células espumosas (HASHIZUME; MIHARA, 2012), fator de
risco para aterosclerose. Além disso, LDL modificado aumenta MC-P1
aumentando a concentragdo de IL-6. No entanto, IL-6 aumenta o efluxo de
colesterol através da expresséo da apoA1 nos macréfagos, devido a ativagao
de ABCA1 (ATP binding cassete transporter 1). ABCA1 medeia o efluxo de
colesterol das células para as apoliproteinas, desta forma protegendo contra a
aterosclerose (HASHIZUME; MIHARA, 2011; REISS; SIEGART; DE LEON,
2017).

Mauer e colaboradores demonstraram o papel de IL-6 na
potencializagdo da ativacao do perfil M2 de macrofagos através da ativacao de
IL-4 (anti-inflamatodria). Camundongos com inativagédo do gene que codifica o
receptor de IL-6 (IL-6Ra), em células mieloides, foram suscetiveis ao
desenvolvimento de obesidade e de intolerdncia a glicose, além da
exacerbacao da resposta a LPS, durante uma dieta hiperlipidica (MAUER et
al., 2014). Possivelmente IL-6 providencie uma resposta adaptativa ao estresse
metabdlico, criando um mecanismo de feedback ativando um outro perfil de
macrofagos no excesso de nutrientes. Dessa forma € possivel que o seu efeito
anti e pro-infamatério pode ser modulado pelos habitos de vida como
alimentagéo e atividade fisica (COVARRUBIAS; HORNG, 2014).
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FIGURA 11 - MECANISMO DE RESISTENCIA A INSULINA MEDIADO POR IL-6
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Legenda: TNF (fator de necrose tumoral) e IL-6 (interleucina 6) tém sido relacionados com
aumento da resisténcia insulinica em individuos obesos. IL-6 tem efeitos proé e anti-
inflamatérios. IL-6 media a ativacdo de STAT3 e leva a expressao de SOCS (supressor of
cytokine signalling), que por sua vez interfere na agao de IRS-1 (insulin receptor substrate 1),
prejudicando a acdo da insulina. No entanto, a expresséo de SOCS3 no figado previne a
resisténcia insulinica. FONTE: KERN et al. (2019).

3.4.2.2.1 GENE IL6

Esta localizado no cromossomo 7 (7p15.3), possui 5 éxons e codifica
uma proteina de 212 aminoacidos, incluindo uma sequéncia de 28 aminoacidos
de peptideo sinal (SIMPSON et al, 1997) (FIGURA 12). O polimorfismo
rs2069845 foi incluido neste estudo como um tag SNP localizado na regiao
intrénica (c.471+870G>A). O alelo G foi associado com o risco de obesidade
em criangas e adolescentes (TODENDI et al., 2015). No entanto, em um estudo
posterior do mesmo autor, este ndo foi associado aos niveis de IL-6 (TODENDI
et al., 2016). Por se tratar de um tag SNP, é possivel que o SNP rs1800795
(D"=1,00) seja a variante causal. O SNP rs1800795 (-174 G>C) localiza-se na
regido promotora e seu alelo G foi associado com diabetes tipo 2 (ILLIG et al.,
2004); o genotipo GG apresentou-se como um fator de risco para o
desenvolvimento de obesidade (GOYENECHEA; PARRA; MARTINEZ, 2007).
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Possivelmente, o alelo G seja responsavel pela maior expressao de IL-6,
aumentando os niveis de IL-6 e resultando em um aumento no perfil

inflamatdrio em pacientes com uma comorbidade ou alteragdo metabdlica.
FIGURA 12 — DESENHO ESQUEMATICO DO GENE /L6
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FONTE: SHI et al. (2015).

3.4.2.3 Interleucina 1beta (IL- B)

Faz parte da familia 1 das citocinas juntamente com IL-1a e IL-1Ra (IL-
1R receptor antagonista) e é expressa por células do sistema imune como
mondcitos, macréfagos e neutréfilos. E uma citocina pré-inflamatéria, produzida
em uma forma inativa a pro-IL-B, que é clivada em sua forma madura através
da ativacdo 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 potassio. Caspase-1 cliva IL-13 nove aminoacidos antes do motivo
consenso (leucina-arginina-asparagina) criando uma regidao N terminal. Apos o
processamento de IL-1B, a secrecdo da forma madura pode acontecer via
exocitose através dos lisossomos, microvesiculas ou exossomos. No caso de
infeccao por microrganismos, caspase-1 induz a piroptose, uma forma de morte

celular mediada por citocinas pro-inflamatorias como IL-13 (FIGURA 13).

A forma madura se liga ao receptor IL-1RI (type | receptor) e essa
ligacdo € seguida pelo recrutamento da cadeia coreceptora (IL-1RAcCP),
formando um complexo. Este ira 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 inflamatoéria. Liberacdo de IL-1B tem sido relacionada com a
patogénese de diabetes tipo 2. IL-13 potencialmente diminui a secrecéo de

insulina pelas células beta pancreaticas in vitro; possivelmente esse efeito
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citotdxico se dé através da via do oOxido nitrico sintase ou por prostaglandinas.
Desencadeamento da resposta deve se dar através da ativacdo de NLRP3
através de glucose e AGLs, por exemplo (DINARELLO, 2018; DONATH; BONI-
SCHNETZLER, 2010). Além disso, tem um papel na aterosclerose, pois
aumento de IL-1B através da liberagdo de quimicionas ativa as células do
sistema imune, contribuindo para formacao das células espumosas (NETEA;
DINARELLO, 2011). Ademais, outro estudo verificou em linhagem celular de
macrofagos (THP-1) que a supressdo de LPL diminuiu a expressdo das
citocinas, incluindo IL-1B (QIU et al., 2006). Aumento na expressao de IL-13
tem sido associado com a ocorréncia de doencas como artrite reumatdide
(DAYER; OLIVIERO; PUNZI, 2017), gota (SO; DUMUSC; NASI, 2018) e
diabetes (ZHAO et al., 2014)

FIGURA 13 - MECANISMOS DE PROCESSAMENTO DE IL-1B
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Legenda: O processamento de IL-1B pode ocorrer por mecanismos dependentes e
independentes de caspase-1. O mecanismo dependente envolve a ativagdo de TLR4 (toll-like
receptor 4), de NF-kB, e o recrutamento de caspase-1 por meio da ativagdo de NLRP3,
clivando IL-18 em sua forma ativa, levando a morte celular por piroptose e facilitando a
liberacédo de IL-1B para o espaco extracelular. Outro mecanismo pode ser através da ativagao
de caspase-8 em resposta a dectina-1 que leva a clivagem de IL-1(3 independente da ativagéo
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 proteina com 269 aminoacidos (GENECARDS). O polimorfismo rs16944 (-
1473G>C) foi associado com diversas caracteristicas metabolicas. Delgado-
Lista e colaboradores analisaram este SNP em relacdo ao nivel lipidico pos-
prandial. Verificaram que homens idosos portadores do gendtipo CC
apresentaram niveis de ftriglicerideos e colesterol superiores quando
comparados a portadores dos demais genoétipos. Homens mais jovens
portadores do alelo C apresentaram maiores niveis de triglicerideos
(DELGADO-LISTA et al., 2011). O alelo C também foi associado com isquemia
miocardia em pacientes com diabetes tipo 2. Este polimorfismo se encontra na
regido promotora e deve alterar os niveis de expressao de /L1B. O alelo C
pode ser responsavel pelo aumento na ligagcdo de fatores de transcrigdo e por
consequéncia aumentar a transcricdo de /IL1B. (VARGAS-ALARCON et al.,
2015).

O SNP rs1143634 (+3953 C>T) é um substituigcdo sinbnima (Phe105=) e
o gendtipo CC foi associado a maior circunferéncia abdominal em pacientes
brasileiros (MANICA-CATTANI et al., 2010). Em outro estudo, o gendtipo TT foi
associado ao menor fluxo coronario (MUTLUER et al., 2018). Apesar de
variantes sinbnimas nao afetarem a sequéncia de aminoacidos, elas podem
alterar a expressdao como ja mencionado, possivelmente pela alteracdo na
disponibilidade de RNAt ou até mesmo por alterar a estrutura do RNAm,
mudando sua estabilidade e, por consequéncia, diminuindo a expressao génica
(GOTEA et al., 2015).

Outro polimorfismo incluido neste estudo (rs3917356) esta localizado na
regiao intrénica (c.99+780G>A) e é um tag SNP. Este SNP foi incluido em um
estudo juntamente com rs1143634 e rs16944 e foi verificado que o haplétipo
ACG (rs1143634 - rs3917356 - rs16944) foi associado com maiores niveis de
glicose, maior indice de HOMA-IR (homeostasis model assessment for insulin

resistance), ou seja, maior resisténcia insulinica (LUOTOLA et al., 2009).

Aumento nos niveis de IL-1p tem sido relacionado a etiologia de diversas

doengas e também ao desequilibrio da homeostase lipidica e de glicose.
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Polimorfismos que conferem uma maior expressao de IL-13 podem estar

associados a susceptibilidade a doencas metabdlicas e inflamatérias.

3.6 MEDIADORES INFLAMATORIOS EM RESPOSTA AO EXERCICIO

Assim como tecido adiposo, tecido muscular esquelético € um érgéo
enddcrino e libera moléculas que exercem efeito enddcrino ou paracrino,
chamadas de mioquinas. As mioquinas incluem varias citocinas liberadas pelo
musculo como IL-6, IL-10 e outras proteinas como miostatina e BNDF (brain
derived neutropic factor). Em resposta ao exercicio, ou seja, durante a
contracdo muscular muitas destas citocinas sao liberadas e podem atuar em
outros tecidos e 6rgaos, como figado e tecido adiposo e contribuir para a
manutencdo da homeostase (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). A pratica de
exercicios tem sido prescrita atualmente para o tratamento de doencas
inflamatédrias, como artrite reumatoide, devido a liberacdo destas moléculas
com potencial efeito anti-inflamatério. Além disso, o exercicio fisico € um
importante fator de protecdo contra a inflamagdo crbnica observada na
obesidade, um fator de risco para comorbidades (BENATTI; PEDERSEN,
2015).

Neste contexto a citocina mais bem estudada é IL-6. E a primeira
citocina detectada na circulagdo sanguinea durante o exercicio fisico, tem um
papel no aumento da lipdlise € no aumento nos niveis de cortisol. Seus niveis
aumentam até cinco vezes ap6s 30 minutos de exercicio chegando até cem
vezes apo6s uma maratona. Seguida de IL-15, a qual estimula a lipdlise da
gordura visceral. IL-6 promove a producéo de IL-1Ra e de IL-10, citocinas anti-
inflamatdrias. IL-1Ra se liga a IL-1R e impede os sinais de transdugao de IL-1(3
e; IL-10 inibe a transcricdo de citocinas proé-inflamatérias como TNF
(OSTROWSKI et al., 1998, 1999; PEDERSEN, 2017).

Durante o exercicio os niveis de TNF nao sdo alterados, a ndo ser em
exercicios extenuantes, como no caso de maratonas, que podem resultar em
um pequeno aumento nos seus niveis (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). Em
um estudo experimental, foi demonstrado que o exercicio fisico foi suficiente

para diminuir os niveis de TNF ocasionado por exposicdo a doses baixas de
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LPS de Escherichia coli. Além disso, foi demostrado que o efeito do exercicio
pode ser mimetizado pela administragcao de IL-6, que suprimiu a liberagcado 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
ingestao de alimentos altamente processados e inatividade fisica, tem crescido
muito a incidéncia de doengas metabdlicas, incluindo obesidade, diabetes tipo
2, aterosclerose e doencgas de ordem inflamatéria, como artrite reumatoide,
gota e sindrome do intestino irritavel (STATOVCI et al., 2017). Também tem
aumentado os estudos no campo do metabolismo e a descoberta de evidéncias
relacionadas a inflamacéo e a ocorréncia destes disturbios. Componentes da
dieta, especialmente alta ingestdo de gorduras saturadas e agucar, e o
desequilibrio metabdlico que esta alimentagdo causa nos parametros
bioquimicos podem ser potenciais ativadores do sistema imune, levando a
alteracbes no metabolismo lipidico, de glicose e impactando nos parametros

antropomeétricos.

No entanto, estas caracteristicas sao complexas, pois, além dos fatores
ambientais citados, ha também participacdo de variantes genéticas, que podem
predispor a essas alteragdes. Além disso, o componente genético também
pode ser responsavel por diferentes respostas em processos terapéuticos ou
de intervencao fisica. Polimorfismos codificantes de componentes da resposta
inflamatoria tém sido associados a diversos disturbios metabdlicos, no entanto,
ainda sdo poucos os estudos que verificaram uma relacdo destes
polimorfismos com variaveis bioquimicas e antropométricas, estreitamente
ligadas ao metabolismo. Estes estudos sdo de extrema importancia no
entendimento dos mecanismos de desenvolvimento destas alteracbes e na

busca de potenciais alvos terapéuticos.

Para auxiliar no entendimento destes mecanismos este estudo pretende
verificar o efeito de polimorfismos nos genes TLR2, TLR4, NFKB1, NFKBIA,
NLRC4, CARDS8, NEK7, TNF, IL6 e IL1B sobre variaveis antropométricas e
bioquimicas frequentemente relacionadas com o acometimento de disturbios

metabdlicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

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

capitulos:

Capitulo | — artigo publicado na revista Gene. Constam as analises dos
SNPs relacionados a via de TLR (TLR2 e TLR4) e NLR (NLRC4, CARDS8 e
NEK7) e as variaveis bioquimicas (metabolismo de lipideos e de glicose) em

duas amostras independentes, adultos e criangas e adolescentes.

Capitulo Il — artigo preparado para submissao a revista Sports Medicine.
Foi analisado o conjunto completo de SNPs com a diferenca de dados
antropométricos e bioquimicos entre o antes e o depois de intervencéo fisica

realizada com a amostra de adolescentes e criangas.

Capitulo Il — artigo preparado para submissdo a revista Inflammation
Research. Constam as analises dos genes das vias das citocinas (TNF, IL6 e
ILB) e NFkB (NFKB1 e NFKBIA) e dos dados antropométricos e bioquimicos

das duas amostras independentes.
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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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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recent evidences had shown activation of TLR (toll-like receptors) and NLR (nod-like receptors) in response to
imbalance in nutrients intake, such as lipid and glucose. The main aim of this study was to investigate possible
associations between 11 SNPs in TLR2, TLR4, NLRC4, CARDS and NEK7 genes and lipid and glucose metabolism.

Keywords:
Innate immune system
Metabolism

Polymorphisms Sample was composed by healthy children and adolescents (n = 158) and adults (n = 115). DNA extraction was
F&i obtained by salting-out and sample genotyping by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass

spectromeltry based system. LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides, total cholesierol, glucose and insulin
were measured by standard automated methods. Means were compared by t-test or Mann-Whitney test.
Univariate and multivariate logistic regression were used to verify association between polymorphisms and lipid
and glucose markers. Seven polymorphisms in 5 genes were associated with lipid and glucose parameters, For
lipid parameters, the following associations were found: higher LDL-C levels and C allele of rs1554973 (TLR4)
and G allele of rs6671879 (NEK7); higher HDL-cholesterol levels and A allele of rs13105517 (TLRZ2); higher total
cholesterol and TT genotype of rs3804099 (TLR2) and G allele of rs6671879 (NEK7); higher triglycerides levels
and G allele of rs455060 (NLRC4). For glucose parameters associations were found between C allele of
rs7258674 (CARDS) and higher glucose levels, and between C allele of rs212704 (NLRC4) and G allele of
5455060 (NLRC4) and insulin levels. These findings indicate a relationship between polymorphisms of TLRs and
NLRs genes and markers of lipid and glucose metabolism.

1. Introduction lead to metabolic disorders, such as cardiovascular diseases and insulin

resistance (Lackey and Olefsky, 2015; Rankin and Artis, 2018; Zmora

Innate immune system represents a first line of defense against
pathogens, tissue damage and changes in environment that disrupt
organism homeostasis (Fukata et al., 2009). Besides the classical
fighting infections function, innate immune system can react to en-
vironmental changes, such as diet components. In this way, innate
immune system had been implicated in regulation of metabolic home-
ostasis by activating immune response to excess of nutrients intake,
including saturated fatty acid and glucose. Inflammatory cascade could

et al., 2017). Moreover, metabolic deregulation is responsible for
changes in gut flora profile, leading to the release of lipolysaccharides
(LPS), components of cell wall of gram negative bacteria, culminating
in activation of immune response (Castoldi et al., 2016).

Activating of immune response is characterized by two main re-
ceptors: TLR (toll-like receptors) and NLR (nod-like receptors also
called of inflammasome). Initiating of immune response is triggered by
TLR and NLR recognition of pathogen associated molecular patterns

Abbreviations: AC, abdominal circumference; BMI, body mass index; CARDS, caspase recruiiment domain-containing protein 8; DAMPs, damage associated mo-
lecular patterns; HC, hip circumference; HDL-C, high density lipoprotein cholesterol; HOMAIR, homeostatic model assessment for insulin resistance; LD, linkage
disequilibrium; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; LPS, lipolysaccharides; NLR, nod-like receptors; NLRC4, NLR family CARD domain-containing protein 4;
NLRP3, NLR family Pyrin domain-containing 3; PAMPs, pathogen associated molecular patterns; QUICKI, Quantitative Insulin Sensitivity Check Index; SNP, single
nucleotide polymorphism; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; TLR, toll-like receptors; UTR, untranslated region; WC, waist circumference
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(PAMPs) and damage associated molecular patterns (DAMPs). It cul-
minates in activation of an inflammatory cascade and leads to proin-
flammatory cytokines releasing (Spiegelman and Hotamisligil, 1993).

Most TLRs are transmembrane receptors and two metabolically re-
levant TLRs are known: TLR2 and TLR4. TLR4 is activated by LPS and
modified LDL. High expression of TLR2 and TLR4 are found in obese
patients, possibly contributing to low grade inflammation observed in
obesity (Ahmad et al., 2012). Polymorphisms in TLRZ and TLR4 genes
were associated with metabolic diseases, including diabetes
(Buraczynska et al., 2016), atherosclerosis (Kutikhin et al., 2016) and
nen-alcoholic fatty liver disease (Jermendy et al., 2010; Kapil et al.,
2016). Variants in regulatory sequence, such as 5 UTR (untranslated
region) and 3'UTR could affect stability of mRNA and alter protein
expression and variants in coding sequence could impair protein func-
tion, The rs3804099 (TLR2) is a synonymous variant (Asn199=) which
was associated to bacterial infection (Zhang et al., 2017), psoriasis
(Zhang et al., 2009) and hepatocellular carcinoma (Junjie et al., 2012).
It was associated with Crohn's disease (Bank et al., 2014) and chorionic
plate inflammation (Simhan et al., 2008). Although synonymous var-
iants do not alter amino acid sequence, they could lead to changes in
patterns of codon usage, affecting availability of codons and interfere in
protein translation (McCarthy et al., 2017).

Recently, a role of inflaimmasomes in inflammatory and metabolic
diseases was discovered. Several metabolic and inflammatory diseases
had been associated with activation of inflammasomes including gout,
atherosclerosis, obesity, Alzheimer's disease and inflammatory bowel
disease (Guo et al., 2015), NIR inflammasomes are cytosolic receptors
and NLR family can be subdivided in NLRP or NLRC, according to N
terminal content: PYD (pyrin) or CARD (N-terminal caspase recruitment
domain) respectively {(Sharma and Kanneganti, 2016). NLRP3 (NLR
family Pyrin domain-containing 3) and NLRC4 (NLR family CARD do-
main-containing protein 4) inflammasomes are the two most studied in
the context of metabolic and inflammatory disorders (Guo et al., 2015).

The inflammasome NLRC4 activates procaspase-1 to induce cell
death in response of Salmonella infection. Polymorphism in NLRC4 gene
had been associated with auto inflammation, enterocolitis and cancer
(Kolb et al., 2016; Sharma and Kanneganti, 2016) and NLRC4 activa-
tion was observed during breast cancer progression in obese patients
(Kolb et al., 2016). Furthermore, rs385076 T allele was associated with
protective effect against cardiovascular mortality (Zeller et al., 2015).
Recent studies identified CARDS8 (caspase recruitment domain-con-
taining protein 8) as a negative regulator of NLRP3 inflammasome.
CARDS binds to NLRP3 during inflammasome activation and prevents
the assembly of NLRP3 complex, which inhibits proinflammatory cy-
tokines releasing. Polymorphisms in NLRP3 and CARDS had been as-
sociated with cardiovascular diseases, rheumatoid arthritis, celiac dis-
ease and Chron's disease (Paramel et al., 2015). NEK7 (Never in Mitosis
Gene A)-Related Kinase 7 is a serine/threonine kinase that plays a role
in mitotie spindle formation and cytokinesis. NEK7 was recently iden-
tified as a mediator of NLRP3 inflammasome assembly and activation
(He et al., 2016b;y Sharma and Kanneganti, 2016). Thus, it is believed
that, as in NLRP3, polymorphisms in NEK7 gene may also be associated
with metabolic and inflammatory disorders.

The aim of this study was to investigate the relationship between
parameters of lipid and glucose metabolism, potential components of
metabolic deregulation, and variants in genes coding components of
innate immune response: TLRZ, TLR4, NLRC4, NEK7 and CARDS in two
independent samples.

2. Materials and methods
2.1. Sample
By difference of metabolism between age group, the sample was

separated in two independent samples totaling 273 individuals. Of
which 158 are children and adolescents and 115 are adults. Both groups
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Table 1
Descriptive statistics of anthropometric and biochemical variables in children
and adolescents and adult sample.

Children and adolescents Adults

Characteristics n Mean = SD n Mean + SD
Female 47 - 80 -

Male 111 - 35 -

Age (years) 157 13.34 = 1.99 101 45.43 = 10.76
BMI (kg/m?) 158 2410 + 593 115 27.44 + 573
BMI Z score (kg/m®) 157 1.25 = 1.58 - -

AG (cm) 105 77.15 + 1527 - -

WC (em) 52 84.36 = 16.62 114 89.17 + 14.04
HG {cm) - 114 1037 + 9.3
TC (mg/dL) 87 168.20 = 33.76 115 205.07 = 37.32
HDL-C (mg/dLy 158 4530 + 11.81 115 50.68 + 1357
LDL-C (mg/dLY 87 99.07 = 28.25 115 12013 = 33.84
TG (mg/dL) 157 90.35 = 50.97 115 130.40 = 66.17
Glucose tmg/dL) 148 80.73 = 12.48 115 83.17 = 13.14
Insulin (uUI/mL) 155 10.27 = 10.91 114 9.95 + §.48
HOMA-IR 150 181 = 1.75 - -

QUICKI 148 0.37 = 0.07 - -

BMI: body mass index; AC: abdominal circumference; WC: waist circumference;
HC: hip circumference; TC: total cholesterol; HDL-C: HDL cholesterol; LDL-C:
LDL-cholesterol; TG: wiglycerides; HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment
for Insulin Resistance; QUICKI: quantitative insulin sensitivity check index.
SD: standard deviation.

are from Curitiba, Southern Brazil where population has predominantly
European ancestry. This study was approved by the ethics committee of
Federal University and informed written consent was obtained from all
participants. Table 1 presents the means and standard error of variables
included in this study.

2.1.1. Dara collection

Children and adolescents were recruited in public schools to parti-
cipate of this study. The exclusion criterion was use of medication for
weight control and lipid levels. Anthropometric measures were col-
lected as follows: weight and height to calculate BMI (body mass index)
Z score, abdominal circumference (AC) or waist circumference (WC).
WC was measured at middle point between the lowest rib and the iliac
crest at moment of expiration, and AC was measured from high point of
iliac crest at time of minimal respiration (Lohman et al., 1988).

Adult sample is constituted of workers of Federal University of
Parand (UFPR), no exclusion or inclusion criteria were used.
Anthropometric measures were collected as follows: weight and height
to caleulate BMI, waist circumference (WC) and hip circumference
HO).

Blood samples were collected from all individuals and high density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) and triglycerides (TG) were measured
by colorimetric method; total cholesterol (TC) and glucose levels were
measured by enzymatic methods; insulin levels were measured by
chemiluminescence method. LDL-cholesterol (LDL-C) was determined
by Friedewald equation (Friedewald et al., 1972).

Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-IR)
was calculate using (glucose (nmol/L) X insulin (uWU/mL)/22.5)
(Matthews et al., 1985) and Quantitative Insulin Sensitivity Check
Index (QUICKI) was calculated using 1/{log fasting glucose (mmol/
L) + log fasting insulin (pU/mL)) (Katz et al., 2000) in children and
adolescents sample.

2.2, Genotyping

For both samples, DNA was extracted from peripheral blood by a
salting out method (Lahiri and Nurnberger, 1991). DNA was then di-
luted in 50 pl of water to 20 ng/ul final concentration. Genotyping was
performed by using matrix-assisted laser desorption icnization time-of-
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Table 2

Characteristics of polymorphisms included in this study.
Gene SNP Nucleotide substitution Location MAF~ Type
TIRZ rs13105517 c.-1110G = A Intron variant 0.28 (A) Tag SNP
TLR2 133804009 ¢.597T = C Coding sequence (p.Asn199=) 0.46 (C) Functional
TIR4 rs1927911 €.-147-423A = G Intron variant 0.28 (A) Tag SNP
TLR4 rs1554973 ¢.260 + 9805T = C 3UTR 0.23 (C) Functional
NLRC4 rs212704 ¢.2783-514C = T Intron variant 0.39 (C) Tag SNP
NLRC4 rs455060 1824G = A Coding sequence (p.Ala608=) 0.32 (@) Tag SNP
NLRC4 rs385076 ¢.-119 + 805T = C Intron variant 0.32 (T) Functional
CARDS rs1968440 ¢ 129-2125A = G JUTR 0.11 (A) Tag SNP
CARDS 6509366 .59+ 642G > A Intron variant 0.29 (A) Tag SNP
CARDS rs7258674 262 +21A = G 5UTR 0.40 (A) Tag SNP
NEK7 rs6671879 ¢.-20 + 14532A = G Intron variant 0.39 (G) Tag SNP

* MAF: minor allele frequency — Frequency based in CEU (Northern Europeans of Utah — USA) populaton.

flight mass spectrometry based system (Sequenom, San Diego, CA, USA)
at University of Auckland, New Zealand (Gabriel et al., 2002).

2.2.1. Selection of polymoerphisms

SNPs (single nucleotide polymorphism) included in this study are
summarized in Table 2, Candidate genes were searched for with focus
in inflaimmation pathway, mainly in TLR and NLR pathway. Poly-
morphisms were selected based on linkage disequilibrium (LD) and
frequency. LD was analyzed in Haploview software with data from
1000 genomes (http://browser.1000genomes.org/). Several SNPs are
grouped in blocks with strong LD. For each studied gene at least one
SNP, representative of each block (tag SNPs), was chosen (Fig. 1). Se-
lected tag SNPS and respective genes are the following: TLR2
(rs13105517), TLR4 (rs1927911), NLRC4 (rs212704 and rs455060),
NEK7 (rs6671879) and CARD8 (rs1968440, rs6509366 and
rs7258674). Three functional SNPs {founded previously in association
studies), already associated with metabolic or inflammatory disorders,
were also included: TLRZ (rs3804099), TLR4 (rs1554973) and NLRC4
(rs385076). All SNPs chosen had minor allele frequency (MAF) of at
least 10%.

2.3. Statistical analysis

Allele and genotype frequencies were obtained by direct counting
and compared by chi-square test. Normality of variables was tested by
Kormogorov-Smirnov test with Lilliefors correction. Genotypes were
tested through three interaction models (dominant, recessive and co-
dominant). In dominant model, homozygotes for the common allele
were compared to carriers of the minor allele (heterozygotes and
homozygotes for the minor allele). In recessive model, homozygotes for
the minor allele were compatred to carriers of the common allele (het-
erozygous and homozygous for common allele). In codominant model
homozygous for the common allele were compared to heterozygous
versus homozygous for the minor allele.

Means were compared by ttest for parametric variables and by
Mann Whitney test for no parametric variables. Multiple regression
analyses were performed to investigate possible genetic effects over
anthropometrical and biochemical variables. Biochemical parameters
(HDL-C, LDL-C, TC, TG, glucose, insulin, HOMA-IR and QUICKD) were
modeled as dependent variables. Age, sex, BMI and genotypes were
modeled as independent vatiables.

To perform the logistic regression, samples were stratified above or
below the median of studied variables. At first, dependent variables and
genotypes with significant results in means comparisons were used to
construct univariate logistic regression models. Subsequently, multi-
variate logistic regression models were constructed including age, sex
and BMI as independent variables. In order to test if interaction re-
mained significant when all genotypes were analyzed together, a model
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including all studied SNPs was constructed. Statistical significance
adopted for the tests was 0.05 (5%). Analyses were performed in R
program v.3.4.3 (package genetics).

3. Results

Allele and genotype frequencies for studied SNPs are shown in
Table 3.

3.1. Children and adolescents

Regarding lipid profile variables, carriers of A allele (minor allele)
of 1513105517 (TLR2) presented higher HDL-C levels than carriers of G
allele (p = 0.021). In univariate and multivariate logistic regression
1513105517 was also associated with HDL-C levels (p = 0.008 and
p = 0.004, respectively) (Tables 4 and 5). Individuals with CT and CC
genotypes of 151554973 (TLR4) had significantly higher means of LDL-
C and TG when compared to those with TT genotype (p = 0.044;
p = 0.048 respectively). However, in logistic regression analysis, only a
borderline association with LDL-C was found (p = 0.053) (Tables 4 and
5).

Individuals with AA genotype of rs455060 (NLRC4) presented lower
levels of TG than G allele carriers (p = 0.016). Association remained
significant in a multivariate logistic regression adjusted for sex, age and
BMI (p = 0.047) (Tables 4 and 5).

Carriers of GA genotype of rs7258674 (CARDS8) exhibited higher
glucose levels (p = 0.039) when compared to AA genotype individuals
and to G allele carriers (p = 0.032). Although individuals with G allele
of 15455060 showed higher mean levels of insulin, this association did
not remained significant in logistic regression analysis. In multivariate
logistic regression C allele carriers of 15212704 were associated with
increased insulin (p = 0.018). Additionally, C allele carriers also pre-
sented lower QUICKI index (p = 0.014) (Tables 4 and 5).

3.2, Adults

Regarding lipid profile variables, rs1968440 (CARDS), rs212704
(NLRC4), rs455060 (NLRC4) and rs6671879 (NEK7) were associated
with TG levels, however, in univariate logistic regression, association
was not statistically significant (Table 6). In multivariate regression
analysis, G allele of variant 156671879 (NEK7) was associated with
higher LDL-C (p = 0.025) and TC (p = 0.007) levels. T Allele of
153804099 was associated with higher TC levels (p = 0.029) (Table 7).

Means of glucose were significant for variants vs7258674 (CARDE)
(p = 0.035) and 15212704 (NLRC4) (p = 0.046). In logistic regression
analysis, variant rs7258674 remained significantly associated to glu-
cose levels when adjusted for BMI A Allele of rs7258674 and C allele of
15212704 were associated with lower glucose levels, C allele of
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Fig. 1. Schematic figure of genes and LD between SNPs include in this study.

Locations and sizes are not scale. Diamonds in shades of pink are representing LD between SNPs, data from Haploview software. A) TLRZ gene; B) TLR4 gene data of
LD was collected in Ensembl database; C) NLRC4 gene; D) CARDS gene and E) NEK7 gene: *SNP rs6679100 was not include in this study, it is used for demonstrated
LD between other region of the gene. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Allele and genotype frequencies of analyzed variant sites from children and adolescents and adult sample.

Gene SNPs CA n (%) Adult n (%) Gene SNPs CA n (%) Adult n (%)
TLR2 rs13105517 NLRC4 1s385076
G 195 (62) 154 (67> G 204 (65) 151 (66)
A 119 (38) 76 (33) T 110 (35) 79 (34)
GG 60 (38) 51 (44) CcC 64 (41) 50 (43)
GA 75 (48) 52 (45) CT 76 (48) 51 (449
AA 22(14) 12 10 TT 17 (11) 14 (12)
TLR2 rs3804099 NLRC4 13455060
T 171 (54 130 57 A 192 (61) 146 (63)
C 143 (46) 100 (43> G 122 39 84 (37)
TT 46 (29) 37 (32) AA 57 (36) 49 (43)
TC 79 (50) 56 (49) AG 78 50 48 (42)
CC 3220 22 (49 GG 22 (14 18 (16)
TLR4 rs1554973 CARDS 151968440
T 239 (76) 173 (75) G 232 (83) 157 (76)
c 75249 57 (25) A 46 (17) 49 (24)
TT 90 (57 63 (55) GG 107 7D 72 (70)
TC 59 (38) 47 (41) GA 18 (13) 13 (13)
CC 8 (5) ERC)] AA 14 (10 18 (17)
TLR4 rs1927911 CARDS 17258674
G 221 (71) 159 (69) G 208 (66) 151 (66)
A 89 (29) 71 (31) A 108 (34) 79 (34)
GG 74 (48) 51 (44) GG 71 (45) 54 (47
GA 7347 57 50) GA 66 (42) 43 (47)
AA 8 (5 7 (6) AA 21(13) 18 (16)
NLRC4 rs212704 CARDS 136509366
T 170 (54 130 57 G 210 (67) 156 (68)
C 144 (46) 100 (43) A 104 (33) 74 (32)
TT 46 (29) 37 (32) GG 71 (45) 54 (47)
CT 78 (50) 56 (49) GA 68 (43) 48 (42)
CC 332D 22 (49 AA 184D 13 (1)
NEK7 rs6671879
A 157 G0 120 (52)
G 159 60 110 (48)
AA 42 (27 33 (29)
AG 73 (46) 54 (47
GG 43 27) 28 (24)

CA: children and adolescents sample.

rs212704 and G allele of rs455060 presented significantly lower insulin
levels (Table 6). However, 15212704 association with insulin lost sta-
tistical significance when adjusted for BMI (Table 7).

Results of association in both samples were summarized in Table 8
(lipid metabelism) and Table 9 (glucose metabolism).

4. Discussion

It is known that disequilibrium of lipid and glucose metabolisms are
able to activate innate immune response.

Our study is composed by a population sample, including in-
dividuals with diverse lipid and glucose profile. Thus, it is not a case
-control study and for that reason it does not include only dyslipidemic
patients and respective controls. Moreover, we focused on genes related
to inflammation because of the relation between metabolism and im-
mune response observed in metabolic diseases.

Considering the role of inflammasome and TLR in lipid and glucose
metabolic deregulation, the discussion was elaborated by grouping our
findings in lipid and glucose metabolism.

4.1. Lipid merabolism

HDL is a lipoprotein responsible for reverse cholesterol transport
and thus higher HDL level is considered a protector factor against
cardiovascular diseases (Rosenson et al, 2016). Polymorphism
rs13105517 in TLR2 gene showed significant association with higher
HDL-C levels in carriers of AA genotype when compared to GG geno-
type individuals in children and adolescents sample. Considering that
this variant is a tag SNP, the observed effect may be due to another
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variant in linkage disequilibrium (LD), such as rs5743708 (D’ = 0.99;
ENSEMBL database). The 1rsb743708 is a missense wvariant
(¢.2258G > A; p.Arg753Gln) previously associated with risk of de-
veloping infectious diseases (Ogus et al., 2004), as well inflammatory
diseases (Han et al., 2015) and metabolic disease, such as morbid
obesity (Sovdas et al., 2016). Moreover, the 155743708 was associated
with lower levels of HDL-C in type 2 diabetes patients {(Maldonado-
Bernal et al., 2011). Bearing in mind that the above information is in
accordance with our findings, it is possible that variants in TLRZ are
associated with HDL-C levels.

Another variant in LD with rs13105517 is rs3804099 (D’ = 0.82), a
variant also included in this study. The rs3804099 is a synonymous
variant associated with atherosclerosis (Kutikhin et al., 2016) and
susceptibility to bacterial infection (Santanz et al., 2017; Zhang et al.,
2017). Although synonymous variants de not alter amino acid se-
quence, differences of mRNA expression considering genotypes were
observed, homozygous CC had lower expression than homozygous TT
according to Gtex Portal. Furthermore, synonymous variants could be
in ID with other unknown causal variants.

Kutikhin and colleagues found, in a Russian population sample,
higher severity of coronoaty atherosclerosis in CC genotype individuals
(Kutikhin et al., 2016). In the adult sample of the present study an
association was found between rs3804099 and TC. TT genotype in-
dividuals presented 2.86% more TC levels than carriers of C allele.
Although different associations were found, both studies suggest a re-
lation between polymorphisms in TLR2 and metabolic parameters.
Expression analysis in carriers of different genotypes and animal models
could be useful to verify the close relationship between polymorphisms
in innate immunity genes and lipid and glucose profile.
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Table 4
Comparisons of means with significant results stratified by genotype and univariate logistic regression results in children and adolescents sample.

Biochemical parameters Gene/SNP p' p*
TLR2 rs13105517
HDL-C (mg/dL) AA(n=122) GG (n = 60) GG + GA (n = 135) AAxGG+GA

48.55 = 9.06 43.62 = 9.18 44.69 = 12.15 0.021 0.008
TLR4 rs1554973
LDL-C (mg/dL) TT (n = 47) CT n = 34) CC(n=96) CTxTT

93.86 + 30.54 106.95 = 25.30 95.16 = 14.89 0.044 0.202
TG (mg/dL) TT (n = 89) CT (n = 59) =38 CCxTT

87.47 = 54.96 92.65 = 45.87 110.48 = 40.56 0.048 0.060
TLR4 rs1927911
TC (mg/dL) GG (n=37) GA (n= 42) AA(n=7) GAXAA

164.11 = 36.62 175.84 = 30.90 145.34 = 25.07 0.017 0.904
CARDE 151968440
Glucose (mg/dL) GG (n=199) GA(n=17) AA (n=14) GGrAA+GA

90.80 + 12.60 84.89 = 12.58 86.07 = 11.68 0.035 0.073
Insulin (uUI/mL) GG (n=104) GA (n=18) AA (n=14) GGxAA+GA

851 + 7.48 1856 = 17.58 10.84 = 12.02 0.009 0.226
HOMA-IR GG (n=101) GA{n=17) AA (n=14) GGxAA+GA

1.55 = 1.37 270 = 1.88 227 = 2,99 0.011 0.178
QUICKI GG (n=98) GA {(n=18) AA (n=14) GGAA+GA

0.38 = 0.07 0.35 = 0.08 0.36 = 0.05 0.028 0.340
CARDS rs7258674
TC (mg/dL) GG (n=41) GA(n=33) AA (n=13) GAXAA

170.46 + 33.77 159.31 = 27.83 183.72 = 42.47 0.026 0.584
LDL-C (mg/dL) GG (n=41) GA (n= 33) AA(n=13) GAXAA

100.36 + 26.63 92.44 = 27.28 111.80 = 32,67 0.046 0.520
Glucose (mg/dL) GG (n=67) GA (n= 61) AA (n = 20) GAXAA

80.80 + 12.94 91.18 = 11.79 84.75 = 12.26 0.039 0.556
NLRC4 rs385076
TG (mg/dL) CC(n =64 CT n = 75) TT (n=17) CCxCT

77.30 = 38.44 100.13 = 56.97 97.31 = 59.66 0.008 0.098
NLRCA rs455060
TG (mg/dL) AA (n=56) AG(n=78) GG (n = 22) AAXAG

76.00 = 37.13 100.81 = 60.50 88.53 = 36.72 0.018 0.087
Insulin (pUI/mL) AA (n=56) AG(n=78) GG (n = 20) AAAG

8.01 = 7.70 12.28 = 13.26 9.05 = 6.77 0.023 0.225

p value in bold are significant.

* p value of t-test for parametrics data and Man-Whitney non-parametrics data,

2 p value of univariate logistic regression.

Carriers of C allele of 151554973 (TLR4) presented higher mean
levels of LDL-C than TT genotype carriers in children and adolescents.
Although there was a trend toward significance (p = 0.053), associa-
tion did not remained significant in multivariate logistic regression.
Possibly, the lack of significant association is due to small sample size
and the consequent decrease in statistic power.

The 151554973, it is located in 3'UTR region and polymorphism in
this region could affect stability of mRNA resulting in altered TLR4
expression. Furthermore, this region could be a microRNA target
leading to degradation of mRNA and to a decreased gene expression.
According to GTEx Portal, heterozygous CT and homozygous CC had
higher levels of TLR4 expression in esophagus (GTEx (Genotype-Tissue
Expression), 2017). Higher levels of LDL-C and TLR4 expression are risk
factors for cardiovascular diseases. In our study, heterozygous CT pre-
sented higher LDL levels and homozygous TT lower LDL-C levels. At
moment, this polymorphism was associated with susceptibility to in-
fections (Simhan et al.,, 2008) and autoimmune diseases (Bank et al.,
2014).

Recent evidence had shown a TLR4 function in macrophages in-
filtration in adipose tissue and also that activation of TLR4 is mediated
by lipid metabolic pathway (Lancaster et al., 2018), Moreover, TLR4 is
expressed in coronary plaques and TLR4 macrophage expression is
upregulated by LDL. Expression of TLR4 in monocytes, in conjunction
with oxidized LDL, leads to formation of foam cells which are re-
sponsible for the atherosclerotic process (Xu et al.,, 2001). Mice defi-
cient in LDL and TLR2 (LDL™/~ TLR2™/7) expression exhibited
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reduction of atherosclerosis (Mullick et al., 2005).

TLRs had been propesed to act as sensors of nutrients and it is
possible that deregulation of lipid ingestion leads to increase of circu-
lating LDL-C and activation of TLRs such as TLR2 and TLR4 {(Huang
et al.,, 2012).

These findings are in agreement with the association found between
TLR4 polymorphism and LDL-C. It is possible that gene variants, to-
gether with higher LDL-C levels, could activate immune response pre-
disposing to metabolic diseases.

The NLRC4 (inflammasome) SNP rs455060 was associated with TG;
carriers of AG genotype presented higher TG levels when compared to
individuals with AA and GG genotypes. This variant is also a tag SNP
and was previously associated with cystic fibrosis patients predisposi-
tion to Aspergillus colonization (lannitti et al., 2016). Expression of
NLRC4 inflammasome had been studied in some human diseases such
as: atherosclerosis, breast cancer and susceptibility to bacterial infec-
tion (Gong and Shae, 2012; Johansson et al., 2015; Kolb et al., 2016).
NLRC4 activating leads to IL-18 releasing, which contributes to ather-
osclerotic plaques formation (Johansson et al, 2015). Moreover,
NLRC4 activation was also related to breast cancer progression in obese
patients, due to IL-1B releasing. Analysis of SNP rs455060 expression on
GTEx Portal, showed that heterozygous AG and homozygous AA pre-
sented higher levels of NLRC4 expression in adipose tissue than GG
genotype.

Considering that the rs455060 is a synonymous variant, the ob-
served association could be due to a variant in LD with it, such as the
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Table 5
Multivariate logistic regression results of children and adolescents sample adjusted for age, sex and BML
Biochemical parameters rs13105517 rs1554973 15212704 rs455060 rs1968440 rs7258674
TLRZ TLR4 NLRCH NLRC4 CARDS CARDS
Lipid metabolism
HDL-G {mg/dL) AA n.s ns ns ns n.s
48.55 = 19.06
GG + GA
44.69 = 12.15
P 0.004
LDL-C (mg/dL) ns T n.s n.s. ns s
93.86 + 30.54
CC+ CT
10518 + 24.25
P 0.053
TC (mg/dL) ns ns ns ns AA ns
151.90 + 30.10
GG + GA
171.87 = 3477
P 0.0491
TG (mg/dL) ns s n.s AA ns s
76.90 = 37.13
GG + AG
98.11 + 56.21
P 0.047
Glucose metabolism
Glucose {mg/dL) n.s n.s n.s n.s n.s AA
8475 = 12.26
GG + GA
90.50 = 12.37
P 0.032
Insulin (uUI/mL) ns n.s TT AA ns n.s
9.34 = 10.20 8.01 = 7.70
CT + GC GG+ GA
10.72 = 11.26 11.62 + 12.26
P 0.018 0.008
QUICKI ns n.s T ns ns n.s
0.39 = 0.09
CT + GC
0.36 = 0.06
P 0.014

Values are mean *= SD of each genotype.
p values in bold are significant.
n.§ - non-significant results.

functional SNP rs385076 (a variant also included in our study;
D’ = 0.90). In a study that performed functional analyzes of NLRC4, the
T allele of 1s385076 was associated with lower levels of circulating IL-
18 and it was presented as a protective factor against cardiovascular
mortality (Zeller et al., 2015).

In the present study, we found that individuals with CT genotype of
rs385076 presented higher levels of TG than those with CC genotype
(p = 0.008). Higher TG levels may influence the activation of the
NLRC4 inflammasome in carriers of AG genotype of rs455060 as well
CT genotype of 1s385076. These genotypes may lead to higher NLRC4
expression and consequently to the activation of the respective in-
flamassome and to higher amounts of IL-18.

G allele of NEK7 156671879 was associated with higher levels of
LDL-C and TC in carriers of G allele in adult sample. A recent study was
able to shed some light in the role of NEK7 in regulation of oligomer-
ization and activation of NLRP3 (He et al., 2016b). NEK7 activates
NLRP3 but not NLRC4 in a process dependent of K efflux. Although
the role of NEK7 in NLRP3 activation and its relation with cell cycle is
not fully understood, it is known that NEK7 is essential to NLRP3 ac-
tivation (He et al., 2016a). Considering NLRP3 inflammasome as a
sensor of cellular homeostasis disturbance, it is likely that NEK7 med-
iates the activation of NLRP3 in response to metabolic homeostasis
breakdown. Variants in NEK7, in this case, the G allele of rs6671879,
could lead to an increased K efflux by binding with activators of im-
mune system, such as compenents of lipid profile (LDL-C and TC).
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Nevertheless, more studies are necessary to elucidate the real function
of NEK7 and its action in the presence of possible inflammasome acti-
vators.

In 2011, Osbome and colleagues demonstrated a link between lipid
metabolism and inflammasome activation. They showed that macro-
phages of mice deficient in lipogenic transcriptional factor gene SREBP-
Ia (sterol regulatory element binding protein 1a) failed to activate li-
pogenesis in the presence of LPS. In addition, the same macrophages
also failed in activate caspase-1 and in IL-1B production, two compo-
nents of inflammasome function. Moreover, they found that SREBP-1
regulates expression of Nlrpl gene in macrophages (Im et al., 2011). In
2013, porcine model provided evidences of SREBP-2 function in NLRP3
inflammasome activation in atherosclerosis (Li et al., 2013). These
findings provide insights into the relationship between lipids and innate
immune response in physiopathology of metabolic disorders.

Furthermore association that we found between lipid markers and
polymorphisms in innate immune related genes corroborate with evi-
dences about the relationship between innate immune system and lipid
profile.

4.2. Glucose metabolism
As well as lipid levels deregulation, high glucose level also have a

potential to act as a trigger of innate immune response. It is known that
metabolic imbalance is related to insulin resistance, which impairs
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Table 6

Comparisons of means with significant results stratified by genotype and uni-
variate logistic regression in adult sample,

Biochemical GENE/SNP P P

parameters

CARDE 151968440

TG {mg/dL) GG (n= 72} AA(n=18) AAXGG 0.090
136.84 = 66.55 102.22 = 45.88 0.033

Insulin (Ul/mL) GG (n= 71} AAM=18) AAXGA 0.742
10.18 = 8.78 10.43 = 5.08 0.041

CARDS 157258674

Glucose (mg/dLy GG (n = 54) AA+ GA(m=461) GGRAA+GA 0.049
85 + 10.65 81.55 = 14.90 0.035

NLRC4 13212704

TG (mg/dL) TT (n=37) CT+CCm=78) TIxCT+<CC 0.051
147.02 = 7019 12252 = 63.12 0.040

Insulin (uUI/mL)  TT (n= 37) CT+CCn="77) TTxCT+CC 0.012
12.56 = 13.03 8.70 = 4.65 0.033

Glucose (mg/dLy TT (n=37) CT+CCn=78) TIxCT+CC  0.025
86.05 = 12.69 81.80 = 13.21 0.046

NLRCA 15455060

TG (mg/dL) AA (n = 49) GG+ GA{n=+66) AAXGG+GA 0.068
142,69 = 68 121.28 = 63.77 0.034

Insulin (uUl/mL)  AA (n = 49) GG+ GA{n=065) AAXGG+GA 0.018
11.72 = 11.57 8.62 = 473 0.049

NEK7 rs6671879

TG (mg/dL) GG (n = 28) AG(n=54) GGxAG 0.696
149.35 £ 72.05 118 = 54.70 0.040

p value in bold are significant.

* p value of &-test or Man-Whitney when appropriated.
2 p value of univariate logistic regression.

Table 8
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Sumarized results of association between polymorphism and lipid profile.

LIPID METABOLISM

LDL-C
Gone: TLRA (1$1554973)
¢ (CC+CT)
T (Mv

TG

Gene: NLRC4 (rs455060)
G (GGHGA)

A (AN Y

HDL-C

Gene: TLR2 (r313105517)
A (A}

G (GGGA) ¥

LDL-C
Gone: NEK (1$6671879)
G (GG+AG)
A (AA Y

TC

Gene: NEK7 (rs6671879)
G (GGHAG)

A BAY

TG

Gene: TLR2 (rs3804099)
T (0N

C (CCHCT) ¥

LDL-C: LDL-cholesterol; TG: triglycerides; HDL-C: HDL-cholesterol; TC: total
cholesterol. Green arrows: higher levels and red arrows: lower levels.

glucose metabolism. Moreover, excess in nutrients intake, such as glu-
cose, is likely to activate innate immune response by disturbance of
metabolic homeostasis (Jin et al., 2013). We found association between
polymorphisms in genes coding components of inflammasome (CARD8
and NLRC#) and glucose and insulin levels in both samples.

The rs7258674 (CARDS8) G allele was associated to higher glucose

Table 7
Multivariate logistic regression analyses results in adult sample adjusted for sex, age and BML
Biochemical parameters 133804099 15212704 15455060 151968440 157258674 156671879
Lipid metabolism
HDL (mg/dL) ns ns GG ns ns ns
52.11 = 1169
AA+GA
50.42 + 1393
P 0.071
LDL (mg/dL} ns ns ns ns ns AA
12313 = 28.05
GG + AG
131.54 = 35.77
P 0.025
TC (mg/dL) TT ns ns ns ns AA
209.02 = 40.39 198 + 28.91
CC+TC GG + AG
203.20 + 35.89 20792 = 28.91
P 0.029 0.007
TG (mg/dL) ns ns ns AA n.s n.s
102.22 + 45,88
GG
136.84 + 66.55
P 0.077
Glucose {mg/dL) ns ns ns ns GG ns
85 + 10.65
AA+GA
81.55 = 14.90
P 0.049
Insulin (uUIL/mL} ns TT AA ns ns n.s
1256 = 13.03 11.72 = 1157
CT + CC GG + GA
870 + 465 862 + 473
P 0.15 0.019

p value in bold are significant.

Values are mean += SD of each genotype.

n.s - non-significant results.
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Table 9
Sumarized results of association between polymorphism and glucose markers.

GLUCOSE METABOLISM

Children and adolescents Adults
GLUCOSE GLUCOSE
Gene: CARDS (rs7258674) Gene: CARDS (rs7258674)
G (GGHAG) G (B6)
A A Y A (AA+AG) ¥
INSULIN INSULIN
Gene: NLRC# (rs212704) Gene: NLRC4 (1s212704)
C  (CT+CC) T (T
T (MY C (CT+CC) ¥
INSULIN INSULIN
Gene: NLRC4 (rs455060) Gene: NLRC4 (rs455060)
G (GG+GA) A (AA)
A (AA) Y G (GG+GA) ¥
QUICKI
Gene: NLRC4 (rs212704)
T (M

C (cT+CC) ¥

Green arrows: higher levels; red arrows: lower levels.

levels in both samples. Expression data deposited in GTEx Portal, show
that homozygotes GG had lower expression in most tissues including
thyroid, skeletal muscle and whole blood. The 157258674 is located in
the intron of 5°UTR and it is possible that the G allele affects tran-
scription, which is compatible with the lower expression levels dis-
played in GTEx data.

Considering that CARD8 is a component of the inflammasome
which negatively regulates caspases activation, lower expression could

INNATE IMMUNE SYSTEM AND METABOLISM

PAMPS DAMPs
TC -
EXPRESSION LPS w i
-4 TG
153804099 TT ez B GLUCOSE-
TLR4 INSULIN
151554973 CC+CT.
MyD88
rs455060  GA NLRP3 /
8212704 TT NEKT §§ nekr ¢
*.NLRC4 g
JINK KK

CASPASE-1

m

PRO-IL-1B
PRO-IL-18

Y-\
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be related with activation of NLRP3. In addition, higher glucose levels
are potential disruptors of homeostasis and able to trigger innate im-
mune response,

Furthermore, rs7258674 is a tag SNP and so it is likely that the
association is due to another polymorphism in LD with it. A possible
candidate is rs2043211 (D’ = 0.79) which had been associated with
cardiovascular diseases, rheumatoid arthritis, inflammatory bowel
disease and other inflammatory disorders (Paramel et al., 2015). The
rs2043211, together with rs35829419 of NLRP3 gene, were associated
with metabolic and inflammatory diseases (Paramel et al., 2015;
Pontillo et al., 2010).

Bearing in mind that breaking of metabolic homeostasis is re-
sponsible for inflammasome activation, glucose level and other bio-
chemical parameters, together with polymorphism in CARDS, may be
factors that induce releasing of IL-B/IL-18, contributing to low grade
inflammation. Moreover, pro inflammatory citokines are related with
insulin resistance and therefore glucose metabolism.

The rs212704 and rs455060 in NLRC4 gene were associated with
insulin levels in both samples. Contrary to that found in adults, in
children and adolescents sample, carriers of G allele of rs455060 pre-
sented higher insulin levels than AA genotype. The same was observed
for rs212704: in children, C allele was associated with higher insulin
levels, while in adults C allele was related with lower insulin levels.
Considering that QUICKI is a good predictor of insulin resistance,
children and adolescents carriers of C allele of rs212704 exhibited a
decrease of QUICKI index compatible to insulin sensitivity.

These contrasting results of insulin levels in children and adults may
be due to the differences in metabolism. Adults and children have dif-
ferences in energy expenditure and consequently of circulating glucose
and insulin levels. In children, the growth hormone is circulating and it
antagonizes insulin action, influencing its circulating levels.
Additionally, sex hormones may influence, besides other genetic factors
underlying insulin releasing.

Despite the contrasting results, polymorphisms in NLRC4 gene were
associated with markers of both metabolic pathways studied. These
associations are suggestive that variants in the NLRC4 gene are related
to glucose metabolism and that they possibly play a role in NLRC4

Fig. 2. Relationship between association of poly-
morphism in innate immune system and metabolism
components and possible implication in in-
flammatory pathway.
Data expression was based on GTEX Portal. Green
arrows: higher levels; red arrows: lower levels.
Innate immune system could be activated by com-
ponents of lipid and glucose metabolism.
Polymorphism in TLRs could increase expression of
TLR2 (rs3804099 TT) and TLR4 (rs1554973 C allele)
and when submitted to potential DAMPs, such as TC
and LDL-C and by PAMPs, as LPS, could activate the
. TLR pathway. It leads to translocation to NFkB and
L6 transcription of pro-inflammatory cytokines in-
Lt cluding IL-1p and 1L-18, culming in inflammatory
response. Potential DAMPs, including TC, LDL-C, TG,
glucose and insulin, could be recognized by NLRs
(inflammasomes) and triggers the activation of pro-
caspase-1 in caspase-1 that cleaves the pro-IL-1f and
pro-IL-18 in their active forms IL-1p an IL-18.
Polymorphism rs4550060 G allele and rs212704 TT
genotype of NLRC4, rs6671879 G allele of NEK7

EXPRESSION

| rs6BT1879 GG+AG.

rs7258674 GG ¥

(potential activator of inflammasome NLRP3) could increase the expression of NEK7 and rs7258674 GG genotype of CARD8 (negative regulator of NLRP3) could
decrease the expression of CARDS. When facing deregulation of lipid and glucose metabolism, carriers of these genotypes could have increased immune response.
Legends: TLR: toll-like receptors; TLR2: toll-like receptor 2, TLR4: toll-like receptor 4; DAMPs: damage-associated molecular pattern; PAMPs: pathogen-associated
molecular pattern; LPS: lipopolysaccharides; MyD88: myeloid differentiation primary response 88; JNK (jun N-terminal kinases); IKKf: inhibitor of nuclear factor
kappa B kinase subunit beta; NFkB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; IL-1p: interleukin 1f and IL-18: interleukin 18; NEK7: (never in
mitosis gene A)-related kinase 7; NLRP3 NLR family pyrin domain containing 3); NLRC4: NLR family CARD domain-containing protein 4; CARDS caspase recruitment
domain-containing protein 8. TC: total cholesterol; LDL-C: LDL-cholesterol; TG: triglycerides. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)
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inflammasome activation. It is possible that, besides the function of
fighting infections, the inflammasome NLRC4 can be activated in re-
sponse to metabolic homeostasis deregulation.

TLRs and NLRs have been implicated in recognition of dietary
compounds and in triggering inflammatory respeonse culming in dis-
ruption of homeostasis. Several dietary factors, such as saturated fatty
acid, oxidized LDL and high levels of glucose could be activators of
TLR2, TLR4 and inflammasome, causing metabelic disruption and in-
creased gut permeability, culming in the release of LPS from gram-ne-
gative bacteria of the intestine, also potential activators of the innate
immune system (Jin et al., 2013). Furthermore, expanding adipose
tissue and releasing of free fatty acids in circulation could also activate
innate immune system. In this way, activating of TLR pathway triggers
signaling cascade leading to the activation of IKKB (inhibitor of nuclear
factor kappa B kinase subunit beta) and JNK (Jun N-terminal kinases)
and production of pro-inflammatory eytokines (Hotamisligil, 2017).

Moreover, activation of inflammasome leads to assembly of the
protein responsible for caspase-1 activation, and consequently to ma-
turation and secretion of IL-1f and IL-18 (Lackey and Olefsky, 2015).
The inflammatory scenario could increase the development of insulin
resistance and impairment of glucose metabolism. Polymorphisms in
genes of the innate immune system pathway could be responsible for
the increase of expression of TLR/NLR components and possibly in-
crease inflammatory response when facing the excessive intake of high
fat and sugar foods (Fig. 2).

This study has some limitations, such as small sample size and
thereby reduced statistical power. Furthermore, no inflammatory
markers were analyzed to combine with genotypes. However, in this
study we found cues that lipid and glucose markers may be influenced
by polymorphisms in genes of innate immune response and their rela-
tion provides insights in the activation of immune response due to
metabolic variation.

5. Conclusions

We found 7 polymorphisms (tag and functional SNPs) in b genes
associated with HDL-C, LDL-C, TG, TC, glucose and insulin levels.
Polymorphisms in TLR2 and TLR4 were associated with lipid markers
(HDL-C, IDL-C and TC). Inflammasome genes, mainly NLRC4
(rs455060) with lipid and glucose parameters.

These associations are in agreement with findings regarding the
interplay between metabolic and immune systems. In this context,
polymorphisms in genes of innate immune system could play a role in
the activation of immune response in fluctuations of lipid and glucose
levels that may lead to disruption of metabolic homeostasis.

This study opens an important field for functional studies to clarify
the mechanisms which connect metabolic and immune pathways.
Furthermore, this study is one of the few that found association be-
tween biochemical markers and genes of TLR and inflammasome.
Studies like this are important to provide insight into the gene actions
in metabelic pathways, which may help to identify new targets for
metabolic diseases treatment.
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“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-18,
IL6, NFkB1, TNF, NFkBIA, 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 (NFkB1), rs3917356 (/IL-1B), 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 (NFkBIA) and rs6671879 (NEK7), LDL-C
was influenced by rs2069845 (/IL6) and rs3755867 (NFkB1), HDL-C was
influenced by rs7258674 (CARDS8), TC was influenced by rs2069845 (/L-6) and
TG was influenced by rs3804099 (TLR4), rs6509366 (CARDS8) 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-1B (interleukin 1 B) 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 /L6
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-kB (nuclear factor
kappa B), a central transcriptional factor of inflammatory components. Recently,
the role of NF-kB in nutrients sensing, metabolic impairment and homeostasis
disruption have been discovered. NF-kB 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-kB activation and culming in the transcription of target genes. NF-kB
function is regulated by IkB that sequester it in the cytosol and prevents
transcription activity [22,23]. The main form of NF-kB is a heterodimer
constituted by subunits p50/p65. The homodimer p50/p50 has anti-inflammatory
properties, while the heterodimer has pro-inflammatory properties. NFkB1
(nuclear factor kappa B subunit 1) encodes subunits p50 and p105 of NF-kB,
p65 subunit is encoded by another gene called RELA and NFkBIA (NFKB
inhibitor alpha) encodes IkBa (regulator of NF-kB activity) [24]. Polymorphism
rs28362491 of  NFkB1 and rs696 of NFkBIA were associated with
atherosclerosis [25], with risk of ulcerative colitis [26] respectively. In addition,
NF-kB expression in skeletal muscle increases during exercise activities for
muscle recuperation [27]. Furthermore, evidences showed a NF-kB function
lipolysis induction through TNF [28]. Together these findings may provide
insights of the NF-kB 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].
CARDS (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 CARDS8 (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-18 and IL-18. These
cytokines releasing may cause cellular death by pyroptosis [44]. IL-1pB 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-1B8 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-18 and lipid accumulation.
Polymorphisms in the promoter region of IL-1B 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, Parana, 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 " to 8 " week and reaching 55% and 75% in

the 9 to 12t 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 (uU/mL)/22.5) [54] and
Quantitative Insulin Sensitivity Check Index (QUICKI) was calculate using 1/(log
fasting glucose (mmol/L) + log fasting insulin (uU/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); NFkBIA (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 (/L1B)
(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.



77

Table 1 — Comparisons between before and after means of anthropometric and

biochemical variables.

Variables n Before After p
mean+SD mean+SD
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+59.32 107.78461.63  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.

. Mean
Gene SNP Variable Genotype difference+SD p
AA 1.14+0,70
TLR2 rs13105517 BMI GG+GA 0.1940.77 0.0116
CcC -1.16+£1.29
rs1554973 BMI TT+CT 0.3540.70 0.0014
TLR4 AA 0.65+1.46
rs1927911 BMI GG+GA 0.3541.46 0.0169
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
TT 0.70+4.5
IL1B rs3917356 Fat CC+CT 45444 84 0.0471
CC 0.23+5.14
rs212704 Fat TT+CT 4 6544 61 0.0883
TT -1.7215.48
rs385076 Fat CC+CT 45644 47 0.0136
NLRC4
Eat GG -1.00+4.49 0.0104
AA+GA 4.46+4.55 )
rs455060
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 (CARDS8) (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 (/L6) (p=0.03842) and rs7258674 (CARDS8) (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 (/L-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.



Table 3 - Results of multivariate linear regression considering biochemical
outcomes and genotypes.

MEAN
GENE SNP VARIABLE GENOTYPE DIFFERENCE+SD p
AA -0.02+0.01
QUICKI GG+GA -0.0040.02 0.0243
rs13105517 - > 42es 63
TLR2 HOMA-IR CarGA iae1 o0 0.0112
cC -29.16+88.20
4 T .0161
53804099 G TT+CT 7.58+40.13 0.016
AA 22544 47
TLR4  rs1927911 HOMA-IR CarGA st a2 0.0471
AA 1.87£22.77
TC AG+GG 14.76+20.57 0.0384
IL6 rs2069845
bLc 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
TT 1.76+8.93
NFKBIA  rs3138053 Glucose - 5 7007 B8 0.0442
GG -2.10+28.34
NFKB1  rs3755867 LDL-C CAeAA 10 o7 0.0398
AA -54.8+97 68
rs6509366 TG oG \ 8aets 1 0.0238
CARDS AA 11.28+8.97
rs7258674 HDL-C COIAG g 0.0098
TC AA 26.42423.07
GG+AG 4.9321.26 0.1097
GG 7,647 21
Glucose AAAG 1224838 0.0137
NEK7  rs6671879
o AA -28.14+88.15 0.005
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
AA AA AA
rs13105517
+GA +GA +GA
TLR? GG+G GG+G GG+G coa
rs3804099 TT+CT
AAA AA
TLR4 CCA
rs1554973 TT+CT
AA AA
IL6 rs2069845 AG+GG AG+GG
GG GGA
NFKB1 rs3755867 GA+AA GA+AA
TTA
NFKBIAs3138053 CC+CT
AA
TNFa rs1800629 GG+GA
TT
IL1B rs3917356 CC+CT
rs212704
TTA
NLRC4 $385076 cc+CT
GG A
rs455060 AALGA
rs6509366 oo
GG+AG
CARD8 AAY
rs7258674 GG+AG
GG AAA
NEK7 rs6671879 AA+AG A 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.
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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.
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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 (NFkB1); 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, NFKBIA, NFkB1, 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 /L-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 TLRZ2. 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-a [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-kB is a
known transcriptional factor involving in immunity, inflammation and
oncogenesis. Besides, Laurencikiene and colleagues investigated the
modulatory role of NF-kB in the lipolytic activity of TNF in adipose tissue cell
culture [28]. It is possible that NF-kB 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-18 and IL-18. IL-1B 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-B, which in turn
contributes to inflammation in this tissue. Findings showed that IL-13 interfere
in adipose tissue expandability leading to fat accumulation in ectopic tissues
(liver) [66]. Thus, higher expression of IL-1B 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
(GTEXx). 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 (TLR?2) 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-kB: IkBa. Higher expression of IkBa is
related to lower NF-kB expression and decrease of inflammation [71]. Release
of inflammatory cytokines is known for playing a key role in glycemic

homeostasis impairment.

NEKY7, 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/NEK?7 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 (TLRZ2) and rs650966 (CARDS8). 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 (CARDS8) 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. CARDS 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-kB and ultimately leads to pro-
inflammatory cytokine IL-1B 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 /L6 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-kB. In turn, cholesterol accumulation leads to
inflammatory response mediated by LPS/NF-kB, a mechanism of positive
feedback [79]. Likely, LPS activation leads to IKK overexpression, consequently
increasing p65 subunit expression and activating NF-kB 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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CAPIiTULO 1l

Artigo preparado para submisséao a revista Inflammation Research

Relagdes entre marcadores metabdlicos e polimorfismos nos genes da
via inflamatéria TNF, IL6, IL1B, NFKB1 e NFKBIA

RESUMO

O tecido adiposo € um importante 6rgédo na regulagdo metabdlica,
responsavel pela secre¢cao de citocinas e marcadores inflamatérios, no entanto
na quebra da homeostase ha uma alteracdo no padrdo destas citocinas
podendo prejudicar a sinalizagéo insulinica e o metabolismo lipidico. Portanto o
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de polimorfismos nos genes
codificadores de componentes da via inflamatéria como NFKB1, NFKBIA, TNF,
IL6 e IL1B e marcadores antropomeétricos e bioquimicos. A amostra foi
constituida de 115 adultos e 158 criancas e adolescentes. Os dados
antropomeétricos coletados foram: altura, peso, indice de massa corporal (IMC)
circunferéncia abdominal (CA), de quadril (CQ) e de cintura (CC). As variaveis
bioquimicas coletadas foram LDL-C, HDL-C, triglicerideos (TG), colesterol total
(TC), insulina e glicose. Insulina e glicose foram usadas para calculo de HOMA-
IR (Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance) e QUICKI
(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index). Dados foram analisados através
de regressdao univariada para selecionar as possiveis associagdes e
posteriormente, foram realizadas regressdes multivariadas ajustando para
sexo, idade e IMC. Foram encontradas associagdes entre polimorfismos nos
genes NFKB1, NFKBIA, TNF e IL6 e variaveis antropométricas e bioquimicas.
Gendtipo TT de rs3138053 (NFKBIA) foi associado com maiores niveis de TG,
e os portadores do gendtlpo CC apresentaram maiores niveis de adiponectina
e visfatina. Gendtipo CC de rs696 (NFKBIA) foi associado com maiores niveis
de adiponectina. Genotipo GG e alelo G de rs3755867 (NFKB1) foram
associados a maior IMC e maior circunferéncia de quadril. Alelo A de
rs1800629 (TNF) foi associado com maiores niveis de TG, genotipo GG de
rs2069845 associado a menores valores de QUICKI. Estes resultados mostram
a relagdo entre polimorfismos nos genes relacionados a via inflamatoria e
componentes do metabolismo.

Palavras-chave: polimorfismos, metabolismo, via inflamatdria, citocinas.
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1 INTRODUGAO

O tecido adiposo por muito tempo foi visto como apenas um tecido com
fungéo de reserva energética. Com a descoberta da secregao de leptina, uma
molécula com importante fungédo na saciedade, essa visdo mudou radicalmente
e agora o tecido adiposo é visto como um 6érgédo com importante funcao
enddcrina [1]. Secreta diversas citocinas, chamadas adipocinas que regulam
varios processos, tais como saciedade, imunidade, inflamacgéo, crescimento
tumoral entre outros. Estas moléculas exercem importante fungédo na
homeostase metabdlica, reagindo frente as flutuacbes de energia e de
nutrientes [2]. Em resposta ao rompimento da homeostase, o padrao destas
citocinas pode ser alterado para um perfil inflamatério. Essa mudanca de perfil,
com liberagdo destas citocinas inflamatorias, pode desencadear disturbios

metabdlicos incluindo a obesidade, resisténcia insulinica e aterosclerose [3].

A primeira molécula identificada que ofereceu pistas para o
entendimento da relagdo entre citocinas inflamatorias, obesidade e doencas
metabdlicas foi TNF. Esta citocina foi identificada primeiramente no tecido
adiposo de roedores obesos. Depois, expressdo elevada de TNF foi
encontrada em musculo de humanos obesos [4]. E a citocina pré-inflamatéria
mais conhecida no contexto metabdlico, sua transcricao € ativada em resposta
a inflamagao, infecgdo e ao estresse. TNF é capaz de prejudicar a captagao de
glicose, através do bloqueio da fosforilagdo da serina do receptor da insulina
[5]. Além disso, parece ter um papel na lipdlise inibindo a expressao de
perilipipina (PLIN) e lipase horménio sensivel (HSL) mediado por fator nuclear
kKB (NFkB) [6]. Polimorfismos em TNF tém sido associados com doencas
metabdlicas, como por exemplo, o rs1800629 (G>A), foi associado com
doencgas cardiovasculares [7] e diabetes tipo 2 [8]. Este SNP (single nucleotide
polymorphism) se encontra na regiao promotora do gene e estudos mostram o

alelo A relacionado a maior expressao de TNF [9].

IL-6 também ¢é uma molécula com importante funcdo metabdlica.
Juntamente com TNF tem sua maior expressdo em pacientes obesos. A exata
funcédo de IL-6 ainda é debatida, pois ainda € incerto se ela exerce um papel

protetor ou de risco nas doengas metabdlicas [10]. Camundongos tratados com
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alta dose de IL-6 tiveram a sinalizagao insulinica prejudicada [11]. No entanto,
auséncia de IL-6 culminou em obesidade na vida adulta [12]. Existem indicios
de uma possivel fungdo imunorregulatéria de IL-6, agindo principalmente na
modulacdao nos perfis de macrofagos e atenuando a resposta ao estresse,
dependendo do contexto [10,13]. Por exemplo, na obesidade sua expressao
aumentada pode mitigar o efeito do estresse metabdlico, ativando o perfil M2
(anti-inflamatdrio) de macrofagos. Por outro lado, na desregulacdo metabdlica
na qual ha um grande numero de moléculas inflamatérias circulantes, como
acidos graxos saturados e lipopolissacarideos (componente presente na
parede celular de bactérias gram negativa oriundas da flora intestinal), IL-6
ativaria o perfil de macréfagos M1 (pro-inflamatorio) [10,14]. Polimorfismos no
gene [L-6 também tém sido associados a doengas metabdlicas, como por
exemplo, o alelo G do polimorfismo rs2069845 que foi associado a obesidade

em criangas brasileiras [15] e a maior adiposidade em mulheres negras [16].

Citocinas proé-inflamatérias secretadas por macréfagos 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), sédo capazes de induzir a ativagao do fator
transcricional NF-kB. A atividade de NF-kB € inibida por IkBa (inhibitor of kB
alpha) que o sequestra no citosol e impede a sua translocagéo para o nucleo.
Citocinas e PAMPs podem iniciar a cascata que ativara o complexo IKK
(inhibitor of kB kinase) que ira fosforilar IkB, promovendo sua degradacéo e
liberando NF-kB para se mover ao nucleo e realizar a transcrigdo de moléculas

pré-inflamatoérias como interleucina 18 (IL-18) [17,18].

A estrutura de NF-kB pode ser formada por homodimeros ou
heterodimeros, a forma mais abundante é o heterodimero p65/p50. A
subunidade p50 é codificada pelo gene NFKB1, e a subunidade p65 por RELA.
O homodimero p50/p50 tem propriedades anti-inflamatérias, pois inibe a
transcricdo de citocinas pro-inflamatdrias. O kB inibidor de NF-kB é transcrito
por NFKBIA. Polimorfismos tanto em NFKB1 quanto em NFKBIA tém sido
associados a doencas cardiovasculares. Como por exemplo, rs28362491
(NFKB1), caracterizado por uma variagao indel (inser¢éo/delecéo) de 4 bases

(-94 ins/del ATTG) e que foi associado com doengas cardiovasculares [19]. A
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variante ins (inser¢ao) parece fornecer um efeito protetor, pois esta relacionada
com aumento na expressao de NFKB1[20]. O polimorfismo rs696 (NFKBIA) é
uma variante localizada na regido 3'UTR (untranslated region) do gene.
Polimorfismos nesta regido podem alterar a estabilidade do RNAm (RNA
mensageiro) e impactar a expressao de NFKBIA. Esse SNP foi associado ao

risco de colite ulcerativa [21].

O heterodimero p65/p50 de NF-kB promove a transcricdo de citocinas
pré-inflamatérias como IL-1B. Secrecédo de IL-13 ocorre por meio da ativacao
de PAMPs ou DAMPs através dos receptores do sistema imune inato, como o
inflamossomo [22]. Inflamossomo € um complexo de multi-proteinas, formado
por moléculas adaptadoras. Estas irdo ativar caspase-1 que ira clivar pro-IL-1
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-13 tem
sido associado a aterosclerose [24] e ao diabetes [25]. Gendtipo CC do
rs114363 (IL-1B) foi associado a obesidade e o gendtipo TT a maior
circunferéncia de quadril [26]. Este polimorfismo € uma variante sinénima, que
apesar de nao alterar a sequéncia de aminoacidos, pode alterar o uso de
codons e devido a uma possivel menor disponibilidade de RNA transportador

com anticédon especifico impactar na expressao de /L-1B.

Nosso obijetivo foi verificar se existe associagao entre polimorfismos nos
genes TNF, IL6, IL1B, NFKB1 e NFKBIA e variaveis antropométricas e

bioquimicas geralmente impactadas na desregulagdo metabdlica.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra e coleta de dados

A amostra é constituida de dois grupos independentes, 115 adultos e
158 criangas e adolescentes, totalizando 273 individuos. Todos os individuos
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para participagao do
estudo. As criangas e adolescentes foram recrutadas em escolas publicas de
Curitiba em parceria com o Nucleo de Qualidade de Vida do Programa de Pds-
Graduagdo em Educacao Fisica da Universidade Federal do Parana (UFPR).
Os critérios de exclusdo foram o uso de medicamentos para niveis de
colesterol e controle do peso. Foram coletadas as seguintes variaveis
antropomeétricas: peso e altura para calculo do IMC (indice de massa corporal),
circunferéncia abdominal ou de quadril.

Os adultos participantes do estudo sao trabalhadores da UFPR. Nenhum
critério de exclusao foi aplicado aos participantes. As variaveis antropométricas
coletadas foram: peso e altura para calculo do IMC, circunferéncia de quadril
(CQ) e de cintura (CC).

Nos dois grupos foram coletadas amostras de sangue para mensurar
parametros bioquimicos e para extracdo do DNA. Parametros bioquimicos
coletados foram: LDL-colesterol (LDL-C), HDL-colesterol (HDL-C), colesterol
total (CT), triglicerideos (TG), insulina e glicose. Mensuragao dos niveis 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 criancgas e adolescentes.
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2.1 Selecao dos Polimorfismos e Genotipagem

Primeiramente, foram selecionados genes que codificam citocinas e
componentes da via inflamatéria previamente conhecidos no contexto
metabdlico como: IL1B, IL6, TNF, NFKB1 e NFKBIA. Os polimorfismos nestes
genes foram escolhidos com base no desequilibrio de ligagcao (DL) através do
programa Haploview [29] a partir dos dados 7000 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 minimo um
SNP representativo de cada bloco. Além disso, polimorfismos previamente
associados com doencas metabdlicas ou inflamatdérias também foram
selecionados (Tabela 1). Os tag SNPs selecionados e seus respectivos genes
foram: rs1143634 e rs3917356 (IL1B), rs2069845 (IL6), rs3774932 e rs3755867
(NFKBT), rs3138053 (NFKBIA) e rs915654 (TNF). Polimorfismos selecionados
devido a associagdo prévia encontrada na literatura foram: rs16944 (/L1B);
rs1800629 (TNF) e rs696 (NFKBIA). Na Tabela 2 estdo descritas as

frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos incluidos neste estudo.

O DNA foi extraido de sangue periférico pela técnica de salting out
adaptada de Lahiri e Nurnberger [31]. A amostra foi diluida para a
concentracgao 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 laboratorio localizado na Universidade
de Auckland (Nova Zelandia).

Tabela 1 — Caracteristicas dos SNPs selecionados

Gene SNP Substituicdo Localizagao MAF* Classificag
nucleotidica ao
NFKB1 rs3774932 C.-54+1248A>T intron 0,40 (A) Tag SNP
NFKB1 rs3755867 €.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 €.2783-514C>T Intron 0.39 (C) Tag SNP
TNF rs1800629 c.-488G>A Promotora 0,18 (A) Literatura
TNF rs915654 c.-1736T>A Intergénica 0,33 (A) Literatura
IL1B rs1143634 c.315G>A sindnima 0,23 (A) Tag SNP
IL1B rs3917356 €.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
distdrbios metabolicos ou inflamatdrios.
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Tabela 2 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos incluidos neste

estudo.
SNP Alelo/Gendtipo CA Adultos SNP Alelo/Genétipo  CA Adultos
(Gene) n(%) n(%) (Gene) n(%) n(%)
rs1143634 G 266 184 rs1800629 G 281 207 (90)
IL1B (84) (80) TNF (89)
A 50 46 (20) A 33 23 (10)
(16) (11)
GG 113 73 (63) GG 126 93 (81)
(72) (80)
GA 40 38 (33) GA 29 21 (18)
(25) (18)
AA 5B) 413 AA 2(1) 1(1H)
rs16944 G 174 145 (63) rs3138053 T 228 162 (70)
IL1B (55) NFKBIA (73)
A 142 85 (37) C 86 68 (30)
(45) (27)
GG 46 43 (37) TT 86 56 (49)
(29) (55)
GA 82 59 (51) TC 56 50 (43)
(52) (36)
AA 30 13 (11) CcC 15 9(8)
(19) (10)
rs3917356 C 191 127 (55) rs696 C 193 155 (67)
IL1B (6) NFKBIA (61)
T 125 103 (45) T 123 75 (33)
(4) (39)
CC 57 32 (28) CcC 60 53 (46)
(36) (38)
CT 77 63 (55) CT 73 49 (43)
(49) (46)
TT 24 20 (17) TT 25 13 (11)
(15) (16)
rs2069845 A 215 147 (64) rs3755867 A 209 154 (67)
IL6 (68) NFKB1 (66)
G 101 83 (36) G 107 76 (33)
(32) (34)
AA 77 44 (38) AA 68 49 (43)
(49) (43)
AG 61 59 (51) AG 73 56 (49)
(39) (46)
GG 20 12 (10) GG 17 10 (9)
(13) (11)
rs915654 T 177 130 (57) rs3774932 G 176 125 (54)
TNF (57) NFKB1 (56)
A 133 100 (43) A 138 105 (46)
(43) (44)
TT 51 33 (29) GG 49 33 (29)
(33) (31)
TA 75 64 (56) GA 78 59 (51)
(48) (50)
AA 29 18 (16) AA 30 23 (20)

(19)

(19)

Legenda: CA: amostra de criangas e adolescentes
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2.2 Analises estatisticas

Frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta e
equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado pelo teste de qui-quadrado. As variaveis
incluidas neste estudo foram testadas para normalidade pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov com correcao de Lilliefors.

Trés modelos de interacdo 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 ultimo, 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 influéncia dos SNPs sobre as variaveis antropométricas e
bioquimicas, primeiramente foi realizada regressao linear univariada. Apds isso, com
os modelos que se mostraram significativos, realizamos regressdes lineares

multivariadas ajustando para idade, sexo e IMC.



106

3 RESULTADOS

Encontramos associagdo entre cinco polimorfismos e os niveis de TG,

adiponectina, visfatina, IMC e quadril (Tabela 3 e 4).

Na amostra dos adultos foram encontradas associag¢des entre os niveis de TG,
adiponectina e visfatina e o polimorfismo rs3138053 (NFKBIA). Portadores do
gendtipo TT apresentaram maiores niveis de TG, 17,57% a mais que os portadores
do alelo C. Portadores do gendtipo CC apresentaram maiores niveis de visfatina e
de adiponectina que os portadores do alelo T e gendtipo TT, respectivamente.
Portadores do gendtipo CC do polimorfismo rs696 (NFKBIA) também apresentaram
maiores niveis de adiponectina. Portadores do gendtipo AG do polimorfismo
rs3755867 (NFKB1) apresentaram maior IMC e portadores do alelo G apresentaram

maior circunferéncia de quadril.

Na amostra das criangcas e adolescentes foi encontrada associacdo entre
rs1800629 (TNF) e TG: portadores do alelo A tiveram maior niveis de TG.
Portadores do gendtipo GG do SNP rs2069845 apresentaram menor valores de
QUICKI, consequentemente menor sensibilidade a insulina, comparados aos

portadores do alelo A.
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Tabela 3 — Resultados da regressao linear multivariada na amostra de adultos.

. Genétipo
Gene SNP Variavel Média+DP p
NFKBIA rs3138053 TT CC+CT
TG (n=56) (n=59) 0,0022
143,32+78,04 118,15+50,18
CC TT+CT
Visf. (n=7) (n=102) 0,0089
75,34+147,79 20,33+34,09
TT CT CC
Adipo (n=55) (n=48) (n=7) 0,0492
4,03+1,89 4,60%2,1 5,47+2,31
rs696 cc TT+CT
Adipo (n=50) (n=60) 0,01
4,86%2,31 3,96+1,69
NFKB1  rs3755867 GG AA+AG
IMC (n=33) (n=82) 0,0064
27,62+4,93 27,37+5,56
AA GG+AG
cQ (n=23) (n=91) 0,0005
102,59+10,67 102,93+14,11

TG: triglicerideos; Visf: visfatina; Adipo: adiponectina; IMC: indice de massa corporal; CQ:
circunferéncia de quadril; DP: desvio padrao.

Tabela 4 — Resultados da regressao logistica multivariada na amostra de criangas e
adolescentes.

Gene SNP Variavel I&:dr}gigc; p
TNF rs1800629 GG AA+GA
TG (n=126) (n=30) 0,0141
86,25+47,16  108,31162,96
IL6 rs2069845 GG AA+AG
QUICKI (n=19) (n=128) 0,033

0,35+0,02 0,38+0,07

TG: triglicerideos, QUICKI: Quantitative Insulin Sensitivity Check Index; DP: desvio padréo.
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4 DISCUSSAO

Nés analisamos 10 polimorfismos em 5 genes codificantes de componentes da
via inflamatdria em duas amostras independentes. Encontramos associag¢ao entre
polimorfismos nos genes codificantes das subunidades p50 e p105 do fator
transcricional NF-kB (NFKB1), IkB (NFKBIA) na amostra de adultos. E associagao
com os polimorfismos nos genes TNF e IL6 na amostra de criangas e adolescentes.

Foi encontrada associagéo entre o alelo G e o Gendtipo GG de rs3755867
(NFKB1) com maior IMC e circunferéncia de quadril respectivamente. Em um estudo
recente do nosso grupo o polimorfismo rs3755867 do gene NFKB1 foi associado
com diminuicdo de porcentagem de gordura corporal e aumento nos niveis de LDL-
C em uma amostra de criancas que sofreram intervencado fisica (dados néao
publicados). Isso possivelmente se deve a composicao da amostra, faixa etaria e
também ao possivel efeito do exercicio na modulagéo nos niveis inflamatoérios e na
potencializagdo da queima de gordura. Desta forma, € possivel que o alelo G atue
no aumento da expressao de NFKB1 e, consequentemente na expressao p50, no
entanto o efeito pode ser modulado por fatores como aumento na inducdo da
resposta inflamatéria por LPS, levando a maior expressdao da subunidade p65 e
formagao do heterodimero p50/p65, aumentando a resposta inflamatéria [33]. No
entanto, na pratica de atividade fisica regular, ha mudanga no perfil de citocinas e
diminuigdo nos potenciais agentes indutores da inflamagédo, desta forma pode haver
maior expressao do heterodimero p50/p50, o qual tem propriedades anti-
inflamatarias.

O SNP rs3755867 é um tag SNP e esta em DL com rs28362491, uma
variante indel (inser¢ao/delecéo) de 4 bases (-94 ins/del ATTG) localizada na regiao
promotora. Essa variante foi associada a predisposicao a doengas cardiacas como
aterosclerose [34], doenga cardiaca congénita [35] e a diabetes tipo 2 [36]. Estes
estudos mostraram uma maior frequéncia do alelo dele¢do (del) nos casos quando
comparados aos controles. Possivelmente o alelo del esta relacionado com menor
expressao de NFKB1 e consequentemente uma menor formagdo do homodimero
p50/p50.

Em um estudo a combinacdo do genotipo GG do rs696 (NFKBIA)
conjuntamente com gendtipo ins/ins (insergao/insergao) de rs28362491 apresentou

um efeito protetor ao desenvolvimento de tireoidite de Hashimoto [37]. Em nosso
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estudo foi encontrado associacao entre os portadores do gendtipo TT de rs696 e do
gendtipo TT de rs3138053 (NFKBIA) com menores niveis de adiponectina na
amostra de adultos. Adiponectina € uma adipocina secretada pelo tecido adiposo
que tem papel na sensibilidade a insulina e cujos niveis sdo negativamente
associados com a adiposidade. Além disso, niveis de adiponectina sao
inversamente relacionados aos niveis de inflamacgao e positivamente associadas aos
niveis de IkB [38]. Acredita-se que maior expressao de NFKBIA cause maior inibicao
de NF-kB.

Portanto, hipotetizamos que os gendtipos TT do rs696 e do rs3138053 do
gene NFKBIA podem conferir uma menor expressdo de NFKBIA nos tecidos,
principalmente no tecido adiposo, culminando em uma maior expressao de NF-kB
levando a menores niveis de adiponectina.

Adiponectina também tem sido relacionada positivamente com niveis de HDL-
C e negativamente com niveis de TG. Acredita-se que adiponectina reduz os niveis
de triglicerideos por aumentar o catabolismo do VLDL (lipoproteina de muito baixa
densidade) sua principal fungao € induzir a expressao de LPL (lipoproteina lipase).
LPL hidrolisa VLDL-TG e libera os acidos graxos livres que serao utilizados pelo
tecido esquelético, musculo cardiaco ou serdo armazenados no tecido adiposo
[39,40]. Portanto € possivel que o efeito no aumento do LDL observado possa ser
devido a diminui¢do dos niveis de adiponectina visto nos portadores do gendétipo TT
de rs3138053. Outra possibilidade € que tal efeito seja devido a ativacao classica de
NF-kB, de modo que portadores do gendtipo TT do rs3138053 apresentariam uma
menor expressao de NFKBIA levando a uma menor inibicdo de NF-kB. Ativagao de
NF-kB pode levar a transcricdo de moléculas responsaveis pela biossintese de
colesterol, como SREBP1-a (sterol regulatory element binding protein 1 a). Seu
papel no processo inflamatério ja foi relacionado com ativagédo 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
niveis de visfatina, outra adipocina. De modo inverso a adiponectina, maiores niveis
de visfatina sdo relacionadas com maior adiposidade e inflamagéo [43]. Foi
observado o papel estimulador da atividade transcricional de NF-kB no tecido
endotelial [44]. Portanto, seguindo na mesma direcdo seriam esperados maiores

niveis de visfatina, considerando que a falta de inibicdo de NF-kB induziria sua maior
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producao. Adicionalmente, visfatina é secretada principalmente pelo tecido adiposo
visceral e é possivel que esta maior expressao seja observada em tecidos alvo,
como orgaos endocrinos. Além disso, o gendtipo CT pode ser responsavel pela
maior expressao de NFKBIA neste tecido.

Na amostra de criancas e adolescentes foi observado que portadores do alelo
A do rs1800629 (TNF) apresentaram maiores niveis de TG. Este polimorfismo foi
associado com doencas metabdlicas, como diabetes tipo 2 [8]. O alelo A desse
polimorfismo foi associado a resisténcia insulinica em pacientes obesos [45]. Karimi
e colaboradores utilizando ensaio de gene repérter observaram que o alelo A foi
responsavel por maior expressao de TNF [9]. No entanto, em outro estudo, o alelo G
de rs1800629 foi associado a maior TG pés-prandial em pacientes com sindrome
metabdlica que foram submetidos a intervencao nutricional (dieta mediterranea) [46].

TNF e IL-6 tém sido relacionados com a fisiopatologia da obesidade e com o
metabolismo de glicose e de lipideos. Um experimento recente, realizado através de
cultura de linfécitos T, mostrou a expressdao de TNF como consequéncia de
elevados niveis de TG [47]. Foi encontrado também uma relagcdo direta com a
quantidade de TG intramuscular e expressao de TNF [48]. Um estudo em modelo
animal (hamster sirio — Mesocricetus auratus) apontou a relacdo de TNF com a
estimulagao da apoliproteina apoB-48 intestinal, levando a uma maior circulagao de
TG, tanto em estado de jejum quanto em estado pds-prandial [49]. Apesar disso, a
relacdo de TNF com a hiperlipidemia ainda é pouco elucidada. Considerando estas
evidéncias, é possivel que maiores niveis de TG observados nos portadores do alelo
A do rs1800629, possam ser devidos a superexpressao de TNF, levando a ativagao
de componentes relacionados ao metabolismo lipidico, como as lipoproteinas, e ao
consequentemente aumento nos niveis de colesterol e TG.

O gendtipo GG do rs2069845 (IL6) foi associado com menor sensibilidade a
insulina pelo indice QUICKI. Embora o papel da IL-6 no contexto da resisténcia a
insulina ainda seja incerto, pela sua fungéo pleiotropica, € possivel que tenha tanto
papel pro-inflamatoério quanto anti-inflamatério. Um papel imunorregulatorio de IL-6
tem sido sugerido [14]. Apesar de varios trabalhos priorizarem o seu papel
inflamatdrio, recentes evidéncias tém demostrado o seu papel na regulagcdo dos
perfis de macréfagos. No contexto de homeostase metabdlica IL-6 potencializou a
expressao de macréfagos de perfil M2 (anti-inflamatério) mediada por IL-4 (citocina

anti-inflamatoria) potencializando a tolerancia a glicose. Camundongos IL-6 knockout
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desenvolveram resisténcia insulinica em uma dieta de alto teor lipidico [10]. Dessa
forma, é possivel que os portadores do alelo A do rs2069845 tenham menor
expressao de IL-6 tecidual, levando a um contexto anti-inflamatério e, por
consequéncia uma melhor tolerancia a glicose nos tecidos. Além disso, o
polimorfismo rs2069845, que se encontra na regiao intrénica do gene /L6, é um tag
SNP e pode estar em DL com a variante causal. Uma possivel variante seria a
rs1800795 (D°=0,95 e r?>=0,86) que se encontra na regido promotora do gene. O
genotipo GG foi associado com o risco aumentado de diabetes tipo 2 em um estudo
de meta analise. Possivelmente, o polimorfismo afeta a transcricdo de IL-6
prejudicando sua expressao, por consequéncia, uma menor sensibilidade a insulina
[50].

5 CONCLUSAO

No presente estudo, observamos associacdo de polimorfismos em NFKBT,
NFKBIA, IL6 e TNF com variaveis antropométricas (IMC e quadril) e bioquimicas
(adiponectina, visfatina, TG e QUICKI). Moléculas codificadas por estes genes tém
sido relacionados ao contexto metabdlico, como por exemplo, IL-6 e TNF, as quais
sdo encontradas em maiores niveis em pacientes obesos. O regulador chave da
resposta inflamatéria, o fator transcricional NF-kB é frequentemente ativado frente a
estimulos externos, como componentes da dieta.

Quanto aos nossos achados € possivel que, portadores dos genotipos
relacionados ao perfil anti-inflamatério apresentem melhor resposta frente ao
excesso de consumo de nutrientes potencialmente indutores da resposta
inflamatéria como lipideos e acucar, apresentando menores niveis de colesterol e
glucose circulantes bem como menores valores antropométricos.

Apesar das limitagdes deste estudo como o tamanho amostral reduzido e
auséncia de mensuragcao de marcadores inflamatérios, os quais reduzem o poder
estatistico, foi possivel observar a influéncia dos genes codificadores de
componentes inflamatérios NFKB1, NFKBIA, TNF e IL6 sobre os niveis de
adipocinas, variaveis antropométricas, lipidicas e de resisténcia insulinica. Estas
associagbes podem ajudar a compreender os efeitos dos marcadores inflamatoérios

sobre componentes do metabolismo e auxiliar em novas terapias.
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6 DISCUSSAO GERAL

O papel desempenhado pelos componentes do sistema imune vai muito além
do combate a patdgenos, pois seus componentes sdo0 responsaveis pela
manutencdo da homeostase do individuo, incluindo a energética e a metabdlica.
Sabe-se que diversos fatores ambientais sdo responsaveis pela ativagdo da
resposta imune: alteragdbes nos componentes bioquimicos, 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
bioquimicos em duas amostras independentes. Primeiramente, analisamos os
polimorfismos nos genes pertencentes a via dos receptores do sistema imune inato,
TLR e NLR (inflamossosomo). As variantes nos genes TLRZ2 mostraram influenciar o
metabolismo lipidico, especialmente no aumento nos niveis de HDL-C (rs13105517)
e de CT (rs3804099). Além disso, influenciaram na resposta ao exercicio, quanto a
reducao do IMC (rs13105517), na melhoria da sensibilidade a insulina (rs13105517)
e diminuicdo nos niveis de TG (rs3804099). As variantes do gene TLR4 foram
associadas aos niveis de LDL-C (rs1554973), e na redugdo do IMC (rs1927911 e
rs1554973) e na melhoria da sensibilidade a insulina (rs1927911). TLRs,
principalmente TLR4, sao considerados sensores de nutrientes, capazes de
desencadear a resposta inflamatoria, afetando os metabolismos de lipideos, glicose
e influenciando na massa corporal. Além disso, LDL modificado parece induzir a
expressao de TLR4 em macréfagos que participam na formagdo das células
espumosas (HOWELL et al., 2011). Expresséo de TLR2 e TLR4 foram associadas

com hiperlipidemia em humanos e em camundongos (ZHU et al., 2015).

Variantes no gene NLRC4, mostraram influenciar na diminui¢do nos niveis de
TG (rs455060), nos niveis 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 exercicio, influenciando na adiposidade (rs385076 e
rs455060). O inflamossomo NLRC4 ja foi associado ao cancer de mama relacionado
a obesidade e o SNP rs385076 foi associado ao aumento de IL-18 e a relagdo com
doenca cardiovascular (ZELLER et al., 2015). Polimorfismos no gene CARDS8 foram

associados aos niveis de glicose (rs7258674) em ambas as amostras. E no aumento
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nos niveis de HDL-C (rs7258674) e na diminuigao nos niveis de TG (rs6509366) em
resposta ao exercicio, afetando o metabolismo lipidico. O polimorfismo rs6671879
(NEK7) apresentou, principalmente, influéncia no aumento nos niveis de LDL-C e CT
e na diminuicdo nos niveis de TG e de glicose no processo de intervencgao fisica,
sugerindo um possivel efeito no metabolismo lipidico e de glicose. Ativacdo do
inflamossomo promove a resposta inflamatéria, através de liberacdo de IL-1 e IL-
18, sendo relacionado com alguns disturbios metabdlicos. O principal envolvido é
inflamossomo NLRP3, que, assim como TLR4, pode agir como sensor de nutrientes
e ativar a resposta através de componentes lipidicos como cristais de colesterol
(DUEWELL et al., 2010). Sua atividade é regulada negativamente por CARDS (ITO;
HARA; KUBOTA, 2014) e positivamente por NEK7 (HE et al., 2016).

Polimorfismos em genes codificantes de componentes da via de NF-kB e das
citocinas proé-inflamatérias também apresentaram influéncia nos parametros
bioquimicos e antropométricos. O polimorfismo rs3755867 do gene NFKB1 foi
associado ao maior IMC e circunferéncia de quadril, e com maior redugdo na
gordura corporal e maiores niveis de LDL-C em resposta a intervengao fisica.
Polimorfismo NFKBIA foi associado aos maiores niveis de TG, visfatina (rs3138053)
e adiponectina (rs3138053 e rs696) e a maior redugdo dos niveis de glicose
(rs3138053) na resposta ao exercicio. Variante rs2069845 do gene [L-6, foi
associada a menor sensibilidade a insulina (QUICKI) e na menor redugao nos niveis
de LDL-C e CT em resposta a intervengéo fisica. Polimorfismo rs1800629 (TNF) foi
associado aos niveis de TG na diferenga de IMC (exercicio fisico). SNP rs3917356
(IL1B) apresentou influéncia na menor reducao de percentual de gordura. Ativacéo
da via de NF-kB, através do reconhecimento dos receptores do sistema imune inato
ou através das citocinas, leva a transcricdo de genes relacionados a resposta
inflamatdria e a liberacdo de ainda mais citocinas pro-inflamatérias, gerando uma
cascata de ativagdo. Polimorfismos no gene NFKB1 e no inibidor NFKBIA podem
levar a maior transcricdo de genes pro-inflamatérios como os que codificam as
citocinas TNF, IL-6 e IL-1B. Componentes do metabolismo lipidico e de glicose
podem ser responsaveis pelo desencadeamento da resposta inflamatéria. Além
disso, NFkB e TNF sao previstos para aumentarem a expressao de LPL e a
atividade de lipdlise, afetando o metabolismo lipidico e podendo afetar os

parametros antropométricos (DICKER et al., 2007). IL-6 participa do metabolismo
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lipidico de varias formas, diminuindo a expressao de apoliproteinas e também
aumentando a expressdo de AMPK, estimulando a oxidagdo de acidos graxos e
aumentando a absor¢cado de glicose (HASHIZUME; MIHARA, 2011; PEDERSEN;
FEBBRAIO, 2007). E, por fim, IL-1B que parece exercer uma fungdo no aumento do
tecido adiposo levando ao aumento do acumulo de gordura nos tecidos ectdpicos
(NOV et al., 2013).

Considerando essas evidéncias que relacionam sistema imune e
metabolismo, €& possivel hipotetizar que através dos componentes da dieta a
resposta seja ativada em individuos portadores de polimorfismos relacionados a um
perfil pro-inflamatério, ou ainda, portadores dos polimorfismos com este perfil podem
ser suscetiveis a ativacdo da resposta. Esta pode levar a um efeito nos perfis
lipidicos e de glicose, ou ainda a uma resisténcia aos efeitos na reducdo nos
parametros bioquimicos e antropométricos durante o exercicio fisico. O aumento na
resposta inflamatdria pode ser responsavel pelo desencadeamento de diversas
doencas metabdlicas como aterosclerose, doenga do figado gorduroso nao
alcodlico, e da resisténcia insulinica, podendo levar ao desenvolvimento da diabetes

tipo 2.

Finalmente, as associacdes encontradas no presente estudo podem servir de
base para futuras investigagées que relacionem os polimorfismos estudados com
aumento na expressao de citocinas ou ainda, que relacionem alteracbes na
expressao génica, polimorfismos em genes codificadores de componentes

inflamatérios e parametros metabdlicos.
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7 CONCLUSOES

IMC e a circunferéncia de quadrii em adultos foram influenciadas por
rs3755867 (NFKBT).

A diferenca no IMC em resposta ao exercicio foi influenciada pelo rs13105517
(TLR2); rs1927911, rs1554973 (TLR4) e rs1800629 (TNF).

A diferenga do porcentual de gordura corporal foi influenciada por rs3755867
(NFKBT1), rs3917356 (IL1B); rs385076 e rs455060 (NLRC4).

Os niveis de glicose foram influenciados por rs7258674 (CARD8) em adultos
e criangas e adolescentes

A diferenca nos niveis de glicose em resposta ao exercicio foi influenciada por
rs3138053 (NFkBIA) e rs6671879 (NEK7).

A diferenga 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 diferenga nos valores de QUICKI em resposta ao exercicio foi influenciada
por rs13105517 (TLR2).

Niveis de insulina foram influenciados por rs212704 (NLRC4) e rs455060
(NLRC4) na amostra de criancas e adolescentes.

Os niveis de LDL-C foram influenciados por rs1554973 (TLR4) e rs6671879
(NEK?7).

A diferenca nos niveis de LDL-C em resposta ao exercicio foi influenciada por
rs2069845 (IL-6) e rs3755867 (NFkB1).

Os niveis de HDL-C foram influenciados por rs13105517 (TLR2).

A diferenca nos niveis de HDL-C em resposta ao exercicio foi influenciada por
rs7258674 (CARDS).

Os niveis de CT foram influenciados por rs3804099 (TLR2) e rs6671879
(NEK?7).

Diferenca nos niveis de CT foi influenciado por rs2069845 (/L-6).

Os niveis de TG foram influenciados por rs1800629 (TNF) e rs3138053
(NFKBIA).
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A diferenca nos niveis de TG foi influenciado por rs3804099 (TLR2),
rs6509366 (CARDS) e rs6671879 (NEK?).

Os niveis de adiponectina foram influenciados por rs3138053 (NFkBIA) e por
rs696 (NFkBIA) e os niveis de visfatina por rs3138053 (NFkBIA).

De modo geral, foi possivel observar o efeito dos polimorfismos nas variaveis
relacionados ao metabolismo lipidico, de glicose e nas variaveis

antropomeétricas e o seu efeito na resposta ao exercicio.
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