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RESUMO

NAKANDAKARE, P.Y. Expressdo de genes relacionados a obesidade e
inflamacdo em gestantes e adiposidade dos conceptos. 2019. Dissertacéo -
Faculdade de Saude Publica da USP, S&o Paulo, 2019.

O sobrepeso/obesidade é uma condicdo multifatorial e poligénica que pode
resultar em desequilibrio calérico. Uma vez instalada, a obesidade tende a se
manter, de modo que a prevencao figura como principal recurso e, a compreensao
das causas, essencial. Este estudo teve o objetivo de avaliar a associacdo da
expressdo de genes relacionados a obesidade, inflamacédo e perfil lipidico em
gestantes com sobrepeso/obesidade e eutréficas, na adiposidade dos recém-
nascidos. Trata-se de um estudo prospectivo, inserido em estudo coorte de base
populacional, realizado em 33 Unidades Béasicas de Saude e em hospital
municipal de Araraquara (SP). Foram acompanhadas desde o inicio do pré-natal
até o poés-parto, 78 gestantes, das quais 46 delas eram obesas ou com sobrepeso
e 32, eutroficas. Trimestralmente, realizava-se aplicacdo de questionario digital
sociodemogréfico, de estilo de vida e morbidade, exames de ultrassonografia e
exames de sangue para determinacdo de: glicemia de jejum, insulina, colesterol
total, LDL, HDL, VLDL, triglicérides e PCR-us, hemoglobina glicada e hemograma
completo). A andlise da expressao génica materna foi realizada apenas no terceiro
trimestre, utilizando o método de extracdo por fenolcloroférmio para obter RNA a
partir do sangue total, e a expressado génica relativa foi analisada em triplicata por
RT-qgPCR no equipamento 7500 Fast Real PCR System (Applied Biosystems®,
USA). A adiposidade do neonato foi estimada por pletismografia por deslocamento
de ar (PEA POD®), na alta hospitalar. O presente estudo é inédito e mostrou que
tanto o fator genético (expresséo génica dos genes LEPR, STAT3, PPARG, TLR4,
IL6, NFKB e TNF) como fatores nutricionais e metabdlicos maternos (IMC pré-
gestacional, ganho de peso, HOMA-IR e diabetes mellitus gestacional) estdo
relacionados com a adiposidade do concepto logo ap6s ao nascimento. O

desenvolvimento fetal € um processo biolégico complexo, regulado tanto por



fatores maternos quanto fetais, incluindo influéncias genéticas e ambientais. Os
mecanismos genéticos influenciam a regulagdo anti e proé-inflamatéria que tém
impacto na saude materna. Expressées de sete dos dez genes investigados
mostraram-se estatisticamente associados com a adiposidade do recém-nascido,
independente de alguns genes serem mais ou Men0sS expressos em gestantes
obesas/sobrepeso. Portanto, o entendimento das diferentes vias do processo
inflamatdrio, imunoldgico e sinalizagdo da resisténcia a insulina sdo intimamente
relacionados e dependentes. A elucidacdo dos fatores envolvidos no inicio da
vida, observados neste estudo, e que podem ser prevenidos no pré-natal, devem
ser cruciais para as politicas de saude publica, na prevencao da obesidade infantil.
Descritores: gestacéo, expressado génica, programacao fetal, DOHaD, obesidade

infantil, inflamacéao.



ABSTRACT

NAKANDAKARE, P.Y. Gene expression related to obesity and inflammation in
pregnant women and newborns. 2019. Dissertation - Faculdade de Saude

Pulblica da Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019. Portuguese.

Overweight/obesity is a multicausal and polygenic condition that can result in
energy imbalance. Once obesity tends to persist, prevention is the more effective
strategy and understanding its causes is essential. This study aimed to evaluate
the association of the gene expression related to obesity, inflammation and lipid
profile in overweight/obese and eutrophic pregnant women and in newborn
adiposity. It is a prospective study, inserted in a cohort study with population-based
data, which was carried out at 33 Health Units and at a municipal maternity in
Araraquara, Sao Paulo, Brazil. Seventy-eight pregnant women were followed since
conception until postpartum, of whom 46 were obese or overweight and 32 were
eutrophic. Every trimester, a sociodemographic, lifestyle and morbidity
guestionnaire was applied, ultrasonography and blood tests (fasting glucose,
insulin, total cholesterol, LDL, HDL, VLDL, triglycerides and hs-CRP, glycated
hemoglobin and complete blood count). The analysis of maternal gene expression
was performed only in the third trimester, using the phenolchloroform extraction
method to obtain RNA from whole blood, and relative gene expression was
analyzed in triplicate by RT-gPCR in the 7500 Fast Real PCR System (Applied
Biosystems®, USA). Newborn adiposity was estimated by air displacement
plethysmography (PEA POD®) at hospital discharge. As far as we know this is the
first study that verified that both genetic factors (LEPR, STAT3, PPARG, TLR4,
IL6, NFkB and TNF gene expressions) and maternal nutritional and metabolic
factors (pre-gestational BMI, gestational weight gain, HOMA-IR and gestational
diabetes) are related to newborn adiposity at birth. Genetic mechanisms that
participate in pro and anti-inflammatory regulation impact on maternal health, that

may consequently play a role in the complex biological process of fetal



development, that depends not only from maternal and fetal factors, but also of
genetic and environmental influences. Expression of seven from ten genes
investigated were statistically associated with newborn adiposity, regardless that
some genes were more and other less expressed in obese/overweight pregnant
women. Understanding immune and inflammatory pathways and insulin resistance
signaling is crucial because its close association to maternal and newborn obesity,
as observed in this study. The elucidation of factors involved in early life, as shown,
should guide prenatal care in public health policies to prevent childhood obesity.

Keywords: pregnancy, gene expression, fetal development, DOHaD, childhood

obesity,, inflamation.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DA OBESIDADE

A obesidade é uma condicdo multifatorial e poligénica e representa grave
problema de saude publica, que afeta tanto os paises desenvolvidos, quanto o0s
paises em desenvolvimento. Os mais desenvolvidos parecem ter chegado a um
platd, no qual a velocidade de crescimento da obesidade desacelerou, porém, a
prevaléncia de formas mais graves da doenca tem aumentado (QASIM et al.,
2018).

Muitos paises em desenvolvimento, como o Brasil, encontram-se em um
periodo de transicdo epidemiologica, no qual predominam as doencas cronico-
degenerativas. Enquanto mudancas demogréficas e nutricionais apontam para
uma tendéncia em que a desnutricdo vem sendo reduzida a indices cada vez
menores, a obesidade vem atingindo propor¢des epidémicas (SBP, 2012).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a obesidade infantil
como um dos maiores desafios da saude publica neste século. Em 40 anos, o
namero de criancas e adolescentes obesos aumentou mais que 10 vezes e
estima-se que eram 216 milhdes com sobrepeso, em 2016 (WHO, 2018).

Na Ameérica do Sul, 7,4% das criancas menores de 5 anos estdo com
sobrepeso, superando a taxa a mundial de 6% e aproximando-se da América do
Norte (7,8%), conhecida pelo avanco acelerado de sobrepeso/obesidade em sua
populacdo (WHO, 2017).

Segundo a Pesquisa de Orcamento Familiar (POF), realizada entre 2008 e
2009, uma em cada trés criancas brasileiras com idade entre 5 e 9 anos estao
acima do peso. E entre os jovens de 10 a 19 anos, um em cada cinco apresenta
excesso de peso. Assim, 20% da populacdo infanti é acometida por
sobrepeso/obesidade (IBGE, 2010).

O sobrepeso/obesidade infantil é associado a riscos tanto de curto quanto



de longo prazo. As consequéncias imediatas sdo, principalmente, menor qualidade
de vida e comprometimento psicossociais. Em longo prazo, parece haver maior
risco de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), morte prematura, elevado risco
cardiovascular e, predominantemente, maior risco de obesidade na vida adulta
(BUTLER et al, 2019).

Existem varios fatores que foram consistentemente associados a obesidade
infantil, como: IMC materno, excesso de ganho de peso gestacional, tabagismo
durante a gestacgdo, diabetes gestacional e baixa renda (BUTLER et al, 2019).
Outras possiveis associacdes foram observadas entre obesidade infantil e parto
cesarea, peso elevado ao nascimento, ganho de peso acelerado, sono
prejudicado, uso de antibiéticos, concentracdo sérica de vitamina D materna
insuficiente, relagdo méae-bebé prejudicada e inclusdo em creches (BUTLER et al,
2018).

1.2. ETIOLOGIA DA OBESIDADE

A obesidade € uma condicdo cronica de etiologia multifatorial, na qual a
interacdo de elementos ambientais e comportamentais, herancas genética e
aspectos epigenéticos podem resultar em desequilibrio cal6rico. O saldo
energético positivo, ndo intencional, aumenta o peso e esta associado ao acumulo
excessivo de tecido adiposo (KADOUH e ACOSTA, 2017).

O aumento de peso esta fortemente relacionado a morbimortalidade em
adultos e os efeitos da obesidade sao resultado de diversas complicacdes
associadas. Devido seu expressivo impacto na saude, é considerada fator de risco
para doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT), como hipertensdo arterial,
dislipidemias, sindrome metabdlica, osteoartrite, DM2, depressao, alguns tipos de

cancer e processos inflamatorios (LAVIE et al., 2018).

1.2.1. Fatores ambientais
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A vida moderna, urbana, sedentaria, com acesso facil a alimentos de rica
densidade calorica tem caracterizado o contexto obesogénico que influencia
diretamente a saude dos individuos e interage com 0 genoma humano
(DHURANDHAR e KEITH, 2014; ARCHER, 2015).

Considerando o desenvolvimento humano, o ambiente intrauterino é o local
gue merece atencao para estudos de reducado de risco de obesidade em fase
bastante precoce. A influéncia de fatores maternos como idade, qualidade do
sono, tabagismo, exposicao a disruptores endodgenos e alimentacdo, bem como
aspectos genéticos e epigenéticos tém grande impacto na obesidade.

O IMC materno aumentado esta positivamente associado a elevada
glicemia, que pode ter repercussdes no concepto, como, por exemplo, maior peso
ao nascer, alterac6es no controle do apetite, no funcionamento neuroendécrino e
do metabolismo energético. Periodos criticos ou sensiveis no ambiente
intrauterino podem ter consequéncias irreversiveis, programando, a longo prazo, o

aumento do peso corporal e doencgas cronicas (DARAKI et al., 2015).

1.2.2. Mecanismos moleculares relacionados a inflamacgéo na

obesidade

Inflamacéo é o componente central da imunidade inata e a destruicdo de
microorganismos € a principal funcéo da resposta inflamatéria, observada quando
células efetoras entram em contato e destroem patdgenos presentes nos tecidos.
Componentes microbianos como estruturas de lipopolissacarideos encontradas na
parede celular de bactérias gram-negativas, podem desencadear resposta
inflamatoria a partir da interacdo com receptores de superficie, como no caso de
macrofagos e neutréfilos (CALDER et al, 2013).

O processo inflamatério pode ser classificado em agudo ou crénico. Sendo
0 primeiro tipo, aquele que apresenta relagdo com mudancas no calibre vascular,

resultante do aumento do fluxo sanguineo na regido inflamada; relacionado com
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alteracdes na microcirculacdo, favorecida pela saida de proteinas plasmaticas e
leucocitos do sangue para os tecidos (MOFINO et al, 2017). Assim que a infec¢éo
€ eliminada ou controlada, mecanismos de ativacdo previnem maiores danos ao
hospedeiro, iniciam o reparo dos tecidos e reduzem, gradativamente, a resposta
inflamatoria até a sua completa resolucdo, a qual € um processo ativo, que
envolve mecanismos de feedback negativo, como a secrecdo de citocinas anti-
inflamatodrias, reducdo da expressdo de receptores, ativacdo de células
regulatérias e producéo de mediadores lipidicos (MOFINO et al, 2017).

A inflamacédo crbnica, sistémica e de baixa intensidade esta fortemente
associada a maior adiposidade, doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
decorrente da relacdo entre inflamacdo, resisténcia a acdo da insulina e
hiperglicemia (CALDER, 2011; PRENTICE,2019). Nesse contexto, macrofagos
presentes no tecido adiposo parecem ser o tipo de célula responsavel pela
secrecdo de TNF-alfa e IL-6, pois a elevada concentracao de citocinas € resultado
da infiltracdo de macréfagos do tipo M1, que sdo ativados e aumentam a
expressdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa, IL-1 beta e IL-6
(GARFINKEL e HOTAMISLIGIL, 2017).

No tecido adiposo branco, a expressdo da MCP-1 (proteina quimioatrativa
de mondcitos) se correlaciona positivamente com a adiposidade, sendo que esta
relacdo é ainda mais forte entre gordura visceral e MCP-1 em relacdo a gordura
subcutanea. O receptor para MCP-1, chamado receptor CCR2 (receptor tipo 2
para quimiocina CC), € expresso em mondcitos presentes no sangue periférico e
em macréfagos do tecido adiposo. Isto mostra que a obesidade favorece o
processo de migracdo dos mondcitos para o tecido adiposo visceral de pacientes
obesos e que, estas células do sistema imune, ao chegarem neste novo tecido, se
diferenciam em macrofagos (GARFINKEL e HOTAMISLIGIL, 2017).

Existem dois tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo branco (TAB) e o
tecido adiposo marrom (TAM). O TAM é participa da termogénese e da regulacdo
da temperatura corporal e € encontrado em fetos e neonatos. Adultos apresentam

uma pequena concentracdo de TAM nas regides cervical supra-clavicular, supra-
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adrenal e para-espinhal (LOWELL et al, 1993).

Adipdcitos do TAM e do TAB parecem ter diferentes fisiologias e funcdes
opostas, porém sugere-se que seja possivel o processo de “beiging/browning” do
TAB. A adaptacdo metabdlica do TAB promoveria o aumento do gasto energético,
acarretando em melhor controle do ganho de peso e aumento na eficiéncia do
TAM e da termogénese. Assim, individuos com menores depoésitos de TAM
poderiam estar mais susceptiveis a desenvolver obesidade (LOWELL et al, 1993).

A obesidade é fator de risco para o desenvolvimento da resisténcia a acéo
da insulina e, desse modo, obesos apresentam acédo da insulina diminuida no
musculo esquelético devido a reducao da fosforilacdo de residuos de tirosina no
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e menor atividade da quinase PI3K
(SAMUEL e SHULMAN, 2012; HEISTON e MALIN, 2019).

Além da obesidade, a resposta inflamatéria aumentada é também um fator
desencadeante de resisténcia a insulina, pois ativa proteinas quinases que
participam das vias de sinalizagdo do receptor do tipo “Toll” e de receptores de
TNF-alfa (LOPES et al, 2019). Aliado a esse fato, a IL-6 favorece a ocorréncia de
resisténcia a insulina por meio da inducao da proteina 3 supressora da sinalizacao
de citocina (SOCS3) (TILG e MOSCHEN, 2008).

O consumo excessivo de nutrientes em individuos obesos é detectado pelo
sistema imune inato, ativando vias pro-inflamatérias e respostas de estresse em
varias partes do corpo. Este estado de inflamacéo cronica e de baixo grau, meta-
inflamacao, é resultado de estilo de vida sedentéario e baixa qualidade alimentar.
Do ponto de vista molecular, a meta-inflamacéo decorre da inducdo de proteinas
do tipo IKK-beta e JNK-1, que ativam os fatores de transcricdo designados fator
nuclear kappa B (NFkB) e a proteina ativadora 1 (AP-1), respectivamente
(ERTUNC e HOTAMISLIGIL, 2016). O gene TLR4, que € expresso em diversas
células incluindo monocitos e macrofagos, adipocitos, enterocitos, células
dendriticas e musculares, tem a funcéo de controlar as respostas inflamatorias e
imunoldgicas. Destaca-se sua participacdo na ativacdo do NFkB.

O fator de transcricio NFkB é ativado quando h& ligagdo de
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lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas ou acidos graxos saturados ao
receptor TLR-4. Isto desencadeia uma cascata de reacdes de sinalizagéo
intracelular que permite a dissociacdo do complexo que inibe o NFkB. Assim, o
NFkB pode translocar para o ndcleo e se ligar a regido promotora de genes com
funcdes pro-inflamatérias. O aumento da expressdo destes genes acarreta a
sintese de proteinas pro-inflamatérias (IL-lbeta, IL-6 e TNF-alpha)
(HOTAMISLIGIL, 2017; ROGERO e CALDER, 2018).

A resposta inflamatoria sistémica origina-se principalmente do tecido
adiposo, sendo que o excesso dele aumenta a producdo de marcadores
inflamatérios como TNF-alfa e também promove a infiltracdo de células imunes
como mondécitos e macréfagos que contribuem assegurando a continuidade deste
ciclo. Macréfagos sintetizam citocinas proé-inflamatérias como IL-1, IL-6, TNF-alfa
gue, no figado, podem favorecer o aumento de proteinas de fase aguda e
aumentar a expressdo de proteina C reativa (HOTAMISLIGIL, 2006;
HOTAMISLIGIL, 2017) .

A hipertrofia do tecido adiposo aumenta a producao de TNF-alpha e diminui
a sintese de adiponectina, que acarreta menor acdo da insulina e a possivel
associacao entre obesidade, inflamacdo e diabetes tipo 2. Enquanto que na
gestacdo, a resisténcia a insulina é naturalmente maior, em especial, no terceiro
trimestre. Portanto, a obesidade materna aumentaria ainda mais a resisténcia a
acao da insulina (TILG e MOSCHEN, 2008; ROGERO e CALDER, 2018).

A gestacdo é uma situacdo especifica com ganho de peso fisiolégico e
mudancas metabdlicas e imunolégicas que permitem o0 crescimento e
desenvolvimento do feto sem alterag6es inflamatdrias exageradas. A IL-10 é uma
das principais citocinas anti-inflamatdérias que mantém a gestacédo equilibrando o
ambiente inflamatério (MOR, 2011 e CHENG, 2015).

A infiltracdo de macrofagos associada a obesidade aumenta a secrecéo de
citocinas pro-inflamatorias como a IL-1 beta, IL-6 e MCP-1, poréem também
apresentam maior producdo de IL-10. A IL-10 é produzida por varias células

imunes como mondacitos, macréfagos e células T e mantém a tolerancia imune. A
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hipotese de POLARI et al (2018) sugeria que o contexto anti-inflamatério natural
da gestacao era resultado da maior circulagéo de IL-10 que reduziria a inflamacao
sistémica, limitando sintese de MCP-1. No entanto, foi observado que as
gestantes obesas ndo tinham a producdo de MCP-1 reduzida e, ainda assim,
sugere-se que gestantes obesas apresentam maior risco para complicacdes

obstétricas e desequilibrio metabdlico no final da gestacao.

1.2.3. Origem desenvolvimentista da saude e da doenca
(DOHaD)

Atualmente, reconhece-se que muitas doencas cronicas nao transmissiveis
(DCNT) do adulto tém origem na infancia e até mesmo em fase intrauterina. Essa
teoria foi postulada pelo Professor Barker, epidemiologista, que relacionou
caréncias nutricionais maternas durante o desenvolvimento fetal a doencas
cronicas posteriores do concepto, sugerindo que o6rgdos, estruturas e suas
funcbes estavam submetidas a programacdo durante o periodo pré-natal,
determinando pontos criticos em respostas metabdlicas e fisiolégicas que se
manifestariam predominantemente na vida adulta (BARKER e OSMOND, 1986).

A “Teoria de Barker”, também conhecida como “hipétese da origem fetal” ou
‘programacao fetal’, nestes 30 anos de pesquisa, ganhou consisténcia e foi
renomeada “Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenga” (Developmental
Origins of Health and Disease - DOHaD) (HOFFMAN et al., 2017).

Pesquisas subsequentes corroboraram com essa hipétese, mostrando que
alteragbes nutricionais e endodcrinas na fase fetal poderiam resultar em
adaptacbes no desenvolvimento, desencadeando respostas fisiologicas e
metabdlicas e alteracdes epigenéticas (LAU et al.,, 2011; WOO, 2019), que
atualmente estdo sendo bastante investigadas. Além disso, estilo de vida durante

a gestacao também tem papel importante, com efeitos profundos e duradouros na
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saude do concepto em longo prazo e no risco para doencas na vida adulta, como
por exemplo, a obesidade (FLEMING et al., 2018).

A hiperplasia e/ou hipertrofia de células adiposas na vida intrauterina pode
levar ao crescimento excessivo do tecido adiposo e chegar a niveis de sobrepeso
e obesidade, que tendem a persistir desde a infancia até a vida adulta (MOSTYN e
SYMONDS, 2009). Uma proxy do crescimento intrauterino é o peso ao nascer,
sendo que a relacéo entre peso ao nascer e obesidade durante a vida apresenta
distribuicdo em forma de “U” (NEWBY et al, 2005; EKELUND et al, 2006; DOLAN
et al, 2007). Porém, devido ao aumento continuo da média de peso ao nascer, em
diversos paises, estima-se que maior peso ao nascer tenha uma relacdo mais
importante com fatores de risco para obesidade do que o baixo peso (ZHAO et al,
2012).

Assim, desde a infancia, individuos poderiam estar programados para
maiores riscos de desenvolver DCNT durante a vida adulta, particularmente
comorbidades cardiovasculares e metabdlicas como hipertensdo, obesidade,
DM2, condicdes atopicas, alguns tipos de canceres e prejuizos neurolégicos
(FLEMING et al., 2018).

Estudo realizado por PEREIRA-FREIRE et al (2015) encontrou associacao
positiva entre peso ao nascer e circunferéncia abdominal em criancas de 5-8 anos
de idade. A circunferéncia abdominal € um importante indicador de reserva de
gordura visceral, e é utilizado para identificar criancas com risco de desenvolver
problemas cardiovasculares e metabdlicos (BOCCA, 2013). Entretanto, uma das
limitacBes de seu uso € a auséncia de um valor de referéncia internacionalmente
aceito para criancas e adolescentes.

BASTIEN et al (2014), realizaram avaliagdo da adiposidade corporal
utilizando medidas da dobra cutanea triciptal e bioimpedancia, mostrando que uma
porcentagem consideravel de excesso de gordura pode ser fator de risco para
instalacdo de obesidade infantil e desenvolvimento de doengas cronicas.

SAYER et al (2004) e SIGHALI et al (2003) utilizaram densitometria 0ssea

de dupla absor¢céo de raio X (DEXA) e encontraram associagcdo positiva entre
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peso ao nascer e massa livre de gordura em adultos e adolescentes ingleses.

E importante lembrar que a composi¢&o corporal no nascimento pode variar
mesmo quando bebés tém o peso ao nascer de igual valor e mesmo quando se
classificam como adequados para idade gestacional. YAJNIK et al (2003),
observou que bebés indianos tém maior adiposidade, apesar de serem menores e
mais magros que bebés britanicos. Outros estudos confirmam que ha diferencas
entre os géneros quanto a programacdo da composi¢cado corporal. Portanto, o
género e a adiposidade devem ser considerados nos estudos que avaliam
desfechos metabdlicos e cardiovasculares. AYYAVOO et al (2014) também
observou mais gordura corporal, menos massa livre de gordura e maior
adiposidade abdominal em meninas do que em meninos.

Com base em resultados controversos, a respeito da associacao entre peso
ao nascer e composicao corporal, em diferentes regides do mundo, (BUKSH et al,
2019; KATZOW et al, 2019) € importante o seguimento de estudos coorte
prospectivos para avaliacdo da composi¢cdo corporal no nascimento e também ao
longo da vida, ndo somente utilizando o peso ao nascer como proxy do

crescimento intrauterino, mas também avaliando a adiposidade do neonato.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos que investigam alteracGes ja no inicio da vida sdo de particular
interesse para avaliar desfechos multifatoriais, pois permitem melhor controle de
exposicdo a comorbidades e minimizam efeito de viés.

A obesidade materna relaciona-se com maior adiposidade no concepto em
decorréncia de fatores intrauterinos. Por isso, 0 esclarecimento dos mecanismos
envolvidos no periodo gestacional e do parto ajudaria a explicar a pandemia de
obesidade e o0 acelerado aumento da transmissdo desta doenca entre as
geracoes.

Pesquisas coorte prospectivas de nascimento, que verifiquem interacdo
entre genética e adiposidade, avaliando a composi¢cdo corporal de neonatos, sdo
escassas. Portanto, o presente estudo, visa contribuir para elucidagao dos fatores
relacionados a obesidade, considerando avaliagdo da composi¢cdo corporal no

binbmio gestante-concepto e expressao génica no sangue materno.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo da expressdo de genes relacionados a obesidade,

inflamacéo e perfil lipidico em gestantes com sobrepeso/obesidade e eutrdficas,

na adiposidade dos recém-nascidos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as caracteristicas demograficas, socioeconémicas, estilo de
vida, morbidade e composicdo corporal de gestantes com
sobrepeso/obesidade e eutroficas no terceiro trimestre;

Analisar o perfil biogquimico de gestantes com sobrepeso/obesidade
e eutrdficas, no terceiro trimestre;

Avaliar a expressao de genes relacionados a obesidade, inflamacéo
e metabolismo de lipideos em gestantes com sobrepeso/obesidade e
eutrdéficas, no terceiro trimestre;

Relacionar a expressdao génica das vias mencionadas com
caracteristicas demogréficas, socioecondmicas, estado nutricional,

perfil bioquimico e presenca de comorbidades associadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo, inserido em estudo epidemiolégico tipo
coorte intitulado “Relacédo entre adiposidade materna e adiposidade do concepto
nos periodos fetal, neonatal e no primeiro ano de vida: estudo prospectivo de base
populacional”’, realizado em 33 Unidades Basicas de Saude (UBS), no Servico
Especial de Saude de Araraquara (SESA), em sete municipios da regido, e na
Maternidade Publica “Gota de Leite” do municipio de Araraquara, S&o Paulo,

Brasil.

4.2. LOCAL E POPULACAO

O municipio de Araraquara esta situado na regido central do Estado de Sao
Paulo, a 270 km da capital, com populacdo estimada de 226 mil habitantes (IBGE,
2016).

A escolha do municipio deu-se por conveniéncia, levando-se em
consideracao a viabilidade e logistica do estudo:

1) Por ser uma cidade de médio porte e distante da capital, com menores
indices de migracdo, permitiu maior tempo de seguimento das gestantes na
coorte, e minimizou perdas;

2) A pesquisa teve apoio da Secretaria Municipal de Saude de Araraquara e
do SESA da Faculdade de Saude Publica, USP, que permitiram acesso dos
pesquisadores as gestantes das UBS de Araraquara e regido, e forneceram local

para acompanhamento das gestantes e instalacdo dos equipamentos do projeto.

4.3. AMOSTRA
Para o presente estudo, foi selecionado inicialmente um sub-grupo de 100

gestantes e seus respectivos neonatos, pertencentes ao estudo maior,
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considerando-se como critério, o IMC pré-gestacional, sendo 46 gestantes obesas

ou com sobrepeso (IMC pré-gestacional = 25 kg/m?) e 32 gestantes eutrdéficas
(18,5 < IMC pré-gestacional < 25 kg/m2) (OMS, 2000). As gestantes foram

captadas durante o periodo de 2017 a 2018, tendo sido excluidas aquelas que:

N&o compareceram a primeira consulta (n=7);
Abortaram (n=3);

Desistiram do acompanhamento (n=12);

Entre as 78 gestantes acompanhadas até o parto, constaram intercorréncias

gue decorreram em perda amostral:

Obito neonatal (n=1);

Neonatos gemelares (n=1);

Perda de amostra por erro no equipamento de expressao génica (n=2);
Amostras insuficientes para protocolo de expressao génica (n=16)

Recém-nascido nédo fez exame de composic¢ao corporal (n=7).

Chegaram ao final do estudo 78 gestantes, das quais 46 apresentavam

sobrepeso ou obesidade e, 32 eram eutréficas. Dados de expressdo génica sao

apresentados para 51 bindmios mae-concepto, das quais 25 apresentavam

sobrepeso ou obesidade e, 26 eram eutréficas.

4.4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram consideradas como elegiveis para o estudo todas as gestantes com:

e |dade gestacional menor ou igual a 15 semanas na primeira entrevista

(conferido no Cartdo da gestante por meio de dados de ultrassom ou Data

da Ultima Menstruaco - DUM);

e Concordancia com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

¢ Intencéo de realizar o parto na Maternidade “Gota de Leite”;

e IMC pré-gestacional = 18,5 kg/m?;
e Presenca em todos os exames de acompanhamento;

e |G 2 30 semanas entre novembro/2017 e fevereiro/2018;
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e Parto entre novembro/2017 e maio/2018.
Foram excluidas ao longo do estudo, aquelas que abortaram, faltaram mais

de trés vezes sem justificativa ou desistiram do programa.

4.5. COLETA DE DADOS

Todas as mulheres que iniciaram o acompanhamento de pré-natal no SUS
de Araraquara e regido, e que estavam com idade gestacional < 15 semanas eram
convidadas a participar do estudo. Entrevistadores treinados pela equipe de
pesquisa abordavam as gestantes na propria UBS, explicavam sobre a
importancia da participagdo e realizavam o cadastro digital para coleta de
documentacdo necessaria. O fluxo de acompanhamento também era exposto
neste momento, pois, a partir da inclusdo da gestante, ela era encaminhada para
0s servigos de apoio. As afericbes antropométricas e de composi¢ao corporal das
gestantes e recém-nascidos eram realizadas no SESA e os exames bioquimicos
maternos em laboratorio de andlises clinicas. Dados sobre as condicbes ao
nascimento - Apgar escore, sexo e tipo de parto eram obtidos do prontuario das
gestantes na Maternidade “Gota de Leite”, por pesquisadores do projeto.

No estudo maior, os dados maternos foram obtidos nas seguintes idades
gestacionais: < 15 semanas (primeiro trimestre), 20 a 26 semanas (segundo
trimestre) e 30 a 36 semanas (terceiro trimestre), e para o recém-nascido entre 12
e 72 horas apos o parto. Para o estudo em questdo, ndo foram utilizados dados
referentes ao segundo trimestre gestacional. ApGs recrutamento das participantes
na pesquisa, as idades gestacionais das mesmas eram estimadas por meio de

ultrassonografia.

4.5.1. Dados socioeconémicos, demograficos, estilo de vida e
de saude

Os dados socioecondmicos e demogréaficos foram coletados durante o

primeiro trimestre; os referentes a estilo de vida, fatores obstétricos e de
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morbidade entre 30 a 36 semanas. Os entrevistadores aplicavam questionarios
para investigacdo de tais variaveis, e as gestantes respondiam as perguntas na
UBS durante a espera para consulta com obstetra ou em horario previamente
agendado, de acordo com a demanda e preferéncia da participante. Na ocasiao,

também eram agendados os exames da gestante.

4.5.2. Avaliacédo antropométrica e de composicao corporal

Para este sub-projeto, a avaliacdo antropométrica das gestantes foi
realizada durante o primeiro e terceiro trimestres, e a composicao corporal apenas
no terceiro trimestre. Medidas de altura e circunferéncia do braco eram aferidas
em duplicata. A estatura foi medida utilizando-se estadidmetro (modelo 206,
Seca®, Alemanha), circunferéncia do braco com fita inextensivel (modelo 201,
Seca®, Alemanha), e o peso e a composicdo corporal segmentar, em equipamento
de bioimpedancia (modelo MC-180 MA, Tanita®, Jap&o).

Apbs o parto, era realizada antropometria e estimativa da composi¢ao
corporal do recém-nascido, por meio de pletismografia por deslocamento de ar
(PEA POD, Cosmed® USA). O comprimento era determinado em infantdmetro
(modelo 416, Seca®, Alemanha) e as circunferéncias craniana, abdominal e
toracica por fita inextensivel (modelo 201, Seca®, Alemanha).

4.5.3. Coleta de sangue

As amostras sanguineas maternas (25mL) foram coletadas no terceiro
trimestre de gestacdo, por meio de puncéo venosa, com oito horas de jejum, em
laboratorio particular de analises clinicas de Araraquara. O sangue foi coletado em
tubos tipo vacutainer, contendo acido etileno-diaminotetraacético (EDTA) utilizado
como anticoagulante e antioxidante, fluoreto/EDTA utilizado como inibidor
glicolitico, ambos para obtencdo do plasma e em tubos secos para obtencdo do
soro. A fracdo sanguinea plasmatica foi utilizada para determinagédo de glicemia

de jejum e o soro para determinacdo de colesterol total, LDL, HDL, VLDL,
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triglicérides e PCR-us. No sangue total realizou-se a analise de hemoglobina
glicada e hemograma completo.

Para avaliacdo de expressdo génica foram separados 8ml de sangue
materno em tubos com EDTA, mantidos em geladeira e transportados de
Araraquara para Ribeirdo Preto, com devidos cuidados de refrigeracdo e

transporte.

4.5.3.1. Avaliacédo da expressao génica

O RNA foi extraido a partir do sangue total, utilizando 1,0 ml de Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) pelo método de extracdo por fenolcloroférmio
(CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). E a quantificagdo do RNA foi realizada por
meio do espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific) nos comprimentos
de onda de 260/280 e 230nm, para avaliacdo do grau de pureza de cada amostra.
As amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80 °C, garantindo
estabilidade e preservacdo do RNA, dessa forma evitando a degradacdo do
material a cada descongelamento.

As amostras congeladas (-80°C) em Trizol foram descongeladas em gelo.
Foi adicionado & amostra, 250 pl de cloroférmio e 10 pl de glicogénio (20ng/ul).
Apés essa etapa, ocorreu a separacao da solucdo em fase aquosa e organica,
sendo que o RNA permaneceu na fase aquosa. Transferiu-se o sobrenadante
(fase aquosa) para um novo tubo, adicionou-se 250 ul de cloroférmio, agitou-se o
tubo manualmente por 15 segundos e incubou-se no gelo por mais 5 minutos.
Entdo, centrifugou-se a 12.000 g por 15 minutos a 4° C. Repetiu-se o
procedimento de transferir o sobrenadante para um novo tubo e adicionou-se a
mesma quantidade de isopropanol 100 % (gelado). Agitou-se manualmente por
inversdao e centrifugou-se novamente a 12.000 g por 15 minutos a 4° C.
Posteriormente descartou-se cuidadosamente o sobrenadante de isopropanol e a
amostra foi lavada por duas vezes com 1000 ul de etanol 70 %. Para finalizar,

descartou-se cuidadosamente o sobrenadante e o pellet foi eluido em agua 20 pl
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de agua RNAse free. Posteriormente a amostra foi armazenada a -80° C.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando kit comercial High-
CapacitycDNA Reverse Transcription® (Life Tecnologies), conforme instrucdes da
empresa.

A andlise de expressdo génica foi realizada em triplicata por RT-qPCR
utilizando o instrumento 7500 Fast Real PCR System (Applied Biosystems®, USA).
Para quantificar a expresséo relativa dos genes foram utilizadas sondas de
hidrélise TagMan MGB 6-FAM fluorogénicas especificas (Applied Biosystems®,

USA), conforme instrucfes do fabricante (Quadro 1).

Quadro 1 — Sondas de hidrélise para genes alvo.

Gene Sonda
FTO Hs01057139 g1
MC4R Hs00271877_s1
LEPR Hs00174497_m1l
STAT3 Hs00374280_m1
PPARG Hs01115513 m1l
TLR4 Hs00152939_m1l
IL-6 Hs00174131_m1l
IL-10 Hs00961622_m1
NFkB Hs00765730_m1
TNF Hs00174128 m1l

A quantificacéo relativa utilizando como calibrador o grupo de gestantes
eutroficas e recém-nascidos de mées eutrdficas considerou os calculos de
diferenca de expressao baseado na metodologia de 2AACt.

Dois genes de referéncia, GAPDH e p-actina, foram analisados
paralelamente, com o objetivo de normalizar a expressdo dos mRNAs dos genes

pesquisados relativos a possiveis diferencas na quantidade e qualidade de RNA.
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Esses mesmos genes foram considerados para a verificacdo de eficiéncia da

reacao de transcrigao reversa entre as amostras (Quadro 2).

Quadro 2 — Sondas de hidrélise para genes alvo.

Gene Sonda
GAPDH Hs02786624 gl
B-actina Hs01060665 g1l

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Apo6s comprovada a normalidade da distribuicdo dos dados pelo teste de
Shapiro-Wilk, foi utilizado o teste t de Student para amostras pareadas para
comparacodes entre gestantes com sobrepeso/obesidade e eutréficas. A estatistica
descritiva foi composta por valores de média e desvio-padréo (DP). O teste de chi-
quadrado foi utilizado para comparar as variaveis categéricas nos dois grupos de
gestantes investigadas. E para expressao génica relativa foi aplicado teste nao-
paramétrico de Wilcoxon. Considerou-se como hipétese nula a ndo existéncia de
relacéo entre os grupos do estudo.

Em seguida, foi realizada analise de regresséo linear maltipla utilizando-se
o método de backward selection para determinar a associacdo entre a
porcentagem de massa gorda do neonato com as expressdes dos 10 genes
investigados, considerando-se nos modelos as seguintes variaveis: IMC pré-
gestacional, ganho de peso, diabetes gestacional, HOMA-IR, idade da mée, renda
per capita, sindrome hipertensiva da gestacdo, sexo, idade gestacional. Nos
modelos finais as gestantes obesas/sobrepeso e eutrdficas foram consideradas
juntas, devido a pequena amostragem para modelagem, mantendo-se as variaveis
de confusdo mais importantes do estudo: IMC pré-gestacional, ganho de peso,

diabetes mellitus gestacional e HOMA-IR.
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A significancia estatistica (p-valor) foi estabelecida em p<0,05, sendo as

analises realizadas no software Stata (v.14.0) e Microsoft Excel (v.2010).

4.7 ASPECTOS ETICOS

O Estudo foi realizado conforme a legislacéo de ética em pesquisa para seres
humanos (Resolucédo 466/2012, CNS 2012). O projeto maior, no qual esta inserido
este estudo, foi apresentado a Secretaria Municipal de Saude de Araraquara da
gual obteve Carta de Anuéncia para realizacdo do trabalho e foi apreciado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Salde publica da
USP, com o parecer n° 1.885.874. As gestantes participantes do estudo assinaram
0s termos de cientes e concordantes com a realizacao da pesquisa. O original dos
termos ficava com os pesquisadores e uma coépia deste era disponibilizada as

entrevistadas, para ficar em seu poder.
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5. RESULTADOS

No periodo de 2017 a 2018, foram avaliadas 78 gestantes, das quais 46
apresentavam sobrepeso ou obesidade e, 32 eram eutroficas. E a expresséo
génica foi analisada em 51 gestantes no terceiro trimestre, das quais 25
apresentavam sobrepeso ou obesidade e, 26 eram eutroéficas.

Na Tabela 1, estdo apresentadas as caracteristicas demogréficas,
socioecondmicas, de estilo de vida e morbidade das gestantes obesas/sobrepeso
e eutroficas.

A média de idade foi semelhante para os dois grupos e a maior
concentracdo se deu entre gestantes adultas jovens, de 20 a 35 anos. Porém,
verificou-se diferenca estatisticamente significante entre os grupos divididos por
faixas etérias, sendo que as adolescentes eram todas eutréficas e as gestantes
com idade igual ou superior a 36 anos eram todas obesas/sobrepeso.

Em ambos os grupos, a maioria das gestantes era branca e solteira com
companheiro, predominancia de gestantes na classe econémica C1, tanto para de
obesas/sobrepeso (41,3%), quanto para eutréficas (34,38%). Em relacdo a
moradia, metade das gestantes obesas/sobrepeso é residente de casa prépria
(26,09% quitada e 23,91 ndo quitada), com 3,63 (DP=1,36) moradores por
domicilio e 1,36 (DP=0,05) moradores por cdmodo, enquanto que mais da metade
das gestantes eutroficas também reside em casas proprias (21,88% quitada e
31,25% ndo quitada), com 3,44 (DP=1,13) moradores por domicilio e 0,71
(DP=0,05) moradores por cO6modo, sendo que ndo houve diferenca
estatisticamente significante para qualquer um destes parametros avaliados.

Quanto a escolaridade, as 71,73% das obesas/sobrepeso chegaram ao
Ensino Médio, com 10,15 (DP=2,30) anos de estudo e, 71,88% das eutréficas
alcancaram também o Ensino médio com 11,34 (CP=3,5) anos de estudo.

No terceiro trimestre gestacional, 76,09% das obesas/sobrepeso néo
estavam trabalhando, apenas 10,87% eram tabagistas e 13,04% consumiram

bebida alcoolica neste periodo. Entre as eutréficas, 56,25% nao estavam
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trabalhando, apenas 3,13% eram tabagistas e 15,63% consumiram bebida
alcéolica, embora ndo tenham sido observadas diferencas estatisticamente
significantes.

Em relacdo a saude da gestante no terceiro trimestre gestacional, 89,13%
das obesas/sobrepeso ndo apresentavam hipertensdo arterial e diabetes e entre
as eutréficas, 96,88%. Observou-se que 13,04% das obesas/sobrepeso
apresentavam hipotireoidismo, 8,70% também tiveram algum episddio de infecgao
urinaria e 4,35% de cervicite ou vaginite. Enquanto que apenas 3,13% das
eutroficas tinham dignostico de hipotireoidismo, 12,50% apresentaram infeccéo

urinaria e nenhuma delas teve cervicite ou vaginite.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, socioeconémicas, estilo de vida e
morbidade.

Estado nutricional de gestantes

Variaveis* Obesas e sobrepeso (n=46) Eutroficas (n=32)
N (%) Média (DP) N (%) Média (DP) p

Idade (anos) 28,55 (6,89) 25,92 (5,97) 0,085"

16-19 0 10 (31,25) <0,001°

20-35 37 (80,43) 22 (68,75)

> 36 9 (19,57) 0
Cor/raca

Branca 22 (47,83) 18 (56,25) 0,267°

Preta 7 (15,22) 2 (6,25)

Amarela 3 (6,52) 0

Parda 5 (30,43) 12 (37,50)
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Situacdo conjugal
Casada

Solteira (com companheiro)

Solteira (sem companheiro)

Separada/vilva
(continuacao)
Renda per capita (R$)
Classificacéo

Classe B1

Classe B2

Classe C1

Classe C2

Classe D-E

Situacdo da moradia

Alugada

Prépria quitada

Propria ndo quitada

Emprestada
NUmero de pessoas no
domicilio

Numero de pessoas/cémodo

Grau escolaridade gestante
Fundamental
Médio
Superior
Pés-graduacao

Anos de estudo da gestante

11 (23,91)

31 (67,39)

3 (6.52)
1(2,17)

0
6 (13,04)
19 (41,30)
16 (34,78)

5 (10,87)

20 (43,48)
12 (26,09)
11 (23,91)

3 (6,52)

9 (19,57)
33 (71,73)
4 (8,69)

0

728,88 (74,39)

3,63 (1,36)

0,77 (0,05)

10,15 (2,30)

6 (18,75)

23 (71,88)

2 (6,25)
1(3,13)

864,66

2 (6,25)
8 (25,00)
11 (34,38)
6 (18,75)

5 (15,63)

12 (37,50)
7 (21,88)
10 (31,25)

3(9,38)

3,44 (1,13)

0,71 (0,05)

1(3,13)
23 (71,88)
7 (21,88)

1(3,13)

11,34 (3,5)

0,949°

0,274*

0,155°

0,8317

0,511"

0,387*

0,222

0,057*
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Trabalho no 3°Trimestre

Sim
N&o
Tabagismo
Sim
N&o
Consumo de élcool
Sim
N&o
Hipertenséao arterial
Sim
N&o
Diabetes
Sim
N&o
Infeccéo urinaria
Sim
N&o
Hipotireoidismo
Sim
N&o
Cervicite ou vaginite
Sim
N&o
Hepatite
Sim

Nao

11 (23,91)

35 (76.09)

5 (10,87)

41 (89,13)

6 (13,04)

40 (86,96)

5 (10,87)

41 (89,13)

5 (10,87)

41 (89,13)

4 (8,70)

42 (91,30)

6 (13,04)

40 (86,96)

2 (4,35)

44 (95,65)

1(2,17)

45 (97,83)

0,065°

14 (43,75)

18 (56.25)
0,207°

1(3,13)

31 (96,88)
0,747°

5 (15,63)

27 (84,38)
0,207°

1(3,13)

31 (96,88)
1(3,13) 0,2017°

31 (96,88)
0,586

4 (12,50)

28 (87,50)
0,132°

1(3,13)

31 (96,88)
0,232°

0

32 (100)

0,401°
0
32 (100)

*nenhuma gestante relatou uso de drogas, HIV, malaria, rubéola, sifilis, gonorreia, tuberculose, zika,
chikungunya ou dengue, no terceiro trimestre da gestacéo; * - Test T- Student; * - Qui-quadrado
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De acordo com a Tabela 2, que apresenta antropometria e ganho de peso
das gestantes obesas/sobrepeso e eutréficas. Observou-se diferenca estatisticamente
significante entre os grupos, sendo o IMC elevado para gestantes obesas/sobrepeso,
tanto antes da concepg¢ao, quanto no final da gestacdo. E ainda, o ganho de peso
entre gestantes eutroficas foi estatisticamente maior, embora dados de duas gestantes

nao puderam ser coletados.

Tabela 2 — Antropometria e ganho de peso das gestantes obesas/sobrepeso e
eutréficas no 3° trimestre.

Estado nutricional de gestantes

Obesas e sobrepeso Eutréficas (n=32)

Variaveis (n=46) 5
Média (DP) Média (DP)
Estatura (cm) 160,45 (7,42) 163,19 (4,76) 0,070*
IMC pré-gestacional 30,37 (4,05) 22,30 (1,80) <0,001*
IMC no 3°trimestre 32,97 (4,54) 25,80 (2,77) <0,001*
Peso pré-gestacional (kg) 78,26 (11,74) 59,47 (6,12) <0,001*
Ganho de peso (kg) 11,00 (7,75) 15,37 (4,80) 0,012*

1. Test T- Student; ” - Qui-quadrado

Na Tabela 3, estdo descritos os resultados dos exames laboratoriais de
gestantes obesas/sobrepeso e eutréficas, no 3° trimestre gestacional e suas
referéncias.

Foram observadas diferencas estatisticamente significantes para a insulina,
HOMA-IR e concentragdo sérica de triglicérides e proteina C reativa ultrassensivel
(PCR-us). O HOMA-IR estava alterado em gestantes obesas/sobrepeso (HOMA-
IR=16,61; DP=17,26) e eutroficas (HOMA-IR=9,09; DP=4,81). Embora a diferenca néo

tenha sido estatisticamente significante, também estavam alterados o colesterol total
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em obesas/sobrepeso (CT=225,22; DP=42,73) e eutréficas (CT=229,84; DP=47,34),
triglicérides em obesas/sobrepeso (TG=214,02; DP=79,49) e eutréficas (TG=179,66;
DP=59,01) e PCR-us em obesas/sobrepeso (PCR-us=10,57; DP=9,76) e eutroficas
(PCR-us=6,31; DP=8,46).

Tabela 3 — Caracteristicas bioquimicas das gestantes obesas/sobrepeso e eutrdficas,
no 3° trimestre gestacional.

Estado nutricional de gestantes

Obesas e sobrepeso Eutréficas (n=32)
Variaveis (n=46)

Média (DP) Média (DP) D Y;Jg:::cfae
Hemoglobina (g/dL) 12,23 (1,19) 12,00 (1,10) 0,387* 12a16
Hemoglobina (%) 76,48 (7,44) 74,97 (6,94) 0,368" 100
Glicemia de jejum 80,85 (16,71) 75,56 (7,40) 0,098" <105
(mg/dL)
Insulina (UUI/mL) 16,61 (17,26) 9,09 (4,81) 0,019* 2a23
HOMA-IR* 3,44 (3,89) 1,71 (0,92) 0,016" <1,65
Hemoglobina glicada (%) 5,31 (0,41) 5,18 (0,41) 0,160* 4,5a6,4
Colesterol total (mg/dL) 225,22 (42,73) 229,84 (47,34) 0,654* <200
HDL (mg/dL) 59,78 (12,02) 61,62 (13,16) 0,525 40 a 60
LDL (mg/dL) 122,20 (35,72) 132,31 (41,55) 0,256 <130
VLDL (mg/dL) 41,47 (12,94) 35,91 (11,76) 0,058 <30
Triglicérides (mg/dL) 214,02 (79,49) 179,66 (59,01) 0,041* <150
PCR-us (mg/L) 10,57 (9,76) 6,31 (8,46) 0,049* <3

1- Test T- Student
2. Qui-quadrado
* Matthews et al.(1985)
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Na Tabela 4, estdo apresentadas as caracteristicas obstétricas das

gestantes obesas/sobrepeso e eutréficas. O grupo de obesas/sobrepeso apresenta

maior numero de gesta¢cfes anteriores (1,63), maior média de filhos (1,37) e maior

incidéncia de parto cesarea (50%), comparado com as eutroficas (31,26%).

Tabela 4 — Caracteristicas obstétricas das gestantes obesas/sobrepeso e eutroficas

Obesas e sobrepeso (n=46)

Estado nutricional de gestantes

Eutréficas (n=32)

Variaveis
n meédia n meédia p
(%) (EP) (%) (EP)

N° gestacdes anteriores 1,63 (1,74) 0,91 (1,12) 0,454%

0 12 (26,09) 14 (43,75)

! 14 (30,43) 11 (34,38)

2 ou mais 20 (43,48) 7 (21,87)
Paridade 0,212°

0 14 (30,43) 14 (43,75)

1 14 (30,43) 14 (43,75)

? 12 (26,09) 3 (9,38)

3 ou mais 6 (13,05) 1(3,13)
N° filhos 1,37 (1,52) 0,75 (0,91) 0,044"
Intervalo da Gltima 0,107*
gestacédo

<1 5 (8,69) 1(3,13)

1-2 2 (4,34) 2 (6,26)

2-3 3 (6,52) 3 (9,39)

3-4 5 (10,87) 1(3,13)

5 - mais 31 25
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Aborto anterior

N&o

Baixo peso ao nascer
Sim
N&o

Pré-termo
Sim
N&o

Tipo de parto
Vaginal sem inducéo
Vaginal induzido
Cesarea

Inducéo seguida de
ceséarea

8 (17,39)

38 (82,61)

2 (4,35)

44 (95,65)

4 (8,70)

42 (91,30)

11 (23,91)
12 (26,09)
17 (36,96)

6 (13,04)

6 (18,75)

26 (81,25)

1(3,13)

31 (96,88)

0

32 (100)

15 (46,88)
7 (21,88)
3 (9,38)

7 (21,88)

0,878

0,7822

0,087

0,022

1- Test T- Student
% - Qui-quadrado

Na Tabela 5, estédo apresentadas a antropometria e a composi¢cao corporal

dos recém-nascidos de gestantes obesas/sobrepeso e eutrdficas.

N&o houve diferenca estatisticamente significante para sexo do recém

nascido, 58,7% das obesas/sobrepeso e 40,63% das eutrdéficas tiveram filhos do sexo

masculino.

Ao nascimento, para ambos os grupos, a idade gestacional foi de

aproximadamente 39 semanas, peso 3,2 kg e 37,5 cm de comprimento. E a massa

gorda em filhos de méaes obesas/sobrepeso (8,08%) ndo apresentou diferenca

estatisticamente significante quando comparado a de maes eutroficas (7,37%).
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Tabela 5 — Antropometria e composicao corporal dos recém-nascidos de gestantes

obesas/sobrepeso e eutroficas.

Estado nutricional de gestantes

Obesas e sobrepeso Eutréficas
Variaveis (n=46) (n=32)
n média n média p
(%) (EP) (%) (EP)

Sexo do recém-nascido 0,116

Feminino 19 (41,30) 19 (59,38)

Masculino 27 (58,70) 13 (40,63)
IG ao nascimento (USG) 39,07 (1,74) 39,58 (1,30) 0,167*
Peso ao nascer (kg) 3,215 (0,53) 3,116 (0,65) 0,466
Comprimento (cm) 37,52 (19,84) 37,47 (19,94) 0,992*
Perimetro cefalico (cm) 29,24 (12,18) 24,36 (15,31) 0,219*
Circunferéncia toracica 24,67 (14,13) 24,88 (14,46) 0,951*
(cm)
Massa gorda (%) 8,08 (4,85) 7,37 (3,71) 0,504"
Massa gorda (kg) 0,26 (0,19) 0,23 (0,13) 0,427*

1- Test T- Student
2. Qui-quadrado

No terceiro trimestre gestacional, das 78 gestantes acompanhadas, a

expressdo génica foi analisada em 51, das quais 25 apresentavam sobrepeso ou

obesidade e 26 eram eutréficas.
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A Figura 4 apresenta os resultados de expressao génica relativa aos genes
FTO, LEPR, STAT3 PPARG, TLR4, IL6, IL10, NFKkB e TNF, sendo que todos o0s
genes avaliados apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

guando comparados as gestantes eutroficas.

Expressao génica relativa
(fold-change)

3.5

3

2.5

2

1.5

.

0 - T -... T T T
"L

-0.5

FTO LEPR STAT3 PPAR TLR4 IL6 IL10 NFkB TNF

Figura 4. Expressao relativa dos genes FTO, LEPR, STAT3 PPARG, TLR4,
IL6, IL10, NFkB e TNF em gestantes obesas/sobrepeso em relagdo a
expressdo génica verificada em gestantes eutréficas (fold-change).

N&o foi possivel analisar os dados de expresséo génica para MC4R, pois 0s
dados néo foram suficientes.

Na tabela 6, apresentam-se o0os modelos de regressdo linear que
investigaram a associacao entre expressao génica dos genes FTO, MC4R, LEPR,
STAT3, PPARG, TLR4, IL6, IL10, NFkB e TNF com adiposidade do recém-nascido,
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incluindo-se nos modelos, os fatores de confusdo especificados em materiais e

métodos. Houve necessidade de se considerar modelos individuais na andlise,

devido a colinearidade entre os genes.

Tabela 6. Modelos de regressao linear considerando como variavel resposta a
porcentagem de massa gorda do neonato e como variaveis de interesse a expressao

dos genes FTO, MC4R, LEPR, STAT3, PPARG, TLR4, IL6, IL10, NFKkB e TNF.

% Massa gorda do neonato

Modelos Coeficiente Erro padrao IC 95% Valor P
FTO
Expressédo de FTO 0,227 0,209 -0,193; 0,646 0,283
Diabetes gestacional 5,622 2,168 1,260 ; 9,984 0,013
R? ajust.= 0,16
MC4R
Expressédo de MC4R 0,004 0,009 -0,024 ; 0,015 0,638
Diabetes gestacional 5,716 0,108 1,305 ; 10,127 0,012
R? ajust.= 0,14
LEPR
Expresséo de LEPR 0,290 0,094 0,101 ; 0,480 0,003
Diabetes gestacional 6,022 1,947 2,104 ;9,941 0,003
HOMA-IR 0,382 0,180 0,185; 0,745 0,040
R? ajust.= 0,32
STATS3
Expresséo de STAT3 1,947 0,628 0,682 ; 3,211 0,003
IMC pré-gestacional 0,226 0,104 0,016 ; 0,435 0,035
Diabetes gestacional 6,146 1,947 2,227 ; 10,066 0,003
HOMA-IR 0,389 3,441 0,026 ; 0,752 0,036
R? ajust.= 0,32
PPARG
Expressao de PPARG 1,246 0,432 0,379, 2,113 0,006
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(continuacao)

TLR4

Expressao de TLR4

IMC pré-gestacional

Diabetes gestacional
R? ajust.=0,23

IL6
Expressao de IL6
R? ajust.=0,12

IL10

Expressao de IL10
Diabetes gestacional
R? ajust.=0,16

NFkB

Expressao de NFkB
IMC pré-gestacional
Diabetes gestacional
HOMA-IR

R? ajust.= 0,32

TNF

Expressao de TNF
IMC pré-gestacional
Diabetes gestacional
HOMA-IR

R? ajust.=0,31

2,416
0,272
6,477

0,233

0,229
6,015

4,588
0,362
6,789
0,433

3,629
0,256
6,140
0,461

1,022
0,108
2,087

0,082

0,207
2,168

1,495
0,125
1,978
0,182

1,239
0,109
1,966
0,185

0,360 ; 4,472
0,055 ; 0,488
2,278 ;10,677

0,677 ;0,398

-0,188 ; 0,646
1,653 ; 10,376

1,579 ; 7,597
0,109 ; 0,615
-0,130; 0,217
0,067 ; 0,799

1,135, 6,123
0,354 ;0,476
2,183 ;10,098
0,892 ; 0,833

0,022
0,015
0,003

0,007

0,275
0,008

0,004
0,006
0,001
0,021

0,005
0,024
0,003
0,016

Variaveis de controle mantidas nos modelos (IMC pré-gestacional, ganho de peso, diabetes

gestacional, HOMA-IR). IC = intervalo de confian¢ca; HOMA-IR = homeostatic model assessment.

Dos genes relacionados a obesidade, permaneceram estatisticamente
associados ao desfecho LEPR, STAT3, PPARG e TLR4, apds controle pelas

variaveis de confusdo. Em relacdo aos genes relacionados a inflamacdo apenas

IL6, NFkB e TNF foram associados com o percentual de gordura do recém-nascido.

Nos modelos FTO e MC4R, embora a expressdao génica ndo tenha sido

associada com o percentual de gordura do neonato, observa-se que a presenca de

diabetes gestacional associou-se ao desfecho, como esperado, aumentando em

média 5,62% e 5,71%, respectivamente, o percentual de gordura corporal da
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crianca.

No modelo LEPR, a expressdo deste gene aumentou em media 0,29% o
percentual de gordura do neonato; a presenca de diabetes gestacional, aumentou em
meédia 6,02% o percentual de massa gorda do RN, e para cada unidade de HOMA-IR
o percentual de gordura da crianca foi elevado 0,38% em média.

Em relacdo ao modelo STAT3, além da expressdo génica, presenca de
diabetes gestacional e HOMA-IR, o IMC pré-gestacional também mostrou-se
associado ao desfecho. Para cada uma destas variaveis, houve, respectivamente,
aumento médio aproximado de 1,95%, 6,15%, 0,39 e 0,23% na porcentagem de
massa gorda do neonato.

No modelo PPARG, apenas a expressdo @génica foi estatisticamente
associada ao desfecho, aumentando em média 1,26% o percentual de gordura do
neonato.

O modelo TLR4, apresentou associados ao desfecho a expressdo génica,
aumentando em 2,42% a porcentagem de gordura neonatal, o IMC pré-gestacional,
com aumento médio de 0,27% para cada aumento na unidade de IMC e a presenca
de diabetes gestacional, aumentando em 6,48% a porcentagem de gordura neonatal.

Quanto aos genes relacionados a inflamacéo, a expressédo de IL6, NFkB e
TNF aumentaram, respectivamente, em média 0,23%, 4,59% e 3,63% o0 percentual de
massa gorda do neonato. O modelo IL6, foi 0 Unico em que apenas a expressao
génica foi estatisticamente associada ao desfecho. Nos modelos NFkB e TNF, o IMC
pré-gestacional, Diabetes gestacional e HOMA-IR, aumentaram em média o
percentual de gordura do neonato em 0,36%, 6,79%, 0,43% e 0,26%, 6,14%, 0,46%,

respectivamente.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que tanto o fator expressao génica (LEPR, STATS3,
PPARG, TLR4, IL6, NFkB e TNF) como fatores nutricionais e metabdlicos
maternos (IMC pré-gestacional, ganho de peso, HOMA-IR e diabetes mellitus
gestacional) estdo relacionados com a adiposidade do concepto logo apdés ao
nascimento. O desenvolvimento fetal € um processo biolégico complexo, regulado
tanto por fatores maternos quanto fetais, incluindo influéncias genéticas e
ambientais. De acordo com revisdes realizadas na literatura internacional, o
estudo apresentado nesta dissertacao é inédito.

Os mecanismos de regulacdo da expressdo génica influenciam a
modulacdo da resposta inflamatdria, 0 que repercute na saude materna. A
expressdo de sete dos dez genes investigados mostrou-se estatisticamente
associada com a adiposidade do recém-nascido, independente de alguns genes
serem mais ou menos expressos em gestantes obesas/sobrepeso.

O gene FTO é associado a ingestao alimentar e ao balanco energético,
porém seus mecanismos ainda precisam ser mais estudados. A expressao do
gene LEPR apresentou-se aumentada em obesas/sobrepeso, em concordancia
com estudo em animais (OGAWA et al, 2014) que induziu restricdo de alimento
para fémeas prenhas e encontrou expressao LEPR aumentada, no figado.

A despeito dos resultados obtidos por AYE et al (2014), que investigou a
concentracdo e expressao de citocinas pro-inflamatérias, no sangue materno e na
placenta, observou que a expressdo total de STAT3 nao foi alterada pelo IMC
materno, enquanto que no presente estudo, o gene STAT3, apresentou expressao
menor em obesa/sobrepeso do que em eutroficas.

O diabetes gestacional é definido como intolerancia a glicose desenvolvida
ou diagnosticado durante a gestacgao, e figura como uma das complicacdes mais
importantes deste periodo (KHOSROWBEYGI et al., 2018). No presente estudo,
verificamos gque gestantes obesas apresentaram valores de HOMA-IR, insulinemia

e trigliceridemia aumentados em relacdo a gestantes eutroficas. Conforme
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esperado, foi encontrada correlagcdo positiva entre HOMA-IR, insulina e
triglicérides maternos e adiposidade no neonato e peso ao nascer.

Esperava-se que estes valores aumentados de biomarcadores plasméaticos
correspondessem a maior expressdo do gene TNF, uma vez que esta citocina
apresenta-se como responsavel pelo aumento da resisténcia a acao da insulina
durante a gestacdo. Contudo, neste estudo, a expressédo do gene TNF foi menor
em gestantes obesas/sobrepeso quando comparadas as eutroficas.

A obesidade influencia diretamente na inflamacé&o cronica, sistémica e de
baixo grau, promovendo aumento da concentracdo plasmatica de citocinas pro-
inflamatérias. A IL-6, que tem papel relevante no aumento da expressdo génica
hepética da PCR (ROGERO e CALDER, 2018), poderia explicar o aumento deste
biomarcador (PCR-us) no plasma de gestantes obesas/sobrepeso.

A despeito deste quadro pro-inflamatério, o gene TLR4 que participa do
controle inflamatério e imunoldgico apresentou expressao relativa diminuida em
relacdo as eutroficas, que pode ter sofrido o efeito anti-inflamatoério do gene IL-10.

Embora a expressao de IL-6 sugerisse maior expressdo de NFkB, neste
estudo, foi observado que o grupo de gestantes obesa/sobrepeso teve expressao
menor deste gene do que as eutroficas. O mesmo aconteceu para 0s genes TNF-
alpha e PPARG.

O equipamento 7500 Fast para gPCR € configurado para reconhecer
expressdes génicas com fluorescéncia em até 40 ciclos, porém, foi suficiente para
representar o gene MC4R. Isto indica que este gene € pouquissimo expresso no
tecido analisado, pois se conhece melhor sua atuacdo em células do hipotalamo.
Conclui-se que a investigacao deste gene no sangue total é bastante limitada.

A associacdo entre obesidade materna, avaliada por IMC, e tamanho do
recém-nascido é bem documentada. Segundo revisdo e meta-analise realizada
por GAUDET et al. (2014) ha evidéncias de que a obesidade estd associada ao
excessivo crescimento fetal. Os autores observaram que a obesidade materna
estava associada com uma chance 142% maior do concepto nascer grande para a

idade gestacional, 117% maior de nascer com peso > 4 kg e 277% maior de
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nascer com peso > que 4,5 kg. Os fatores de risco para macrossomia identificados
nessa metaanalise foram: diabetes mellitus antes e durante a gestacao, histéria de
macrossomia prévia, idade gestacional maior que 42 semanas, IMC materno
maior que 25 e neonato do sexo masculino.

Diversos estudos indicam que criancas nascidas em familias obesas tém
risco aumentado para desenvolver esta condicdo e que, principalmente, a saude e
o estilo de vida maternos contribuem para filhos com excesso de peso (LIU et al.
2016, SAVONA-VENTURA et al. 2015). LIMA et al. (2018), verificaram que o
maior IMC pré-gestacional se correlaciona com maior peso ao nascer,
corroborando com nossos resultados.

De maneira semelhante, STARLING et al. (2015), mostrou que IMC pré-
gestacional e ganho de peso estdo positiva e independentemente associados a
adiposidade neonatal. Assim como, neste estudo, utilizando equipamento
semelhante de pletismografia por deslocamento de ar, também foi possivel
verificar correlagdo positiva entre adiposidade neonatal e IMC materno pré-
gestacional, IMC no terceiro trimestre e ganho de peso gestacional.

A obesidade materna estd associada a morbidade materna, como diabetes
e hipertensdo gestacionais, e estd associada também a desfechos neonatais
desfavoraveis, como crescimento fetal excessivo e prejuizos metabdlicos ao longo
da vida (MITANCHEZ e CHAVATTE-PALMER, 2018).

Sugerindo que a orientacdo correta no servico de saude pode ter grande
impacto no controle do ganho de peso e prevencdo de morbi-mortalidade,
BRAQUIEL et al. (2018), mostrou que gestantes com obesidade maérbida tiveram
beneficios limitando ganho de peso até 5kg. Isto foi possivel devido rigoroso
acompanhamento profissional durante pré-natal. Diferentemente, neste presente
estudo, observou-se grande variagdo de ganho de peso gestacional entre o grupo
obesas/sobrepeso. Houve casos de perda de 4kg e outros, de ganho de até
23,95kg, mostrando deficiéncia na compreensao e execucao de orientagdes.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo foi observada associacdo entre a expressao génica materna
dos genes LEPR, STAT3, PPARG, TLR4, IL6, NFKB e TNF e adiposidade dos
recém-nascidos. Além da expressao génica, também o IMC pré-gestacional,
ganho de peso, diabetes mellitus gestacional e HOMA-IR foram associados com
adiposidade dos recém-nascidos.

O entendimento das diferentes vias do processo inflamatorio, imunolégico e
sinalizagdo da resisténcia a insulina sédo intimamente relacionados e dependentes,
portanto, € imprescindivel nos estudos a respeito da obesidade, suas causas e
repercussoes.

Da mesma forma, a elucidacdo dos fatores envolvidos no inicio da vida,
observados neste estudo, e que podem ser prevenidos no pré-natal, devem ser

cruciais para as politicas de salde publica, na prevencédo da obesidade infantil.
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