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Resumo

Norde MM. Associacao entre polimorfismos de nucleotideo Unico relacionados
aos genes da adiponectina, receptor do tipo Toll 4, IL-18 e IL-6 e ingestdo de
lipidios e seus efeitos sobre um padrédo inflamatorio sistémico em estudo de
base populacional — ISA-Capital. [Defesa de Mestrado em NutricAo em Saude
Plblica]. S&o Paulo: Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sédo Paulo;
2015.

Introducéo: Evidéncias experimentais, epidemioldgicas e clinicas mostram o papel
da inflamacdo na patogénese de desordens metabdlicas, sendo a modulagdo da
resposta inflamatéria associada a quantidade e a qualidade dos acidos graxos (AG)
da dieta. Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) podem influenciar a relagéo
entre AG e concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios. Objetivo:
Verificar a associacdo de SNP relacionados aos genes da adiponectina, Receptor do
tipo Toll (TLR)-4, interleucina (IL)-1B e IL-6 e ingestdo de lipidios com um padréo
inflamatorio sistémico, baseado na concentracdo plasmatica de onze biomarcadores
inflamatérios em estudo de base populacional — ISA-Capital. Metodologia: O
presente estudo compreende adultos (20 a 59 anos) do estudo de base
populacional, ISA-capital 2008-2010 (n=302). A coleta dos dados dietéticos foi
realizada por meio de recordatorio de 24 horas, aplicado em duplicata. A partir do
plasma, foram determinadas as concentracbes plasmaticas de adiponectina,
proteina C reativa (PCR), IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, fator de necrose tumoral-alfa, IL-
12p70, Quimiocina C-C motif ligante (CCL) 2, molécula de adesdo intercelular
soltvel (sICAM)-1 e molécula de adesao celular vascular soluvel (sVCAM)-1, por
meio da técnica multiplex de imunoensaio, e o perfil de acidos graxos (AG) do
plasma por cromatografia gasosa. A partir do DNA gendmico foi realizada a
genotipagem dos SNP relacionados aos genes da adiponectina (rs266729,
rs17300539, rs16861209, rs1501299 e rs2241766), TLR4 (rs4986790, rs4686791,
rs5030728, rs11536889), IL-18 (rs1143623, rs16944, rs1143627, rs1143634 e
rs1143643) e da IL-6 (rs1800795, rs1800796, rs1800797) pelo sistema Tagman
Open Array. Uma analise multivariada de Cluster (k-means) foi realizada para
separar os individuos legiveis entre grupo inflamado (INF), n=93, e grupo néo

inflamado  (NINF),n=169, segundo a concentracdo plasmatica dos onze



biomarcadores inflamatérios avaliados. Resultados: Todos os SNP estavam em
equilibrio de Hardy-Wienberg (n=301). O INF apresentou idade, circunferéncia da
cintura, pressao arterial e concentragcbes de triacilglicer6is sanguineo
estatisticamente maiores que aqueles observados para o NINF. O INF apresentou
concentracdo plasmatica de AG palmitico (C16:0), razées AG saturados (AGS)/AG
omega-6 (n-6) e AGS/ AG poli-insaturados (AGPI) e atividade estimada da enzima
estearoil CoA desaturase aumentadas e concentracfes plasmatica de AGPI, n-6 e
AG araquidbnico (AA) e atividade estimada da enzima delta-5-dessaturase (D5D)
reduzidas em comparagdo com o NINF. Interagbes SNP-AG plasmaticos
estatisticamente significantes para predisposicdo ao padrao inflamatério sistémico
foram detectadas entre 0 SNP +6054 G>A (rs1143643) do gene da IL-13 e os AG
esteéarico, AA e AGPI e atividade estimada da enzima delta-6-desaturase (D6D);
entre o SNP +3725 G>C (rs11536889) do gene do TLR-4 e a razdao AA/AG
eicosapentaenoico (EPA); entre o SNP +45 T>G (rs2241766) do gene da
adiponectina e 0 AG dmega-3 (n-3); entre 0 SNP -7734 C>A (rs16861209) do gene
da adiponectina e AA; e entre o SNP -11391 G>A (rs17300539) do gene da
adiponectina e AGS. Conclui-se que algumas fragcbes dos AG do plasma podem
modular a inflamacéo e que SNP localizados nos genes da adiponectina, TLR-4, IL-
1B e IL-6 podem interagir com as fracbes de AG do plasma influenciando a chance

de desenvolver uma inflamacao sistémica.



Abstract

Norde MM. Association between single nucleotide plymorphisms in the genes
of adiponectin, Toll like receptor-4, IL-1B and IL-6 and dietary fatty acids and
their effects to a systemic inflammatory pattern at a population-based study —
ISA-Capital. [final examination of Master degree in Public Health Nutrition]. Séo
Paulo: School of Public Health of the University of Sdo Paulo; 2015.

Introduction: Experimental, epidemiological and clinical evidences point to a
pathogenic role of inflammation on metabolic disorders development, and to the
relationship between this inflammatory response and the quantity and quality of
dietary fatty acids. Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) can modulate the
relationship between fatty acids and plasma inflammatory biomarkers levels.
Objective: To verify the association between SNP in the genes of adiponectin, TLR-
4, IL-1B and IL-6 and dietary fatty acids and their effects to a systemic inflammatory
pattern at a population-based study — ISA-Capital. Methods: This study sample was
composed by adults (20 to 59 years), participants of the population-based study ISA-
capital 2008-2010 (n=302). Dietary data was collected using two 24 hours dietary
recall. Plasma concentration of adiponectin, C reactive protein, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-
10, tumor necrosis factor-alfa, IL-12p70, Chemokine C-C motif ligand (CCL) 2,
soluble intercellular adhesion molecule (sICAM)-1 and soluble vascular cell adhesion
molecule (SVCAM)-1 was determined by multiplex immunoassay. Plasma FA profile
was determined by gas chromatography. SNP from adiponectin (rs266729,
rs17300539, rs16861209, rs1501299 e rs2241766), TLR4 (rs4986790, rs4686791,
rs5030728, rs11536889), IL-1B (rs1143623, rs16944, rs1143627, rs1143634 e
rs1143643) and IL-6 (rs1800795, rs1800796, rs1800797) gene were genotyped by
Tagman Open Array system. A Cluster multivariate analysis (k-means) was
conducted to separate individual into inflammatory group (INF), n=93, and non-
inflammatory group (NINF), n=169, according to eleven inflammatory biomarkers
plasma levels. Results: All the SNP were in Hardy-Weinberg equilibrium (n=301).
INF had statistically higher age, waist circumference, blood pressure and plasma
tryglicerides concentration than NINF. INF presented statistically higher plasma
palmitic acid (C16:0) levels, saturated fatty acid (SFA)/omega-6 fatty acid (n-6) ratio
and SFA/polyunsaturated fatty acid (PUFA) ratio and estimated stearoil CoA
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desaturase activity, and statistically lower plasma PUFA, n-6 and arachidonic acid e
(AA) and estimate delta-5-desaturase (D5D) activity in comparison to NINF.
Statistically significant SNP-plasma fatty acid interactions were found between SNP
+6054 G>A (rs1143643) of IL-1B gene and stearic acid, AA and PUFA and estimate
delta-6-desaturase (D6D) activity; between SNP +3725 G>C (rs11536889) of TLR-4
gene and AA/eicosapentaenoic acid (EPA) ratio; between SNP +45 T>G (rs2241766)
of adiponectin gene and omega-3 fatty acid (n-3); between SNP -7734 C>A
(rs16861209) of adiponectin gene and AA; and between SNP -11391 G>A
(rs17300539) of adiponectin gene and SFA. In conclusion, some plasma fatty acid
subfractions can modulate inflammation and SNP of adiponectin, TLR-4, IL-18 and
IL-6 genes can interact with plasma fatty acids to modulate the chance to develop

systemic inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transicao nutricional e doencas crénicas ndo transmissiveis

Desde o final da década de 1990, tem sido constatado aumento do
comportamento sedentério, do consumo de alimentos ricos em A&cidos graxos
saturados (AGS), acucar e sbdio, além de alteracbes do comportamento alimentar,
gue foram acompanhados por elevacéo do indice de massa corporal (IMC) tanto da
populacao de paises desenvolvidos quanto de paises em desenvolvimento, gerando
aumento significativo da prevaléncia de obesidade na populagdo mundial (WHO,
2000; POPKIN, 2011 e POPKIN et al., 2012).

No Brasil, um estudo realizado por Monteiro et al. (2011) analisou a aquisi¢ao
de alimentos das familias brasileiras dos periodos de 1987-1988, 1995-1996 e 2003-
2004 e constatou declinio da ingestédo de frutas, de hortalicas e de alimentos fontes
de fibras alimentares e ascensédo da ingestdo de cereais e de alimentos com alta
densidade energética e elevado teor de lipidios totais, acidos graxos saturados,
acucares simples e sddio, além de valores reduzidos de proteina e fibra alimentar.
Em um segundo estudo, realizado com dados de aquisicdo de alimentos por
domicilio brasileiro entre 2008 e 2009, Canella et al. (2014) evidenciaram que 0s
individuos que apresentavam um padrdo similar aquele supracitado também
apresentavam maior IMC médio e maior prevaléncia de sobrepeso. Pereira et al.
(2012), utilizando dados da Analise do Consumo Alimentar Pessoal no Brasil,
estimaram que, entre 2008 e 2009, 52% da energia ingerida pelos brasileiros era
proveniente de alimentos ricos em &cidos graxos saturados e trans e acgucar. Aliado
a isso, Simopoulos (2008) relatou aumento do consumo de acidos graxos

poliinsaturados 6mega-6 (n-6) na populagcdo mundial.

Acompanhando a tendéncia mundial, o Brasil registrou, segundo dados da
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefonica (VIGITEL) de 2014, prevaléncia de 52,5% de excesso de peso (IMC = 25
kg/m?) e 17,9% de obesidade (IMC = 30 kg/m?) entre a populacdo adulta do pais,

sendo também possivel observar aumento dessa prevaléncia entre a VIGITEL
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realizada em 2013 e aquela realizada em 2014 (MINISTERIO DA SAUDE, 2014;
PORTAL DA SAUDE SUS, 2015).

Essa crescente prevaléncia de obesidade, juntamente com a elevada
ingestdo de determinados acidos graxos (AG), podem contribuir para o
aparecimento de um quadro de inflamacédo sistémica, crbnica e de baixa
intensidade, que esta envolvido no desenvolvimento das doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), como doencas cardiovasculares (DCV), céancer, diabetes
melito tipo 2 (DM2) e esteatose hepatica ndo alcodlica (LOTTEMBERG et al., 2012 e
LUMENG e SALTIEL, 2011), sendo que as trés primeiras estdo entre as quatro
DCNT com maior mortalidade no Brasil (WHO, 2014).

1.2 Obesidade, inflamacéo e doencas crénicas ndo transmissiveis

A inflamacdo é um mecanismo de defesa do organismo contra infec¢cbes e
lesBes teciduais, que envolve interacdo entre diferentes tipos celulares e sintese de
diversos mediadores inflamatérios, como, por exemplo, citocinas e quimiocinas. As
citocinas tém funcdo no processo de quimiotaxia, na estimulagdo da proliferacédo
celular e na ativacdo de vias inflamatorias intracelulares. Em situacdes de
sobrecarga de nutrientes, a homeostase do sistema imunolégico pode ser alterada
devido a ativacdo crbnica de diferentes vias de sinalizacéo inflamatéria em células
do sistema imune, bem como no tecido adiposo, figado, musculo esquelético,
pancreas e sistema nervoso central, aliada a insuficiente ativagdo de mecanismos
regulatérios dessa resposta inflamatéria (ABBAS et al.,, 2007; GREGOR e
HOTAMISLIGIL, 2011).

Individuos obesos apresentam concentracdes plasméaticas elevadas de
biomarcadores inflamatérios — fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-6,
IL-8, quimiocina C-C motif ligante (CCL) 2 e proteina C reativa (PCR) — em
comparacdo com individuos que apresentam IMC entre 18,5 a 25 kg/m? (HERDER
et al., 2006). Da mesma forma que o IMC, a circunferéncia da cintura também
apresenta associacdo com a concentracdo plasmatica de biomarcadores
inflamatorios (ACKERMANN et al., 2011). Nesse sentido, verifica-se diminuigcdo da

concentracdo plasméatica de citocinas pro-inflamatérios e aumento da concentracao
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plasmatica de adiponectina — uma adipocina com potente acao anti-inflamatéria —
com a reducgao do peso corporal e, principalmente, da gordura corporal (GREGOR E
HOTAMISLIGIL, 2011). Entre os processos envolvidos no estabelecimento dessa
inflamacédo cronica e de baixa intensidade em individuos obesos, destacam-se a
hipéxia do tecido adiposo (TRAYHURN, 2013), o estresse do reticulo
endoplasmatico (GREGOR E HOTAMISLIGIL, 2011), a endotoxemia metabdlica
(SHEN et al., 2013) e a lipotoxicidade (CAROBBIO et al., 2011).

O aumento da concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios em
individuos obesos esta relacionado com elevada infiltracdo no tecido adiposo de
células do sistema imune, como neutréfilos, mondcitos, linfécitos T e, mais
recentemente estudados, mastocitos e células Natural Killers (LEE e LEE, 2014).
Essas células, quando estimuladas pelas acdes autdcrina e paracrina das citocinas
pro-inflamatorias, passam a adquirir perfis mais pro-inflamatérios. Nesse sentido,
apesar da existéncia de diversos fenétipos de macréfagos, para fins didaticos, esses
fendtipos foram simplificados em um espectro que caminha de um perfil mais
antiinflamatorio (M2) para um perfil mais pro-inflamatério (M1). O tecido adiposo de
individuos obesos apresenta maior numero de macrofagos M1, ativados de forma
cldssica, que sao caracterizados pela elevada expressdo de citocinas proé-
inflamatoérias e de éxido nitrico quando comparados aos macréfagos M2, os quais
sdo ativados de forma alternativa e caracterizados pela baixa expressdo de
mediadores pré-inflamatérios e elevada expressdo de IL-10 (MATHIS, 2013 e
MCNELIS et al., 2014).

Apesar das células do sistema imune exercerem papel principal na inflamacao
do tecido adiposo, durante o desenvolvimento da obesidade, o excesso de
nutrientes pode estimular os adipdcitos e pré-adipdcitos a induzir o recrutamento
dessas células para o tecido, por meio da secrecdo de moléculas quimiotaticas
como a CCL2, o leucotrieno B4 e, mais recentemente descoberta, a semaforina E3
(MCNELIS et al., 2014). Em menor intensidade que as células do sistema imune,
adipocitos e pré-adipocitos podem também contribuir para a alteracdo da
concentragdo plasmatica de biomarcadores pro-inflamatorios, uma vez que essas
células sdo capazes de secretar adipocinas, dentre as quais se destacam a leptina,
IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a e CCL2 (CALDER et al., 2009). Por outro lado, o tecido
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adiposo também secreta a adiponectina, que exerce potente acao anti-inflamatoria,

de sensibilizacdo a acédo da insulina e antiaterogénica (SHEHZAD et al., 2012).

Uma vez na corrente sanguinea, os mediadores inflamatorios provenientes do
tecido adiposo podem alcancar outros tecidos onde podem estimular a producéo de
citocinas e o recrutamento de células do sistema imune (ESSER et al., 2014). Nesse
sentido, j& existe um numero significativo de evidéncias a respeito da ocorréncia da
resposta inflamatéria nos tecidos hepatico e muscular e no pancreas, bem como na
camada intima de artérias e em regides do cérebro, como o hipotalamo (LUMENG E
SALTIEL, 2011).

Ativadas por receptores de reconhecimento de antigenos, como o Toll like
receptor (TLR) 2 e 4, por receptores de citocinas, como o receptor de TNF-a, por
sinais celulares de estresse do reticulo endoplasmatico ou espécies reativas de
oxigénio, as vias inflamatorias sdo capazes de inibir a sinalizacdo da insulina, de
forma que, em quadros inflamatdrios crénicos, esse mecanismo pode gerar
resisténcia a acao da insulina (RI) em tecidos metabdlicos (TANTI et al., 2013).
Nesse sentido, destacam-se duas principais vias inflamatérias: A via de ativacdo do
fator de transcrigéo nuclear kB (NF-kB), que ocorre por meio da ativacéo da proteina
quinase do inibidor do kB (IKK-B) e a via de ativacao do fator de transcricdo proteina
ativadora (AP)-1, mediada pela c-Jun-NH,-terminal quinase (JNK). Tanto a proteina
IKK-B como a proteina JNK sao capazes de fosforilar a subunidade do receptor de
insulina-1 em um residuo de serina, o que faz com que a sinalizacdo da via da
insulina seja prejudicada (SHOELSON et al., 2006).

A RI, juntamente com a inflamacdo crbnica e de baixa intensidade em
diferentes tecidos, gera disfun¢cdes metabdlicas, como dislipidemias, hiperglicemia e
hiperinsulinemia, que compdem o diagnostico de sindrome metabdlica (SM) e, mais
tardiamente, doencas secundarias & SM, como DCV e DM2 (LUMENG E SALTIEL,
2011; ESSER et al., 2014).
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1.3 Acidos graxos e inflamacéo

Os AG vém conquistando papel de destaque em estudos envolvendo
inflamagé&o crdnica e de baixa intensidade, uma vez que esses nutrientes modulam o
metabolismo de eicosanoides, bem como vias de sinalizacdo intracelulares
envolvidas com a resposta inflamatoria. A atuacdo de cada AG em diferentes vias
metabdlicas € dependente do tamanho da cadeia carbbnica desses AG e das
insaturacdes nela presentes (CALDER et al., 2009; TVRZICKA et al., 2011).

Os AGS tém cadeias carbdnicas sem duplas ligacfes e, portanto, estruturas
espaciais mais lineares quando comparadas com as estruturas das demais
classificacbes de AG. Os AGS, com destaque para o AG laurico e o AG palmitico
(C16:0), apresentam a capacidade de se ligarem aos receptores TLR 2 e 4,
promovendo ativacdo das vias pro-inflamatorias IKKB/NFkB e JNK/AP-1 (HUANG et
al., 2012; BIKMAN, 2012). Aliado a esses fatos, o acumulo intracelular de ceramidas
no citoplasma pode favorecer a ocorréncia do estresse do reticulo endoplasmatico e
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) provenientes do estresse
mitocondrial, que também provocam a ativacdo da via de sinalizacdo do NF-kB,
ativacdo do complexo inflamassoma (VANDANMAGSAR et al.,, 2011), além de
bloquear a fosforilacdo da proteina quinase B (AKT/PKB), a qual promove a
translocacdo do transportador de glicose (GLUT)-4 quando h& ativacdo da via de
sinalizacdo da insulina (CHAVEZ E SUMMERS, 2012).

Os acidos graxos trans-insaturados (AGT), por sua vez, s80 compostos por
cadeias carbbnicas contendo uma ou mais insaturacdes, das quais, a0 menos uma
encontra-se na configuracdo trans. O consumo elevado de AGT esta associado ao
aumento das concentracdes sanguineas da PCR e da IL-6 (MOZAFFARIAN et al.,
2009). Esse efeito dos AGT sobre a inflamacédo também esta relacionado com a
ativacdo da via de sinalizacdo do NF-kB, sendo esta ativacdo dependente da
producdo intracelular de ERO em células endoteliais (BRYK et al., 2011) e

diminuicao de defesas antioxidantes celulares (DHIBI et al., 2011).

Os acidos graxos monoinsaturados (AGMI), por sua vez, apresentam cadeia
carbdnica com uma insaturacdo, sendo o mais abundante da dieta, o 4cido oleico

(C18:1 n-9), presente no azeite de oliva, em alguns 0leos vegetais e oleaginosas.
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Em estudos in vitro o C18:1 n-9 foi associado com diminuicdo da secrecdo de
resistina e IL-6 e aumento da secrecdo de adiponectina a partir de adipdcitos.
Estudos in vivo observaram reducdo da adiposidade de ratos que receberam dieta
hiperlipidica rica em &cido oleico e menor recrutamento de macrofagos e linfocitos
para o tecido adiposo desses animais. Em humanos, a acdo antiinflamatéria
observada parece estar relacionada com a substituicdo de AGS por AGMI e com a
funcdo que os AGMI parecem ter sobre a lipolise, por aumentar a fosforilagdo da
lipase horménio sensivel e diminuir a ativagcdo do fator de transcricio SREBP1c
(SIRIWARDHANA et al., 2013).

Existem duas principais subdivisdes entre os &cidos graxos poliinsaturados
(AGPI): os n-6 e os acidos graxos 6mega-3 (n-3). A diferenca entre eles é a
localizac&o da insaturacdo mais distante da carboxila — enquanto a insaturacao dos
n-6 se encontra entre o 6° e o 7° carbono, contados a partir do Ultimo grupo metil da
cadeia, a insaturacdo dos n-3 encontra-se entre o 3° e 4° carbono. Além das
diferencas conformacionais, também diferem em suas funcbes essenciais no
organismo (SIMOPOULQOS, 2011).

Os acidos graxos n-6 sdo precursores do acido araquidénico (AA), um dos
principais constituintes dos fosfolipidios de membrana, a partir do qual ocorre a
sintese de mediadores inflamatérios importantes, chamados eicosanoides, como a
prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrienos de série 4 (LTB4), por meio da acdo das
enzimas ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX), respectivamente (CALDER,
2015).

Por sua vez, os acidos graxos n-3, principalmente aqueles provenientes de
peixes que vivem em Aaguas frias, ou seja, acidos eicosapentaenoico (EPA) e
docosaexaenoico (DHA) apresentam acdo anti-inflamatéria. Ao serem incorporados
aos fosfolipidios de membranas celulares, esses AG passam a ser substrato para as
enzimas COX e LOX, promovendo a sintese de prostaglandina E3 (PGE3), com
menor potencial de ativacdo de vias celulares que a PGE, (WADA et al., 2007);
leucotrienos de série 5 (LTB5), que apresentam menor acao pro-inflamatéria em
comparacdo aos LTB4; e resolvinas, protectinas e maresinas, com acdo anti-
inflamatoria. Além disso, ao se ligarem ao receptor ativado por proliferador de

peroxissomos (PPAR)-y no ndcleo celular, ocorre a ativagdo deste receptor nuclear,
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o qual aumenta a transcricdo de genes que codificam proteinas com acéo
antiinflamatdria, como a IL-10 e adiponectina, e promove o bloqueio da ligacdo do
fator de transcricdo NF-kB ao DNA. Os acidos graxos EPA e DHA também séo
capazes de se ligarem ao receptor acoplado a proteina G designado GPR120, cujo
fato provoca inibicdo da via de sinalizacdo do fator de transcricdo NF-kB, por meio
da reducdo da atividade da quinase ativada pelo fator de transformagdo do
crescimento B (TAK-1) (CALDER, 2015).

Os &cidos graxos n-6 sdo abundantes na alimentacdo contemporanea,
estando presentes em sementes, gordura de animais, cuja base da alimentagéo é
graos, e em ovos. Apesar das enzimas elongases terem preferéncia por n-3, a
grande concentracédo de n-6 proveniente da dieta faz com que haja uma competicao
desequilibrada pelo sitio ativo dessas enzimas, o que culmina no metabolismo
predominante de n-6, resultando no aumento da producdo de AA. Assim, a razdo n-
6/n-3 da dieta é investigada com o intuito de avaliar a associa¢do dessa competicao
desse AG pelos mesmos sitios ativos enzimaticos com a inflamacéo
(SIMOPOULOS, 2011).

Os estudos visando avaliar a relagdo entre AG da dieta e inflamag&o utilizam
diferentes metodologias para quantificar o consumo alimentar desses nutrientes.
Dessa forma, os resultados obtidos devem ser avaliados considerando as limitagdes
existentes em cada um dos métodos de avaliacdo do consumo alimentar (HEDRICK
et al., 2012).

1.4 Perfil de AG do plasma como biomarcador de ingestao

Entre os inquéritos alimentares, o recordatorio de 24 horas (R24H) se destaca
por nao restringir os alimentos a serem relatados pelo entrevistado, permitir a
participacdo de individuos de diversos graus de alfabetizacdo e por possibilitar a
quantificacdo da ingestdo de alguns nutrientes. Entretanto, por trabalhar com
informacbes de natureza subjetiva, esse método possui limitagcbes importantes
(FISBERG et al., 2005).
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Essas limitagdes recaem sobre: 1) viés de memoria do entrevistado, podendo,
muitas vezes, apresentar uma margem grande de sub-relato de ingestdo alimentar;
2) grande influéncia da variabilidade intraindividual do habito alimentar diario dos
individuos, sendo necessario que o0 instrumento seja aplicado um numero
consideravel de vezes para se aproximar da ingestdo habitual de alguns nutrientes
(VERLY et al., 2010); 3) erros de determinacdo das tabelas de composicdo de
alimentos e dos softwares que sao utilizados para a quantificacdo de nutrientes a
partir das informacdes coletadas por meio do R24h (CUPPARI e ANCAOQ, 2005).

Visando melhorar o poder de correlacdo de componentes da dieta com
doencas, diversos pesquisadores incentivam o uso de biomarcadores de ingestao.
Segundo Hedrick et al. (2012), os biomarcadores de ingestdo superam os erros de
coleta, permitem uma estimativa de ingestdo de um nutriente independente de
tabelas de composicdo de alimentos e ndo sao atingidos pela variabilidade
intraindividual de ingestéo.

Em uma importante revisdo publicada em 2013, Tucker et al. abordam sobre
a utilizacdo de inquéritos alimentares em estudos de nutrigenética e concluem que
se deve ter consciéncia das limitacdes dos inquéritos alimentares que existem e que
a combinacdo de mais de um método de avaliacdo do consumo alimentar é
interessante para nos aproximar dos dados de ingestdo habitual. Nesse sentido,
ressaltam a utilizacdo de métodos estatisticos de ajuste pela variabilidade

intraindividual e de biomarcadores de ingestao.

Entre os biomarcadores de ingestdo de AG, a composicao de AG do plasma é
um biomarcador de curto a médio prazo (de uma a duas semanas), Cujos
coeficientes de correlagdo com a ingestdo atingem valores satisfatorios, variando
entre os estudos e entre as fracbes de AG (HODSON et al., 2008).

Muitos estudos tem utilizado o perfil de AG do plasma para avaliar a relacéo
desses AG com a concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios
(PETTERSON et al. 2008, KASKA et al. 2014 and PERREAULT et al. 2014), bem
como com o risco para doencas metabodlicas, como DCV (FEZEU et al. 2014,
WARENSJO et al. 2008a), DM2 (LAAKSONEN et al. 2002) e SM (WARENSJO et al.
2005 and MAYNERIS-PERXACHS et al. 2014).
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Como o perfil de AG do plasma é influenciado pelo padrédo de AG da dieta e
pela sintese enddgena de AG, alguns autores também avaliam a associacdo da
atividade estimada de algumas enzimas envolvidas na via de sintese desse
nutriente, como a delta-5-dessaturade (D5D), a delta-6-dessaturase (D6D) e a delta-
9-dessaturase, também conhecida como estearoil CoA dessaturase (SCD), com a
inflamacdo ou doengcas metabodlicas (KUROTANI et al, 2012; MAYNERIS-
PERXACHS et al. 2014; PETTERSON et al. 2008; WARENSJO et al. 2005;
WARENSJO et al. 2008a). Essa estimativa € feita pela razdo entre produto e
substrato e tem correlacdo satisfatéria com a atividade estimada por métodos
laboratoriais (HODSON et al., 2013).

Outro aspecto relevante no estudo da relacdo entre AG e inflamacgéo € a
presenca de variacfes genéticas, as quais podem influenciar na resposta esperada
a dieta sobre a concentracdo plasmatica de diferentes biomarcadores inflamatorios.
Por esse motivo, estudos tém sido conduzidos com o intuito de associar a presenca
de polimorfismos em genes que codificam proteinas envolvidas na resposta
inflamatoria, padrdes dietéticos e DCNT (CORELLA e ORDOVAS, 2012).

1.5 Polimorfismos de nucleotideo Unico, inflamacg&o e fatores dietéticos.

Para prover melhor entendimento referente as diferentes respostas e
resultados observados em estudos epidemiolégicos e de intervencgdes clinicas, os
quais se propdem a avaliar o impacto de diferentes fatores dietéticos na saude,
estudos da interacdo entre 0 genoma e a alimentacdo passaram a ser conduzidos.
Trés principais areas de pesquisas foram delineadas: a nutrigenbmica, que se
propde a estudar a modulacdo da expressdo génica por nutrientes e compostos
bioativos presentes nos alimentos; a epigendmica nutricional, que estuda o0s
mecanismos epigenéticos pelos quais a expressdo génica é regulada, sendo que
estes mecanismos ndo acarretam em alteragcdes na sequéncia dos nucleotideos do
DNA; e a nutrigenética, que identificar quais variacbes genéticas geram respostas
metabolicas distintas a um determinado padrdo alimentar em uma determinada
populacdo (FENECH et al., 2011). Cabe destacar que a principal forma de variacao

genética em seres humanos € representada pelos polimorfismos de nucleotideo
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anico (do inglés, single nucleotide polymorphism (SNP)), que consistem na troca de
uma unica base por outra no DNA (ORDOVAS, 2007).

Recentemente, alguns estudos envolvendo nutrigenética tém investigado a
associacdo entre dieta, biomarcadores inflamatérios plasmaticos e SNP presentes
em genes que codificam proteinas envolvidas na resposta inflamatéria (CORELLA e
ORDOVAS, 2012; PHILLIPIS, 2013). Nesse contexto, citam-se 0os SNP presentes no
gene que codifica a IL-1B, a qual tem destacada importancia na intensidade da
resposta inflamatoria, uma vez que essa citocina promove aumento da concentracao
plasmética de TNF-q, IL-6 e CCL2, aliada ao fato de estar associada ao aumento do
risco cardiovascular (NETEA e DINARELLO, 2011; BERRAHMOUNE et al., 2007).

SHEN et al. (2007) avaliaram a prevaléncia de SM e concentragdes
plasmaticas de alguns biomarcadores inflamatérios (TNF-a, IL-6, PCR e
adiponectina) em uma populacdo dos Estados Unidos da América, usuarios de
servicos de saude de Minedpolis (Minessota) e Salt Lake (Utah), participantes do
estudo de intervencdo com fenofibrato “Genetics of Lipid Lowering Drugs and Diet
Network” (estudo GOLDN), adulta (média de 49 anos), predominantemente
caucasiana, segundo alguns SNP no gene da IL-1B (+6054 G>A; +3966 C>T; -1473
G>C ; -511 G>A e -31 T>C). Além disso, também foi avaliada a concentracdo de
AGPI n-3 na membrana plasmatica de eritrécitos desses individuos, cuja analise é
proporcional a ingestdo de AGPI n-3. Esse estudo demonstrou que individuos que
apresentam os genotipos GA ou GG para o SNP +6054, CC para o SNP -1473 G>C
e AA para o SNP -511 G>A tinham maior chance para SM, hipertensdo arterial
sistémica e concentracdo plasmatica elevada de PCR, bem como concentracdo
plasmatica reduzida de adiponectina. Além disso, evidenciou que a maior
concentracdo de AG n-3 na membrana de eritrocitos parece estar associada a
reducdo da ocorréncia de SM nos individuos que tinham o alelo G (GG e GA) para o
polimorfismo + 6054 G>A, propondo um beneficio do n-3 para individuos com esses

genotipos.

z

Outra citocina de interesse é a IL-6, a qual apresenta atividade anti-
inflamatoria quando se liga ao seu receptor (IL-6R) na membrana de células
capazes de expressa-lo (hepatécitos e determinadas subpopulagdes de leucdcitos),

mas cuja funcdo pro-inflamatoria, de ativacdo da via Janus quinase/Transdutor de
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sinal e ativador de transcricdo 3 (Jas/STAT3), a qual é evidenciada em doencas
inflamatorias cronicas, é decorrente da chamada “trans-sinalizagao”, que consiste na
ligacdo da IL-6 a versao soluvel de seu receptor no plasma e esse complexo IL-6-IL-
6R, entdo, € capaz de ativar quase todos os tipos celulares, uma vez que a
glicoproteina (GP) 130 de membrana, receptor envolvido na ativacdo da via
Jas/STAT3, é expressa em todos eles (WOLF et al., 2014) No tocante ao estudo de
SNP presentes na regido promotora do gene que codifica a IL-6, verifica-se que
individuos portadores dos genétipos CC e CG para o SNP -174 G>C apresentam
aumento da concentracdo plasmatica de IL-6 e de outros biomarcadores
inflamatorios, como a PCR (VAKILI et al., 2011). RAZQUIN et al. (2010), avaliando a
populacdo participante do estudo “Primary Prevention of Cardiovascular Disease
with a Mediterranean Diet” (PREDIMED), um estudo multicéntrico realizado na
Espanha, de intervengcdo com dieta do mediterraneo rica em azeite de oliva, que
incluiu individuos em risco cardiovascular, mostraram que individuos homozigoto
recessivos para o SNP -174 G>C apresentavam maior peso corporal no momento
baseline e, ap6s a intervencdo, apresentaram perda de peso corporal
significativamente maior quando comparados aos individuos portadores dos demais
gendtipos. Uma relacdo semelhante entre esse SNP e o IMC foi encontrada no
estudo de Joffe et al. (2014), no qual uma amostra de conveniéncia de mulheres
adultas (entre 18 e 45 anos) obesas residentes da Africa do Sul foi comparada a
uma amostra de mulheres com IMC eutrofico, sendo que ambos 0s grupos tiveram o
consumo alimentar avaliado por meio de questionario de frequéncia alimentar.
Nesse estudo, as mulheres caucasianas portadoras do alelo C para o SNP -174
G>C apresentaram IMC positivamente associado a razdo n-6/n-3 da dieta e

negatimanete associado as quantidades de EPA e DHA.

Além do estudo de SNP em genes que codificam citocinas pré-inflamatorias,
SNP presentes em genes que codificam receptores de reconhecimento de antigenos
sdo alvos promissores de pesquisas na area da nutrigenética. Nesse sentido,
destaca-se 0 SNP presente no gene do TLR4, que acarreta na troca entre 0s
aminoacidos aspartato e glicina (Asp299Gly), cujo fato parece estar associado a
menor ativacdo deste receptor e, consequentemente, a diminuicdo da resposta
inflamatoria nos individuos que apresentam esta variacdo (BELFORTE et al., 2013).

Vérios estudos demonstram a relacdo entre essa e outras variacfes desse gene e a
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predisposicdo a obesidade, a RI, ao desenvolvimento de DM2 e a esteatose
hepatica ndo alcodlica (WEYRICH, 2010, MANOLAKIS et al., 2010; STEINHARDT et
al., 2010). Nesse sentido, 0 SNP rs5030728 localizado no Intron do gene do TLR4
foi estudado por Cuda et al. (2010), sobre a justificativa de ser prevalente na
populacdo e estar localizado préximo ao exon 3, podendo interferir na formacédo do
RNA mensageiro e, consequentemente, na conformacdo e atividade da proteina
final. Nesse estudo de delineamento transversal (CUDA et al., 2010), individuos
adultos jovens, recrutados na Universidade de Toronto, com o genoétipo GG
apresentaram concentracdo de colesterol associado a lipoproteina de baixa
densidade (HDL-c) inversamente proporcional ao consumo de AGS, enquanto 0s
individuos heterozigotos apresentaram uma relacao inversa, mostrando o efeito que
esse SNP pode ter na relacdo entre a ingestdo de AG da alimentacdo e a

concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatorios.

A adiponectina, por sua vez, é uma adipocina com relevante papel anti-
inflamatoério. Uma meta-analise avaliando estudos conduzidos em populaces
diversas, que compararam as frequéncias genotipicas para SNP presentes no gene
da adiponectina entre individuos com e sem o diagnéstico de DM2, encontrou maior
prevaléncia do gendtipo GG e GC para o SNP -11377C>Gindicando assim,
predisposicao de individuos portadores desses genétipos para o desenvolvimento de
DM2 (HAN et al., 2011). Outro estudo caso-controle de DM2, realizado com adultos
e idosos residentes da mesma regido da Tunisia, verificou maior chance de DM2
entre os portadores do alelo G para o SNP -11377 C>G e do alelo A para o SNP -
11391 G>A, num modelo aditivo(MITIRAOUI et al., 2012), nesse mesmo estudo,
blocos haplotipicos formados pelos SNP rs1681194/rs17300539/rs266729
(haplotipos 222 e 212) e pelos SNP rs2241766/rs1501299/rs2241767/rs3774261
(haplotipo 2221) presentes no gene da adiponectina foram associados a maior
chance de desenvolver DM2 . Warodomwichit et al. (2009), em um estudo transversal
com 1083 adultos (com 49 anos de idade em média) participantes do estudo
GOLDN, constataram que individuos AA+AG para o SNP -11391 G>A apresentaram
maior concentragdo de adiponectina, menor circunferéncia da cintura e IMC e
reducdo da prevaléncia de IR (medida pelo HOMA-IR). Quando avaliados sobre a
interacdo SNP-dieta, apenas os individuos AA+AG apresentaram risco reduzido para

obesidade no percentil mais elevado de ingestdo de AGMI. Por sua vez, usando
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dados provenientes do estudo de intervengdo “MARINA” (Londres, Reino Unido),
investigando a resposta de individuos de diferentes faixas etarias (entre 45 e 70
anos) e genotipos a suplementacdo de EPA e DHA (1,51:1), cujas doses diarias
variavam entre 0,45g, 0,9g e 1,8g, segundo a concentracdo plasmatica de
adiponectina, Alsaleh et al. (2013), constataram que individuos homozigotos para o
alelo T do SNP +45 T>G, com idade acima de 58 anos, suplementados com uma
dose de 1,8 g/dia (durante 12 meses) de EPA + DHA (1,51:1) apresentaram

aumento de 22% na concentracao plasmatica de adiponectina.
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2 JUSTIFICATIVA

As mudancas no padrao alimentar da populacdo mundial decorrente do
fendmeno da transi¢ao nutricional acarretaram aumento da ingestdo de AGS, AGT e
n-6 e diminuicdo da ingestdo de n-3. A ingestdo elevada de AGS e AGT, somada a
uma razado n-6/n-3 elevada, estdo relacionados ao surgimento de inflamacao
sistémica, cronica e de baixa intensidade, com aumento da concentracao plasmética
de biomarcadores inflamatorios, e consequente elevacdo do risco cardiovascular e
outras doencas metabdlicas associadas. Entretanto, sabe-se que variacdes
genéticas, como os SNP, podem interferir na relacdo entre um determinado padrao
alimentar e resposta inflamatéria, provocando resultados inconclusivos em alguns

estudos.

Assim, faz-se necessaria a realizacdo de estudos que associem fatores
genéticos, dieta e biomarcadores inflamatoérios, visando auxiliar a compreensédo de
variagbes na resposta individual a um determinado padréo dietético, para,
futuramente, contribuir na determinacdo de recomendacfes de ingestdo diaria de
macronutrientes e de micronutrientes de uma determinada populacdo em funcdo da

sua constituicdo genética.

Soma-se a isto o fato de que este € um estudo de base populacional, com a
realizacdo de inquéritos domiciliares conduzidos periodicamente e com uma amostra
representativa da populacéo residente na area urbana do municipio de Sédo Paulo.
Desse modo, a realizacdo do presente estudo é de grande relevancia tendo em vista
a auséncia de estimativas nacionais baseadas em amostras da populagao geral,
com representatividade, em relacdo a frequéncia de SNP presentes nos genes da
adiponectina, TLR-4, IL-1B e IL-6. Além de avaliar a contribuicdo dos SNP dos
genes de adiponectina, TLR-4, IL-1B8 e IL-6 para o desenvolvimento da inflamacao
cronica de baixa intensidade, a avaliacado da ingestao alimentar, realizada por R24h,
no estudo ISA-Capital, permitira investigar, também, a influéncia da ingestdo de
lipideos sobre a concentracdo plasméatica de biomarcadores inflamatérios nos

diferentes gendétipos estudados.
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3 HIPOTESE DO ESTUDO

A presenca dos SNP relacionados aos genes da adiponectina, TLR-4, IL-13 e

IL-6 e a ingestéo de lipidios influenciam a resposta inflamatoria.
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4 OBJETIVOS

4.1

Objetivo geral

Verificar a associacdo de SNP relacionados aos genes da adiponectina, TLR-

4, IL-1B e IL-6 e da ingestdo de lipidios com o padrdo inflamatério sistémico,

baseado na concentracdo plasmatica de onze biomarcadores inflamatorios em

estudo de base populacional — ISA-Capital.

4.2

Objetivos especificos

Verificar a associacdo de SNP relacionados aos genes da adiponectina, TLR-
4, IL-1B e IL-6 com o padrao inflamatério sistémico (baseado na concentracao
plasmatica de adiponectina, IL-183, IL-6, IL-8, IL-10, IL12p70, CCL2, PCR,
TNF-a, molécula de adeséo intercelular solivel (sICAM-1) e molécula de
adesdo de células vasculares soluvel (sVCAM-1)).

Verificar a associacao da ingestdo de lipidios, avaliada por meio do perfil de
AG plasméticos, com o padréo inflamatorio sistémico.

Avaliar a interacdo entre o perfil de AG plasméticos e SNP relacionados aos
genes da adiponectina, TLR-4, IL-18 e IL-6 sobre as chances para

desenvolver um padrao inflamatorio sistémico.



34

5 METODOS

O presente estudo tem delineamento transversal, de base populacional,
realizado por meio de inquérito domiciliar. Foram utilizadas amostras de DNA e de
plasma e dados oriundos do projeto “Homocisteina, polimorfismos do gene MTHFR,
fatores dietéticos e risco cardiovascular: estudo de base populacional — ISA-Capital”,
o qual foi financiado pelo CNPq (processo no. 461176/2008-0) e pela FAPESP
(processo no. 2009/15831-0).

5.1 Plano amostral

O estudo ISA-capital 2008/2010 tem amostragem estratificada, por
conglomerados, em dois estagios: setores censitarios e domicilio. No primeiro
momento, 70 setores censitarios foram sorteados aleatoriamente entre todos os
setores censitarios da cidade de S&o Paulo segundo a Pesquisa Nacional por
Amostra de Domicilios (PNAD). Na segunda etapa do processo de amostragem, 0s
domicilios foram selecionados, também aleatoriamente, de forma a compor uma
amostra de 1102 individuos a cima de 19 anos, de ambos 0s sexos, que

respondessem ao inquérito de saude.

As informag6es sobre hébito de fumar, etilismo, préatica de atividade fisica e
raca (autorreferida), utilizadas no presente projeto, foram obtidas nos domicilios, por
meio de questionarios aplicados por entrevistadores previamente treinados,
respondidos pelos moradores sorteados. O questionario abrangia questdes sobre
variaveis demograficas, socioeconémicas, de estilo de vida (atividade fisica, pelo
Questionario Internacional de Atividade Fisica longo, tabagismo e etilismo),
morbidade referida, histéria familiar de doencas, uso de suplementos e

medicamentos.

Entre os individuos que responderam ao inquérito de saude, 750 foram
aleatoriamente selecionados para realizar a coleta de sangue, medidas
antropométricas e de pressao arterial. Desses 750, aqueles com idade =19 anos e

<60 anos (n=301) foram incluidos no presente estudo. O tamanho minimo de 300
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individuos possibilita estimar uma prevaléncia de 0,5 com erro de 0,07, niveis de
confianga de 95% e um efeito de delineamento de 1,5.

Entre 2008 e 2009, todos os individuos incluidos nesse estudo participaram
da coleta de dados dietéticos por meio de R24h, utilizando o método Multiple Pass
Method (MOSHFEGH et al.,, 2008). Para padronizacdo da coleta de dados foi
realizado o treinamento dos entrevistadores para a correta utilizacdo do formulario
padrao para aplicacdo do R24h. Entre o final de 2009 e 2010, o segundo R24h foi
feito por telefone em 92% da amostra (n=276), baseando-se no Automated Multiple-
Pass Method, por estudantes de graduacao de nutricdo ou nutricionistas, juntamente

com o agendamento da coleta de sangue.

Como critério de exclusdo para as analises do presente projeto, todos o0s
individuos que relataram fazer uso de medicamentos anti-inflamatérios,
antirretrovirais e inibidores da absor¢ao de lipideos no momento da coleta de sangue
foram excluidos da amostra, sendo que a amostra final foi de 281 individuos.

5.2 Avaliagdo antropométrica

Para avaliacdo do peso corporal foi utilizada uma balanca eletrénica do tipo
plataforma, com capacidade para 150 kg, sensibilidade de 100 gramas, da marca
TANITA® (Tanita, Tokyo, Jap&o). Os individuos foram pesados com roupas leves e
descalcos, posicionados em postura ereta, com 0s pés inteiramente compreendidos
na plataforma da balanca, de forma paralela, com bragos ao longo do corpo e olhar
no horizonte. Para a afericdo da altura foi utilizado um estadibmetro com escala em
milimetros, da marca Seca bodymeter 208® (SECA, Hambugo, Alemanha), o qual foi
fixado na parede. As medidas de altura e peso foram utilizadas para o célculo de
IMC, segundo a seguinte formula: Peso (Kg)/altura(m)2. A medida da circunferéncia
da cintura foi realizada com a fita métrica posicionada sobre o ponto médio entre o
altimo arco costal e a crista iliaca do individuo em pé, com a leitura feita no momento
da expiracdo. Estes dados foram coletados por pesquisadores de campo

previamente treinados.
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5.3 Afericdo da pressao arterial

A pressao arterial foi obtida por meio de aparelho automatico (Omron model
HEM-712C, Omron Health Care, Inc, USA). Trés medidas de pressao arterial foram
realizadas com adequacao do manguito a circunferéncia braquial. Os valores finais
de presséo sistolica e diastélica (em mmHg) foram considerados aqueles que

representam a meédia aritmética das duas ultimas medidas.

5.4 Andalise da dieta

Os dados obtidos a partir dos R24h foram transformados em energia e
nutrientes pelo programa Nutrition Data System for Research (NCC, Minessota,
USA). Este software considera os valores dos nutrientes a partir da USDA National
Nutrient Database for Standard Reference para o célculo de ingestéo alimentar.

Para permitir a estimativa do consumo dietético habitual utilizando o R24h, é
necessario remover a variabilidade intrapessoal, que infla a distribui¢édo, distorcendo
as medidas percentilares obtidas e atenuando as medidas de efeito (BEATON,
1994). Este ajuste foi feito pelo método Multiple Sourse Method, o qual utiliza a

metodologia proposta por Haubock et al.(2011).

Os individuos com ingestdo de energia abaixo do percentii 1 e acima do
percentil 99 da distribuicdo foram excluidos da analise, para eliminar a sub e
superestimacdo do consumo alimentar. O ajuste pela energia foi realizado por

porcentagem da Kcal total da dieta.

5.5 Coleta e processamento das amostras de material bioldgico

Os individuos foram instruidos a realizar jejum de 12 h. Anteriormente a coleta
de sangue, foi preenchido um “controle da coleta domiciliar’, que entre outras
guestdes, abrangia informacdes sobre uso de medicamento. A coleta de sangue foi
realizada por profissionais especializados, com utilizacdo de materiais descartaveis,

no domicilio dos participantes, com agendamento prévio, de acordo com a
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disponibilidade dos mesmos, condicionada a assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido pelo participante ou responsavel legal (ANEXO 1). Foram
coletados 20 mL de sangue, em tubos secos e com acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), por meio de puncao venosa. Os tubos foram armazenados em isopor com
gelo reciclavel e transportados a Faculdade de Saudde Publica - USP.
Posteriormente, 15 mL do sangue periférico foram centrifugados e processados em
aliquotas de soro e de plasma e, em seguida, armazenados em freezer (-80 °C).
Para o processo de extracdo do DNA, foi utilizado o sangue restante (5 mL) coletado

em tubos contendo o anticoagulante EDTA.
5.5.1 Uso de Medicamentos

Os nomes dos medicamentos em uso no dia da coleta de sangue foram
tabulados e, com base nas informagbes contidas nas bulas, categorizados por
classe terapéutica. Aqueles individuos que estavam em uso de medicamentos com
acao antiinflamatoria (incluindo suplementacéo de 6leo de peixe), antirretroviral ou

inibidores da absorc¢éo de lipidios foram excluidos da amostra (n=20).
5.5.2 Andlise de biomarcadores inflamatorios

As concentracdes plasmaticas dos biomarcadores inflamatérios IL-1, IL-6, IL-
8, IL-10, TNF-a, IL-12p70, adiponectina, CCL2, sICAM-1 e sVCAM-1 foram
determinadas com o auxilio do kit Multiplex para imunoensaio (Milliplex, Merck
Millipore, MA, USA). Essa tecnologia utiliza microesferas identificadas por graduagéo
de cores (criada por proporcdes precisas de dois fluoroforos) e revestidas com
anticorpos especificos para cada um dos biomarcadores inflamatorios, de forma que
cada coloracdo de esfera é capaz de capturar um biomarcador. Apos serem
expostas as amostras de plasma, as esferas se ligam aos seus respectivos analitos
e, em seguida, reagem com o0 anticorpo secundario, o qual € marcado com
ficoeritina, emitindo fluorescéncia diretamente proporcional a quantidade de analito
capturado. O aparelho que realiza a leitura dessa fluorescéncia é capaz de
identificar a microesfera pela graduacdo de cor e quantificar essa fluorescéncia
(baseando-se em uma curva padrdo), emitindo, automaticamente, uma planilha com

o nome dos biomarcadores inflamatorios e sua concentracdo para cada amostra.
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Para a dosagem da PCR, foi utilizada a técnica de turbidimetria cinética, utilizando o
kit IMMAGE® (Beckman Coulter, Brea, CA).

5.5.3 Andlise de lipoproteinas do plasma

A concentracdo de triacilglicerol plasmatico, colesterol total, colesterol
associado a lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e o colesterol associado a
lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foram dosados pelo laboratério VITAE, por
meio de um ensaio colorimétrico enzimatico, usando o equipamento Roche Modular

Auto Analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim, EUA).
5.5.4 Andlise dos acidos graxos do plasma

A etapa de extracdo dos AG do plasma foi realizada pela adigcdo de 1 mL de
solucdo Metanol/Cloroférmio HPLC (proporcédo 2:1) a 200 yL de amostra, seguida de
centrifugagcéo a 20.000 rpm, por 20 minutos. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante
foi transferido para um tubo PYREX. Esse procedimento foi repetido mais trés vezes,
sendo o0s sobrenadantes obtidos em cada lavagem agregados e secos em
concentrador de amostras (LABCONCO, Kansas City, USA).

Apbés passarem pelo procedimento de secagem, as amostras foram
submetidas a etapa de esterificacdo dos AG. Essa etapa consiste na adicdo de 0,5
mL de hexano HPLC, e 125 uL de metéxido de sédio, seguida de sonicacéo por 20
min. Em seguida, adiciona-se 2,5 mL de solu¢do de NaCl saturada, sendo a amostra
mantida em repouso por 10 mim. Ao término do repouso, adiciona-se 1 mL de
hexano PA seguido por agitacdo em vortex, durante 30 seg. O sobrenadante (fase
hexéanica) é transferido para um tubo PYREX. A adicdo de hexano e extracdo da
fase hexanica foi realizada 4 vezes antes do total dos sobrenadantes agregados
serem secos e concentrados (LABCONCO, Kansas City, USA).

ApOs completa secagem, as amostras, agora contendo AG esterificados,
foram ressuspensas em 0,25 mL de hexano HPLC, sonicadas durante 5 min e
filtradas (Milipore; 0,22um) diretamente no vial, para serem posteriormente injetadas

no cromatografo a gas para deteccao de ionizacdo de chama.
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O cromatografo a gés utilizado foi um modelo Shimadzu, CG-2010, equipado
com uma coluna capilar DB-FFAP (15 m x 0,200 mm x 0,10 um - J and W Scientific,
Agilent Technologies). Como gas de arraste, foi utilizado hidrogénio com fluxo de
0,27 mL/min, com vazao de 35 cm/s e pressao de 187,8 kPa. As taxas de fluxo de ar
sintético de 300 mL/min, N, e H, foram de 30 mL/min. As temperaturas do injetor e
do detector foram ajustadas para 250 °C e 260 °C, respectivamente. A programagao
de temperaturas da coluna foi de 100 °C inicial, com retencdo de 0,5 min, rampa de
25 °C/min a 195 °C, 3 °C/min a 205 °C, 8 °C/min a 230 °C, com retencdo de 4 min,
50 °C/min a 245 °C, retendo por 0,5 min. A razdo Split utilizada no injetor foi de
1:150. O volume de injecao foi de 2 uL, em injetor automético AOC 20i.

Para determinacéo do perfil de AG foi utilizado um padrédo externo composto
de uma mistura de 37 ésteres metil de AG (FAME 37, codigo 47885, Sigma
Chemical Co). Os AG foram identificados por meio da comparacao dos tempos de
retencdo do padrdo externo com as amostras e sua quantificacéo foi realizada por
meio de padrao interno methyl tricosanoate (C23:0, T9900, Sigma Chemical Co). Os
AG analisados foram: miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1 n-7),
estearico (C18:0), oleico (C18:1 n-9), linoleico (C18:2 n-6), a-linolénico (C18:3 n-3),
dihomo-y-linoleico (C20:3 n-6), AA (C20:4 n-6), EPA (C20:5 n-3), docosapentaenoico
(DPA ou C22:5 n-3) e DHA (C22:6 n-3). Os resultados foram expressos como

percentual total de AG presentes na amostra.

A partir dos AG do plasma analisados, foram agrupados em: AGS
(C14:0+C16:0+C18:0), AGMI (C16:1 n-7 + C18:1 n-9), AGAI n-3 (EPA+DPA+DHA),
n-6 (C18:2 n-6+AA), n-3 (C18:3 n-3+AGAI n-3) e AGPI (n-6+n-3). A partir das
fracbes de AG do plasma, também foram analisadas as seguintes razées: n-6/n-3,
AGS/n-6, AGS/n-3, AGS/AGPI, AA/EPA, C16:1/C16:0 (atividade estimada da enzima
estearoil CoA Dessaturase (SCD), designada SCD-16), C18:1/C18:0 (atividade
estimada da enzima SCD, designada SCD-18), C20:3 n-6/C18:2 n-6 (atividade
estimada da enzima delta-6-dessaturase (D6D)), AA/C20:3 n-6 (atividade estimada

da enzima delta-5-dessaturase (D5D)).
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5.5.5 Genotipagem

5.5.5.1 Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido do sangue total utilizando-se o método de
salting out, descrito por Miller et al. (1988). Apds a extracdo, a integridade do DNA
foi visualizada em gel de agarose 1% e sua concentragéo foi obtida por leitura em
espectrofotometro Nanodrop 8000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

5.5.5.2 Genotipagem

Foi realizada a genotipagem dos SNP descritos no Quadro 1. Todas as
etapas do ensaio de genotipagem foram realizadas pela empresa Helixxa
Importacdo, Exportacdo e Servicos Gendmicos Ltda (Campinas, SP), a qual realizou
a quantificacdo do DNA extraido de 302 amostras de sangue total humano, o qual foi
coletado com o anticoagulante EDTA. Posteriormente, foi realizado o ensaio de
genotipagem por meio do sistema Tagman Open Array (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA), Cabe destacar que o ensaio em questao contou

com 20% de repeticbes das analises dos SNP.

O sistema Tagman® Open Array® (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA) fundamenta-se no método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real, utilizando sondas Tagman® de sequéncias especificas. As sondas séo
oligonucleotideos especificos para uma dada sequéncia do DNA que sera
amplificado, no caso, para um SNP de interesse. Localizadas nas extremidades da
sonda estdo um fluoréforo (na regido 5 da sonda), sendo denominado como
molécula repérter ou doadora, e uma molécula quencher (localizado na regido 3’ da
sonda). A molécula reporter doa energia na forma de luz que é captada pela
molécula quencher, que neutraliza a fluorescéncia emitida. Durante o ensaio da PCR
em tempo real, a sonda hibridiza a sequéncia complementar com o alelo do SNP de
interesse na fita simples do DNA em amplificacdo. A enzima Taq DNA polimerase
cliva essas sondas hibridizadas, degradando-as. Portanto, ocorre a separacao da
molécula quencher da molécula repoérter, aumentando exponencialmente a
fluorescéncia, que uma vez gerada é detectada pela plataforma instrumental,
indicando a presenca do alelo na amostra. Quando a sonda nao possui uma ligacéo

perfeita com a regido de interesse do DNA amplificado ndo ha clivagem pela enzima
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Taqg DNA polimerase e, dessa forma, ndo h4 emissao de fluorescéncia. O sistema
Tagman® Open Array® apresenta automatizacdo de Varios processos descritos
acima, possuindo uma baixa manipulacdo e diminuindo a chance de erros da
analise. Aléem disso, utiliza tecnologia para realizar analises com um volume na
ordem de nanolitros, o que reduz a quantidade de amostra necessaria para a

andlise, bem como possibilita a realizagdo de um ensaio com maior precisdo e

rapidez.

Quadro 1. Descricdo dos SNP do projeto.

Gene Simbolo | Polimorfismo | Localizagéo dbSNP
Adiponectina ADIPOQ | —11377 C—G | Regido regulatoria rs266729
Adiponectina ADIPOQ | -11391 G—A | Regido regulatoria | rs17300539
Adiponectina ADIPOQ | -7734 C—A | Regido regulatéria | rs16861209
Adiponectina ADIPOQ | +276 G—T intron rs1501299
Adiponectina ADIPOQ +45 T-G Exon rs2241766

Interleucina-13 IL1B -1473 G—C | Regido regulatéria rs1143623
Interleucina-13 IL1B -511 G—A | Regido regulatdria rs16944
Interleucina-13 IL1B -31 T-C Regido regulatoria rs1143627
Interleucina-13 IL1B +3966 C—-T Exon rs1143634
Interleucina-13 IL1B +6054 G—A intron rs1143643
Interleucina-6 IL-6 -596 A—G | Regido regulatoria rs1800797
Interleucina-6 IL-6 -572 G—C | Regido regulatoria rs1800796
Interleucina-6 IL-6 -174 G—C | Regidoregulatoria |  Rs1800795
Receptor do tipo Toll 4| TLR4 +896 A—G Exon rs4986790
Receptor do tipo Toll4| TLR4 +1196 C—T Exon rs4986791
Receptor do tipo Toll 4| TLR4 Intronic G—A intron rs5030728
Receptor do tipo Toll 4| TLR4 +3725 G—-C Exon rs11536889

5.6 Analise estatistica

O teste do qui-quadrado com correcdo de continuidade foi realizado para
determinar se a distribuicdo genotipica da populacdo seguia o equilibrio de Hardy-
Weinberg. Para determinacdo do desequilibrio de ligacdo entre SNP de um mesmo
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gene e estimativa de blocos haplotipicos foi utilizado o software Haploview, verséo
4.2 (Broad Institute, Boston, EUA).

Os biomarcadores inflamatorios PCR, IL-18, IL-6, IL-8, IL-12, adiponectina e
os AG C14:0, C16:1 foram transformados por logaritmo na base neperiana (Logn)

para assumirem distribuicdo gaussiana.

Para analisar a associacdo entre SNP e concentracdo plasmatica de
biomarcadores inflamatoérios foi realizada uma analise de regressao linear multipla,
ajustada por idade, IMC, sexo, habito de fumar, ingestdo de alcool e pratica de
atividade fisica moderada, considerando a concentracdo dos biomarcadores
inflamatérios como desfecho e a variavel SNP como exposicao principal. A variavel
SNP foi inserida na analise como dicotémica, seguindo modelo recessivo, quando a
categoria homozigoto recessivo correspondia a menos de 10% da amostra total. A
variavel SNP foi inserida na andalise com trés categorias, seguindo modelo aditivo,
guando a categoria homozigoto recessivo correspondia a mais de 10% da amostra

total.

Para verificar a correspondéncia entre a ingestdo de AG — medida por meio
de R24h — e o perfil de AG do plasma foi realizado o teste de correlagéo parcial de
Pearson, ajustado para sexo, fumo, lipidios totais da dieta e valor cal6rico total
(VCT) da dieta, segundo Hodson et al. (2008).

A correlacéo entre o perfil de AG do plasma e a concentracdo plasmatica de
biomarcadores inflamatérios foi estimada pelo coeficiente de correlacdo parcial de
Pearson, o qual foi ajustado por idade, IMC, sexo, habito de fumar, ingestdo de
alcool e prética de atividade fisica moderada.

Aqueles individuos que apresentaram concentracdo plasmatica de
biomarcadores inflamatorios acima do percentil 99 foram considerados valores

outliers (n=19) e excluidos das analises subsequentes.

Com o auxilio de uma andlise multivariada de Cluster (K-means) sobre os
dados normalizados dos biomarcadores inflamatérios (k=11) foi possivel agrupar os
individuos (n=262) em dois grupos, de acordo com o padrao inflamatoério sistémico

dos mesmos: “ndo inflamados” (n=169) e ‘“inflamados” (n=93). Essa variavel
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dicotbmica foi utilizada nas andlises seguintes. Para a comparacdo entre os dois
grupos foram utilizados o teste x* para variaveis categoricas e o teste t de Student,

para variaveis continuas.

Para responder ao segundo objetivo especifico, os individuos foram
estratificados segundo gendtipo (modelo recessivo) e foi empregada uma andlise de
regressao logistica, considerando a variavel “padrao inflamatério” como desfecho e o
perfil de AG do plasma como exposicdo principal, ajustada por sexo, idade
(categorizada por intervalos de 10 anos), IMC (categorizado pelo ponto de corte de
28,9 Kg/m2, o qual delimita risco para desenvolvimento de Rl segundo Stern et al.
(2005)) e fumo. Para tanto, os niveis de cada fracdo de AG do plasma foram
dicotomizados pela mediana. Para verificar a interacdo entre SNP e AG do plasma,
foi adicionado um termo de interacdo (produto entre SNP e AG plasma
dicotomizado) no modelo ajustado. Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes quando o valor de p era menor que 0,05.

5.7 Aspectos éticos da pesquisa

O estudo que originou os dados para o presente projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Saude Publica-USP, protocolo de
pesquisa numero 2001. O projeto citado foi elaborado respeitando o0s aspectos
éticos e requisitos da resolucédo 196/96 e garantindo a confidencialidade dos dados.
A participacao foi voluntaria, apés consentimento esclarecido (Anexol). O presente
projeto ndo prevé coleta de dados adicionais, mas sim andlises distintas das

previstas no projeto original.
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6.1 Caracterizacao da populacao
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Tabela 1. Caracterizacdo da populagéo, ISA-capital 2008-2010, S&o Paulo.

Variaveis n total
Idade 281 40 (20 - 59)
Sexo
Masculino (%) 281 37,7
Feminino (%) 281 62,3
IMC (Kg/m2) 278 26,3 (5,5)
<18,5 3,2
18,5 e <25 43,9
225 e <30 31,7
=30 21,2
Circunferéncia da cintura (cm) 256 91,9 (14,2)
PAS (mm/Hg) 281 119,9 (17,0)
PAD (mm/Hg) 281 75,6 (12,7)
HDL-c (mg/dL) 278 47,4 (12,0)
LDL-c (mg/dL) 279 111,1 (33,4)
Colesterol Total (mg/dL) 278 185,0 (39,8)
TG (mg/dL) 278 106 (23 — 554)
Fumantes (%) 281 24,6
Consumidores de alcool (%) 281 53,0
Praticantes de atividade fisica 281 11,7
moderada (%)
Raca 281
Branco (%) 59,4
Negro (%) 5,7
Pardo (%) 33,5
Outros (%) 1.4
Consumo alimentar
Valor calérico total (Kcal) 280 1700 (609 — 4798)
Lipideos () 280 60,2 (10,6 — 176,2)
AGS (9) 280 19,2 (3,2 - 65,4)
AGMI () 280 21,2 (2,4-75,1)
AGPI (g) 280 13,7 (3,0 -57,7)
n-6 (g) 280 12,0 (2,5 -52,11)
n-3 (g) 280 1,60 (0,36 — 6,02)
EPA (9) 280 0,01 (0,00 - 0,82)
DHA (9) 280 0,02 (0 —1,56)
Carboidratos (g) 280 209 (37 — 658)
Proteina () 280 72,5 (18,1 — 237,4)
Fibras (g) 280 11,0 (1,6 — 46,0)
Sadio (mg) 280 2975 (955 — 9995)
Colesterol (mg) 280 210 (0 —1098)

HDL-c — colesterol contido na lipoproteina de alta densidade; IMC — idice de massa corporal; LDL-c —
colesterol contido na lipoproteina de baixa densidade; PAD — Presséo arterial diastolica; PAS —
Presséo arterial sistdlica; TG - triacilglicerol. Valores expressos em média (DP) ou mediana (min-max)
para variaveis continuas e valores expressos em porcentagem para variaveis categdricas.
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A tabela 1 apresenta medidas centrais e de dispersao para idade, IMC,
circunferéncia da cintura, pressdo arterial sistolica (PAS) e diastélica (PAD) da
populacdo adulta participante do estudo ISA-capital 2008-2010. Além disso,
prevaléncias de sexo, raca, categorias de IMC, habito de fumar, consumo de alcool

e pratica de atividade fisica moderada estdo expressas em porcentagem.

A frequéncia alélica e genotipica da populacdo considerou de 294 a 301
individuos, conforme o sucesso da genotipagem de cada SNP. As frequéncias, bem
como o valor de x* para determinagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg estéo
descritos na tabela 2. Cabe destacar que todos os SNP descritos na tabela 2 estéo
em equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabela 2. Frequéncia genotipica e alélica dos SNP presentes nos genes da

adiponectina, TLR-4, IL-1f e IL-6 na populacéo, ISA-capital 2008-2010, S&o Paulo.

SNP (n) rs Gendtipo (%) Alelo (%) x? (EHW)
TLR-4 (296) 4986791 CC(93,9); CT(6,1) C(97,0); T(3,0) 2,19
TLR-4 (296) 4986790 AA(90,2); AG(9,8) A(95,1); G(4,9) 2,10
TLR-4 (300) 5030728 AA(5,3); AG(44,3); GG(50,3) A(27,5); G(72,5) 3,99
TLR-4 (300) 11536889 CC(1,7); CG(18,3); GG(80,0)  C(10,8); G(89,2) 0,48
ADIPOQ (295) 2241766 GG(1,7); GT(23,4); TT(74,9) G(13,4); T(86,6) 0,12
ADIPOQ (298) 16861209  AA(2,0); AC(24,5); CC(73,5) A(14,3); C(85,7) 0,06
ADIPOQ (298) 17300539  AA(0,7); AG(15,8); GG(86,5) A(8,6); G(91,4) 0,22
ADIPOQ (299) 266729 CC(57,5); GC(33,1); GG(9,4)  C(74,1); G(25,9) 5,39
ADIPOQ (298) 1501299  TT(11,4); GT(43,0); GG(45,6) T(32,9); G(67,1) 0,19
IL-18 (300) 1143627  CC(30,3); TC(49,0); TT(20,7) C(54,8); T(45,2) 0,03
IL-1B (300) 1143643 AA(8,7); GA(43,3); GG(48,0) A(30,3); G(69,7) 0,25
IL-1B (294) 1143634 CC(1,7); TC(34,7); TT(63,6) C(19,1); T(80,9) 5,06
IL-1B (301) 1143623 CC(56,8); CG(35,9); GG(7,3)  C(74,7); G(25,3) 0,64
IL-18(299) 16944 AA(19,1); GA(48,5); GG(32,4)  A(43,3); G(56,7) 0,04
IL-6 (299) 1800795 CC(64,9); CG(30,4); GG(4,7)  C(80,1); G(19,9) 0,49
IL-6 (298) 1800796 GG(79,9); GC(19,1); CC(1,0)  G(89,4); C(10,6) 0,21
IL-6 (300) 1800797 GG(65,7); GA(29,0); AA(5,3) G(80,2); A(19,8) 2,06

ADIPOQ - gene da adiponectina; EHW — Equilibrio de Hardy-Weinberg; IL- Interleucina; rs — Registro
do SNP; TLR — Receptor do tipo Toll. Frequéncias genotipicas e alélicas representadas em
porcentagem entre parénteses. Ultima coluna apresenta os valores de Qui-quadrado para o teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg. Considerando nivel de significancia 0,05 e 2 graus de liberdade. SNP
que apresentarem x° maior gue 5,991 nao estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As figuras de 1 a 4 foram obtidas por meio do uso do software Haploview,

versao 4.2 (Broad Institute, Boston, EUA) e mostram o valor do desequilibrio de
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ligacdo (R?), bem como a formacdo de blocos de haplotipos e suas frequéncias na
populacao, entre os SNP de cada gene do presente projeto. Vale destacar que os
SNP com desequilibrio de ligagao maior que 0,80 foram considerados “tag SNP” e,
portanto, apenas um foi escolhido para participar das analises subsequentes. Neste
sentido, o SNP rs16944 do gene da IL-1B foi considerado tag SNP do SNP
rs1143627 e o SNP rs1800795 do gene da IL-6 foi considerado tag SNP do SNP
rs1800797.

-.__‘--‘
-

rs1143643
rs1143634 — |
rs1143627 .
rs16944
rs1143623

Block 2 {1 ki)

Block 1 (2 kh)

Block 1 Block 2

=l I—r| LR

GT .506 »TAG .251

AT 305 »CGC 50453

GC .191 +TAC .179
TGC .023

Figura 1. Desequilibrio de ligacédo (R?) entre os SNP do gene da IL-1B (n=301) e formagao de blocos
de haplétipos. Os valores dentro dos quadrados correspondem ao R2. Contornos com linhas pretas
delimitam os blocos haplotipicos e as frequéncias de cada bloco estdo descritas em ndameros cinza-

claro, ap6s a formacdéo alélica dos blocos.
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Figura 2. Desequilibrio de ligacédo (R?) entre os SNP do gene do TLR-4 (n=301) e formacao de blocos
de haplétipos. Os valores dentro dos quadrados correspondem ao R2,
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Figura 3. Desequilibrio de ligagdo (R?) entre os SNP do gene da adiponectina (n=301) e formacao de

blocos de haplotipos. Os valores dentro dos quadrados correspondem ao R2.
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Figura 4. Desequilibrio de ligagcdo (R?) entre os SNP do gene da IL-6 (n=301) e formacao de blocos

de haplétipos. Os valores dentro dos quadrados correspondem ao R2,

6.2 Associagdo entre SNP e concentracdo plasmética de biomarcadores

inflamatorios

Os SNP -7734 C>A (rs16861209) e -11391 G>A (rs17300539) do gene da
adiponectina foram associados a concentracao plasmatica de IL-1p, sendo que em
ambos o0s casos 0s portadores do alelo variante A apresentaram concentracao
plasmatica dessa citocina estatisticamente maior que aquela observada para os

individuos homozigoto dominantes (Tabela 3).

Com relacdo aos SNP localizados no gene do TLR-4 (Tabela 4) foi possivel
observar associacao entre os SNP +896 A>G (rs4986790) e +1196 C>T (rs4986791)
e a concentracdo plasmatica de sICAM-1, sendo que, em ambos 0S casos, 0S
individuos portadores dos alelos variantes G e T, respectivamente, apresentaram
concentracdo plasmatica aumentada desse biomarcador em comparacdo aos
individuos homozigoto dominantes. Ainda sobre o gene do TLR-4, o SNP +3725
G>C (rs11536889) foi estatisticamente associado a concentracdo plasmética de IL-6,
sendo que individuos GG apresentaram concentragdo plasmatica meédia
estatisticamente maior quando comparados aos individuos que carreavam o alelo C.
A Tabela 5 mostra os resultados para associacdo entre SNP do gene da IL-18 e a
concentracdo de biomarcadores inflamatorios. Nesse caso, os carreadores do

genotipo GG para o SNP -1474 G>C (rs1143623) apresentaram concentracao
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aumentada de sVCAM-1 em relacdo aos portadores do alelo recessivo. Os
individuos GG para o SNP -511 G>A (rs16944) apresentaram concentracao elevada

de CCL2 em comparacao com individuos homozigotos recessivos.

Nenhum SNP localizado no gene da IL-6 apresentou associacao
estatisticamente significante com a concentracdo dos biomarcadores inflamatérios
(Tabela 6).
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Tabela 3. (Continua) Concentracao plasmética de biomarcadores inflamatorios segundo SNP presentes no gene da Adiponectina,

ISA-capital 2008-2010, Sao Paulo.

-11377 C>G (1s266729)

+45 T>G (rs2241766)

-7734 C>A (rs16861209)

Biomarcadores CcC CG+GG TT TG+GG CcC CA+AA
inflamatdrios (n=163) (n=115) p (n=206) (n=69) p (n=204) (n=74) p
PCR (mg/L) 2,0 (0,2 - 28,4) 2,2(0,2-9,4) 0,831 2,2(0,2-28,4) 2(0,2-11,4) 0,800 2,0(0,2-28,4) 24(0,2-9,4) 0,850
TNF-a (pg/mL) 5,0 (1,9) 4,7 (1,9) 0,253 4,8 (1,9) 5,0 (1,8) 0,581 4,9 (1,9) 4,9 (2,0) 0,964
IL-8 (pg/mL) 2,5 (0,6 - 13,6) 2,3(0,2-9,4) 0,247 2,5(0,2-13,6) 24(06-114) 0435 25(0,2-136) 25(0,35-9,4) 0,631
IL-6 (pg/mL) 2,0 (0,2 - 23,9) 2,0(0,1-285) 0,379 2,0(0,1-26,0) 19(0,1-285) 0683 20(0,1-285 1,9(0,2-26,0) 0,992
IL-1B (pg/mL) 0,41 (0,01-576) 0,34(0,01-3,36) 0098 *37(0.01-3,36) 041(003-576) 0124 0’3;(7%')0 . 0,50 (0,03 - 3,30) 0,034
IL-12 (pg/mL) 4,2 (0,1-33,7) 36(0,2-741) 0,181 3,7(0,1-74,1) 42(0,2-190) 0865 39(0,2-74,1) 39(0,1-63,1) 0,125
IL-10 (pg/mL) 17,9 (11,1) 17,4 (11,7) 0,532 17,1 (11,0 19,2 (11,5) 0,154 17,5 (11,4) 18,2 (11,2) 0,445
CCL2 (pg/mL) 213 (94) 211 (83) 0,884 208 (88) 220 (92) 0,310 207 (88) 222 (91) 0,409
Adiponectina 59(16-295) 7.2(1,6-237) 0,090

(ng/mL) 6,2 (1,6 — 3,0) 6,6 (1,6-2,8) 0,960 6,4(1,6-295 6,7(20-281) 0,401
wﬁ[ﬂ) ' 880 (247) 884 (213) 0,891 880 (247) 884 (213) 0431 ggo (247) 884 (213) 0,411
?rllgﬁnl\ﬂ)l 154 (73) 139 (60) 0,109 154 (73) 139 (60) 0642 154 (73) 139 (60) 0,672

IL — interleucina; CCL2 — Quimiocina C-C motif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; SICAM-1 — Molécula de adesao intercelular soluvel; sVCAM-1 — Molecula
de adesdo de células vasculares soluvel; TNF — Fator de necrose tumoral. Analise de Regressdo linear multipla, ajustada por idade, IMC, sexo, raca,
ingestéo de alcool, fumo e atividade fisica. Valores em negrito destacam diferengas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05).
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Tabela 3. (Continuacdo) Concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatorios segundo SNP presentes no gene da
adiponectina, ISA-capital 2008-2010, S&o Paulo.

-11391 G>A (rs17300539) +276 G>T (rs1501299)

Biomarcadores inflamatérios GG (n=229) GA+AA (n=48) p GG (n=128) GT (n=119) TT (n=31) p

PCR (mg/L) 2,1(0,2-28,4) 1,9(0,2-68) 0502 2,2(0,2-284) 19(0,2-28,4) 2(0,2-71) 0,546
TNF-a (pg/mL) 4,8 (1,8) 4,8 (2,0) 0,504 4,9 (2,0 4,8 (1,9) 4,7 (1,7) 0,707
IL-8 (pg/mL) 2,5(0,2 - 13,6) 26(1,1-6,8) 0921 25(0,4-13,6) 2,4 (0,2 -9,6) 2,2(0,9-4,9) 0,083
IL-6 (pg/mL) 21(0,1-285 19(0,4-26,0) 0,753 2,1(0,1-285) 19(,1-26,00 1,7(0,4-14,7) 0,279
IL-1B (pg/mL) 0,38 (0,01 - 5,76) 0,39 (0,03 - 3,26) 0,042 0,41 (0,03 - 5,76) 0,38 (0,01 - 3,36) 0,37 (0,03 - 1,85) 0,314
IL-12 (pg/mL) 40(,1-74,1) 33(0,2-63,1) 0300 39(2-741) 39(0,1-63,1) 3,4(0,8-20,7 0,377
IL-10 (pg/mL) 17,7 (11,4) 17,5 (11,3) 0,744 18,4 (12,0) 17,3 (11,3) 15,5 (3,3) 0,258
CCL2 (pg/mL) 209 (87) 221 (101) 0,734 227 (93) 197 (88) 205 (75) 0,113
Adiponectina (pg/mL) 6,3(1,6-29,5 7,3(2,0-28,1) 0,310 69(1,6-295) 6,4(19-28) 55(2,3-156) 0,072
sVCAM-1 (ng/mL) 880 (247) 884 (213) 0,830 889 (230) 862 (234) 941 (230) 0,625
sICAM-1 (ng/mL) 154 (73) 139 (60) 0,421 149 (72) 147 (67) 148 (53) 0,733

IL — interleucina; CCL2 — Quimiocina C-C maotif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; SICAM-1 — Molécula de adeséo intercelular solavel; sVCAM-1 — Molecula
de adesdo de células vasculares soluvel; TNF — Fator de necrose tumoral. Analise de Regresséo linear mdltipla, ajustada por idade, IMC, sexo, raca,
ingestdo de &lcool, fumo e atividade fisica. Valores em negrito destacam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05).
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Tabela 4. (Continua) Concentragdo plasmética de biomarcadores inflamatérios segundo SNP presentes no gene do TLR-4, ISA-
capital 2008-2010, Sao Paulo.

+896 A>G +1196 C>T
(rs4986790) (rs4986791)
AA CcC
Biomarcadores inflamatorios (n=250) AG+GG (n=26) p (n=260) CT+TT (n=16) p
PCR (mg/L) 22(0,2-284) 18(0,2-13,7) 0971 22(0,2-284) 18(0,3-95) 0,684
TNF-a (pg/mL) 4,9 (2,0) 4,4 (1,4) 0,233 4,9 (1,9) 4,3(1,2) 0,192
IL-8 (pg/mL) 25(0,2-136) 25(11-49) 0454 24(0,2-136) 24(11-3,7) 0,351
IL-6 (pg/mL) 20@0,1-285 18(0,2-89) 0,361 20(0,1-285) 1,7(0,2-4,5) 0,302
IL-18 (pg/mL) 0,38 (0,01 -5,76) 0,37 (0,03-3,3) 0,740 0,38 (0,01-5,76) 0,41 (0,12 -3,3) 0,531
IL-12 (pg/mL) 39(0,1-741) 33(05-12,6) 0522 39(0,1-741) 3,2(0,6-12,6) 0,634
IL-10 (pg/mL) 18,0 (11,4) 15,7 (10,4) 0,284 17,9 (11,2) 16,2 (12,4) 0,400
CCL2 (pg/mL) 211 (91) 214 (72) 0,949 212 (90) 200 (74) 0,648
Adiponectina (pg/mL) 6,6 (1,6-281) 56(16-295 0872 6,4(1,6-29,5 6,1(2,2-239) 0,817
sVCAM-1 (ng/mL) 882 (230) 886 (276) 0,700 880 (230) 890 (284) 0,987
sICAM-1 (ng/mL) 144 (66) 181 (79) 0,008 145 (66) 183 (85) 0,013

IL — interleucina; CCL2 — Quimiocina C-C motif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; SICAM-1 — Molécula de adesao intercelular solivel; sVCAM-1 — Molecula
de adesdo de células vasculares soluvel;, TNF — Fator de necrose tumoral. Analise de Regressédo linear multipla, ajustada por idade, IMC, sexo, raca,
ingestdo de alcool, fumo e atividade fisica. Valores em negrito destacam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05).
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Tabela 4. (Continuacdo) Concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios segundo SNP presentes no gene do TLR-4,
ISA-capital 2008-2010, Sao Paulo.

Intronic G>A +3725 G>C
(rs5030728) (rs11536889)
GG

Biomarcadores inflamatorios (n=138) GA+AA (n=142) p GG (n=224) GC+CC (n=56) p
PCR (mg/L) 2,3(0,2-28,4) 2,0(0,2-284) 0,971 22(0,2-28,4) 1,7 (0,2-28,4) 0,700
TNF-a (pg/mL) 4,8 (1,8) 4,9 (2,0) 0,593 4,9 (1,9 4,7 (1,8) 0,351
IL-8 (pg/mL) 24(06-96) 25(02-13,6) 0,394 25(0,2-13,6) 2,2(06-9,4) 0,172
IL-6 (pg/mL) 1,9(0,1-285) 20(0,1-239) 0962 20(01-285) 1,8(0,1-20,7) 0,048
IL-18 (pg/mL) 0,4 (0,03 -3,3) 0,35(0,01-5,76) 0,540 0,38(0,01-5,76) 0,38 (0,03 -2,18) 0,133
IL-12 (pg/mL) 4101-74,1) 3,7(0,2-52,8 0,076 3,9(0,1-63,1) 36(0,2-741) 0,334
IL-10 (pg/mL) 17,7 (10,5) 17,6 (12,1) 0,871  18,0(11,6) 16,1 (10,1) 0,185
CCL2 (pg/mL) 207 (86) 216 (92) 0,540 213 (94) 205 (67) 0,606
Adiponectina (ug/mL) 6,6 (1,6-29,5 6,1(1,6-281) 0451 64(1,6-281) 65(2,1-295) 0,691
SVCAM-1 (ng/mL) 890 (236) 873 (230) 0,343 880 (225) 887 (262) 0,987
sICAM-1 (ng/mL) 149 (70) 147 (66) 0,492 152 (71) 131 (52) 0,054

IL — interleucina; CCL2 — Quimiocina C-C motif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; SICAM-1 — Molécula de adesao intercelular solivel; sVCAM-1 — Molecula
de adesdo de células vasculares soluvel;, TNF — Fator de necrose tumoral. Analise de Regressédo linear multipla, ajustada por idade, IMC, sexo, raca,
ingestdo de &lcool, fumo e atividade fisica. Valores em negrito destacam diferengas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05).
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Tabela 5. (Continua) Concentragdo plasmatica de biomarcadores inflamatorios segundo SNP presentes no gene da IL-1[3, ISA-

capital 2008-2010, Sao Paulo.

-1474 G>C +3933 C>T

(rs1143623) (rs1143634)
Biomarcadores inflamatérios GG (n=158) ~ GC+CC (n=122) p CC(n=168) CT+TT (n=106) p
PCR (mg/L) 2 (0,2 -28,4) 2,2(0,2-27,8) 0,781 2,1(0,2-27,8) 2 (0,2 -28,4) 0,332
TNF-a (pg/mL) 4,7 (1,8) 5,0 (2,0) 0,202 4,8 (1,8) 5,0(2,1) 0,570
IL-8 (pg/mL) 2,5(0,4-13,6) 24(0,2-94) 0549 24(0,2-11,4) 2,6(0,6-13,6) 0,293
IL-6 (pg/mL) 1,9(0,1-26) 21(0,1-285) 0327 1,9(0,1-28,5) 2,1(0,1-26) 0,950
IL-1B (pg/mL) 0,41 (0,01 - 3,36) 0,36 (0,03 -5,76) 0,505 0,4 (0,01 -3,3) 0,36 (0,03 - 5,76) 0,930
IL-12 (pg/mL) 34(02-741) 43(0,1-337) 0,233 3,8(0,1-741) 4(02-631) 0,585
IL-10 (pg/mL) 17,6 (11,4) 17.7(11,3) 0,640 17,6 (11,4) 17.7(11,4) 0,910
CCL2 (pg/mL) 209 (87) 215(93) 0,731 214 (96) 210(79) 0,916
Adiponectina (ug/mL) 62(1,6-281) 7(1,9-295 0,130 6,7 (1,6-29,5) 58 (1,6-27.6) 0,534
SVCAM-1 (ng/mL) 906 (226) 849 (238) 0,020 889 (239) 867 (213) 0,260
SICAM-1 (ng/mL) 151 (73) 143 (61) 0,161 149 (70) 146 (64) 0,487

IL — interleucina; CCL2 — Quimiocina C-C maotif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; SICAM-1 — Molécula de adeséo intercelular soltvel; sVCAM-1 — Molecula
de adesdo de células vasculares soluvel; TNF — Fator de necrose tumoral. Analise de Regressédo linear multipla, ajustada por idade, IMC, sexo, raca,
ingestdo de &lcool, fumo e atividade fisica. Valores em negrito destacam diferengas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05).
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Tabela 5. (Continuacdo) Concentragdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios segundo SNP presentes no gene da IL-1,
ISA-capital 2008-2010, Sao Paulo.

+6054 G>A 511 G>A
(rs1143643) (1s16944)

Biomarcadores inflamatérios GG (n=139)  GA+AA (n=141) p GG (n=92) GA (n=135) AA (n=51) p
PCR (mg/L) 17(02-199) 2,6(02-284) 0971 2(02-284) 25(02-284) 1,4(0,2-27,8) 0,229
TNF-a (pg/mL) 4,9 (2,0) 49(1,79) 0593  4,9(20) 4,9 (1,9) 46(18) 0622
IL-8 (pg/mL) 2,4(0,6-136) 25(02-11,4) 0394 26(04-95 24(02-136) 24(07-7,1) 0,642
IL-6 (pg/mL) 18(0,1-26) 21(01-285) 0962 2(01-26) 21(01-285 1,7(06-239) 0,947
IL-1 (pg/mL) 0,36 (0,01 - 5,76) 0,41 (0,01 - 3,16) 0,540 0,34 (0,01 - 3,36) 0,41 (0,03 - 5,76) 0,32 (0,03 - 1,73) 0,537
IL-12 (pg/mL) 42(01-631) 37(02-741) 0076 31(03-741) 43(02-528) 42(01-337) 0551
IL-10 (pg/mL) 17,4 (11,3) 17,8(11,4) 0871 165 (10,6) 18,9 (12,0) 16,2 (10,6) 0,838
CCL2 (pg/mL) 201 (74) 222 (101) 0540 30 (96) * 215 (88) " 189 (78) > 0026
Adiponectina (ug/mL) 6,1(1,6-27,6) 65(1,8-29,5 0451 56(18-281) 7,1(1,6-295) 63(19-27,6) 0,232
SVCAM-1 (ng/mL) 870 (211) 893 (252) 0,343 881 (218) 901 (250) 837 (205) 0,320
SICAM-1 (ng/mL) 150 (67) 146 (69) 0492 146 (64) 151 (73) 146 (60) 0,900

IL — interleucina; CCL2 — Quimiocina C-C maotif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; SICAM-1 — Molécula de adeséo intercelular soltvel; sVCAM-1 — Molecula
de adesao de células vasculares soluvel; TNF — Fator de necrose tumoral. Analise de Regresséo linear multipla, ajustada por idade, IMC, sexo, raga,
ingestdo de alcool, fumo e atividade fisica. Valores em negrito destacam diferengas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05). Letras sobre-
escritas diferentes representam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05).
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Tabela 6. Concentracao plasmética de biomarcadores inflamatorios segundo SNP presentes no gene da IL-6, ISA-capital 2008-
2010, Séo Paulo.

-174 G>C (rs1800795) -572 G>C (1800796)

Biomarcadores inflamatdrios GG (n=178) GC+CC (n=103) p GG (n=227) GC+CC (n=52) p

PCR (mg/L) 2,2 (0,2 -28,4) 2,1(0,2-24,3) 0,090 2(0,2-28,4) 2,2 (0,2 - 25,5) 0,780
TNF-a (pg/mL) 4,8 (2,0) 4,9 (1,8) 0,710 4,80 (1,87) 5,05 (2,06) 0,640
IL-8 (pg/mL) 2,4(0,2-11,4) 2,6 (0,7 - 13,6) 0,440 2,5(0,6 - 13,6) 2,3(0,2-11,4) 0,310
IL-6 (pg/mL) 1,8 (0,1-23,9) 2,1 (0,2 - 28,5) 0,750 2,0 (0,1 - 28,5) 1,8(0,1-7,5) 0,190
IL-1B8 (pg/mL) 0,37 (0,01 - 5,76) 0,41 (0,01 - 3,26) 0,390 0,38 (0,01 - 5,76) 0,37 (0,01 - 2,56) 0,760
IL-12 (pg/mL) 3,8(0,1-74,1) 3,9(0,2-63,1) 0,550 4(0,2-74,1) 3,7(0,1-52,8) 0,360
IL-10 (pg/mL) 17,2 (11,2) 18,4 (11,5) 0,240 17,77 (11,37) 16,88 (11,05) 0,850
CCL2 (pg/mL) 203 (87) 227 (91) 0,220 210,79 (84,13) 216,06 (110,38) 0,830
Adiponectina (ug/mL) 6,5 (1,6 - 29,5) 6,2 (1,9 - 23,9) 0,450 0(0-0) 5,5(1,6 - 29,5) 0,270
sVCAM-1 (ng/mL) 876 (223) 896 (248) 0,970 886,09 (231,90) 877,20 (230,44) 0,700
sICAM-1 (ng/mL) 143 (66) 154 (69) 0,850 143,63 (62,81) 164,55 (81,45) 0,120

IL — interleucina; CCL2 — Quimiocina C-C maotif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; SICAM-1 — Molécula de adeséo intercelular solavel; sVCAM-1 — Molecula
de adesao de células vasculares soluvel; TNF — Fator de necrose tumoral. Analise de Regresséo linear mdultipla, ajustada por idade, IMC, sexo, raca,
ingestdo de &lcool, fumo e atividade fisica. Valores em negrito destacam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p<0,05).
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6.3 Correspondéncia entre AG da dieta e perfil de AG do plasma

Para analisar a correspondéncia entre os resultados de AG da dieta,
coletados por meio de R24h, e o perfil de AG do plasma, foram utilizados 300
individuos. Com base nos resultados apresentados na Tabela 7, é possivel concluir
que houve baixa taxa de correspondéncia entre as variaveis analisadas, sendo que
apenas C14:.0, C18:3 n-3, DHA e AGS apresentaram correspondéncia
estatisticamente significante, com valores de coeficiente abaixo de 0,22. Diante
dessa correspondéncia insatisfatéria, optou-se por usar apenas o perfil de AG do
plasma para as analises subsequentes.

Tabela 7. Correlagcéo entre a composicao de AG do plasma e da dieta. ISA-capital
2008-2010, Sao Paulo, Brasil.

Acidos Graxos Coeficiente (r) P

C14.0* 0,14 0,019
C16:0 0,11 0,066
C16:1 n-7* -0,01 0,848
C18:0 0,00 0,968
C18:1 n-9 0,04 0,468
C18:2 n-6 0,10 0,079
C18:3n-3 0,12 0,040
AA -0,01 0,819
EPA* 0,07 0,248
DPA -0,01 0,806
DHA* 0,22 <0,001
AGS 0,12 0,047
AGMI 0,07 0,217
AGPI 0,07 0,257
n-3 0,02 0,701
n-6 0,09 0,116

AA — acido araquiddnico; DHA — acido docosaexaenoico; DPA — acido docosapentaenéico; EPA —
acido eicosapentaenoico; AGAI — acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa; AGMI — &cidos
graxos monoinsaturados; n-3 — acidos graxos 6mega-3; n-6 — acidos graxos émega-6; AGPI — 4cidos
graxos poli-insaturados; AGS— acidos graxos saturados. n=300; O coeficiente de correlacdo parcial
de Pearson foi ajustado por sexo, fumo, gordura total da dieta e valor calérico total da dieta (VCT),
baseado em Hodson et al. (2008).  valores transformados por log, Valores em negrito destacam
correlacdo estatisticamente significante (p<0,05).
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6.4 Perfil de AG do plasma e biomarcadores inflamatorios

A Tabela 8 apresenta uma matriz de correlagcdo entre o perfil de AG do
plasma e as concentracdes plasmaticas dos biomarcadores inflamatorios. A PCR foi
associada positivamente as concentracfes de AGS e C16:0 e negativamente as
concentracfes de AGPI, com destaque para n-6 e C18:2 n-6. O TNF-a foi associado
negativamente com os acidos graxos n-3, destacando-se o DHA, e com AA (n-6). A
IL-8 foi positivamente associada aos AGMI e suas subfragdes, C16:1 n-7 e C18:1 n-
9, e negativamente associada aos acidos graxos n-3, com destaque para EPA e
DHA, e ao AA (n-6). Tanto a IL-1p como a IL-12 foram associadas negativamente ao
C16:1 n-7.

A IL-10 e a adiponectina — apresentam acdo anti-inflamatéria — tiveram
associagao positiva com o C18:0. Além disso, a IL-10 foi negativamente associada
as concentracbes de C14:0 e a adiponectina foi positivamente associada as

concentracfes de AA e negativamente associada as concentracfes de C18:3 n-3.

As concentracbes de n-3 apresentaram associacdo negativa com a
concentracdo plasmatica de sVCAM-1, enquanto as concentracbes de AGMI, com

destaque para C16:1 n-7, apresentaram correlacdo positiva com sICAM-1.



Tabela 8. Matriz de correlacdo entre concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios e perfil de
capital 2008-2010, Sao Paulo.
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AG do plasma, ISA-

AG do plasma (%)

Biomarcadores inflamatérios  14:0 16:0 16:1n-7 18:0 18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3 AA EPA DHA AGS AGMI AGPI n-6 n-3
PCR 0,05 0,18 0,04 -0,09 0,06 -0,13 -0,07 -0,09 0,04 -0,01 0,14 0,06 -0,14 -0,15 -0,03
(0,421) (0,001) (0,555) (0,147) (0,306) (0,032) (0,259) (0,139) (0,489) (0,902) (0,021) (0,315) (0,019) (0,017) (0,631)

TNF-a 0,03 0,10 -0,01 -0,07 0,05 0,05 0,01 -0,15 -0,11 -0,13 0,06 0,04 -0,07 -0,04 -0,16
(0,586) (0,117) (0,891) (0,273) (0,411) (0,380) (0,880) (0,014) (0,078) (0,041) (0,358) (0,495) (0,233) (0,537) (0,011)

IL-8 0,06 -0,01 0,17 -0,09 0,13 0,05 0,07 -0,19 -0,23 -0,18 -0,05 0,15 -0,11 -0,07 -0,18
(0,360) (0,907) (0,006) (0,163) (0,032) (0,444) (0,243) (0,002) (0,032) (0,002) (0,435) (0,016) (0,082) (0,262) (0,004)

IL-6 -0,09 -0,001 -0,01 0,05 0,02 0,02 -0,05 -0,05 -0,09 -0,07 0,01 0,02 -0,02 0,001 -0,09
(0,137) (0,935) (0,902) (0,432) (0,721) (0,799) (0,448) (0,461) (0,139) (0,240) (0,891) (0,777) (0,731) (0,979) (0,130)

IL-18 -0,09 0,01 -0,15 0,01 -0,05 0,11 0,04 -0,04 -0,06 0,002 -0,002 -0,07 0,07 0,08 -0,01
(0,135) (0,927) (0,014) (0,826) (0,409) (0,064) (0,542) (0,504) (0,346) (0,998) (0,974) (0,226) (0,255) (0,200) (0,839)

IL-12 -0,10 0,01 -0,13 -0,01 -0,03 0,09 0,04 -0,01 -0,09 -0,04 -0,01 -0,06 0,06 0,08 -0,05
(0,120) (0,877) (0,033) (0,912) (0,596) (0,139) (0,537) (0,892) (0,141) (0,572) (0,858) (0,373) (0,350) (0,221) (0,410)

IL-10 -0,19 -0,01 -0,09 0,13 -0,02 0,06 -0,10 -0,05 -0,07 0,03 0,03 -0,05 0,02 0,03 -0,04
(0,001) (0,835) (0,128) (0,037) (0,629) (0,361) (0,103) (0,557) (0,237) (0,597) (0,617) (0,467) (0,713) (0,585) (0,569)

CCL2 0,10 0,11 0,06 -0,07 0,01 -0,02 0,03 -0,08 0,03 -0,07 0,07 0,02 -0,07 -0,06 -0,03
(0,097) (0,081) (0,306) (0,229) (0,837) (0,687) (0,657) (0,221) (0,585) (0,275) (0,225) (0,700) (0,273) (0,296) (0,607)

Adinonectina -0,05 0,01 0,09 0,14 -0,08 -0,11 -0,24 0,17 0,03 0,02 0,08 -0,05 -0,003 0,004 -0,02
P (0,385) (0,891) (0,167) (0,019) (0,175) (0,062) (<0,01) (0,005) (0,590) (0,704) (0,174) (0,373) (0,996) (0,943) (0,769)
SVCAM-1 -0,04 -0,07 0,10 0,02 0,06 0,001 -0,05 0,04 -0,11 -0,10 -0,06 0,07 -0,03 0,01 -0,13
(0,521) (0,234) (0,101) (0,749) (0,340) (0,979) (0,380) (0,555) (0,085) (0,107) (0,299) (0,249) (0,662) (0,942) (0,037)

SICAM-1 0,08 -0,06 0,20 -0,02 0,12 -0,03 0,07 -0,10 -0,06 0,01 -0,06 0,14 -0,10 -0,08 -0,08
(0,181) (0,290) (0,001) (0,749) (0,056) (0,634) (0,240) (0,094) (0,360) (0,906) (0,338) (0,02) (0,119) (0,180) (0,195)

Valores séo coeficiente parcial de correlacdo de Pearson, ajustado por idade, IMC, sexo, habito de fumar, consumo de alcool e pratica de atividade fisica
moderada (valor de p). Valores em negrito destacam correlag@es estatisticamente significantes (p<0,05).
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6.5 Comparacgdes entre 0s grupos

A Tabela 9 e a Figura 5 mostram as concentragfes plasmaticas dos onze
biomarcadores inflamatorios nos dois grupos avaliados. E possivel constatar que o
grupo inflamado apresentou concentracdes plasmaticas de PCR, TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, CCL2 e sICAM-1 estatisticamente maiores em comparacao com o
grupo néo inflamado, sendo que apenas o biomarcador adiponectina apresentou
concentracdo plasmatica estatisticamente menor no grupo inflamado quando

comparado com o grupo néao inflamado.

Tabela 9. Concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatorios segundo padréo
inflamatorio. ISA-capital 2008-2010, S&o Paulo.

Biomarcadores N&o Inflamado

inflamatérios Inflamado (n=169) (n=93) P
PCR (mg/L) 1,7 (0,2 — 28,4) 3,6(0,2—28,4)  <0,001
TNF-a (pg/mL) 3,9(1,2) 6,5 (1,7) <0,001
IL-8 (pg/mL) 2,0(0,2-6,6) 3,5 (0,4 —9,6) <0,001
IL-6 (pg/mL) 1,5(0,1-7,0) 3,0 (0,8 - 26,0) <0,001
IL-1B (pg/mL) 0,30 (0,01 — 1,62) 0,81 (0,01-5,76)  <0,001
IL-12 (pg/mL) 3,1(0,1-13,3) 5,9 (0,2-74,1) <0,001
IL-10 (pg/mL) 13,6 (7,6) 24,5 (12,5) <0,001
CCL2 (pg/mL) 189 (76) 253 (100) <0,001
Adiponectina (ng/mL) 7123 (1591 - 28117) 4625 (1765 - 16068) <0,001
sVCAM-1 (ng/mL) 851 (234) 908 (208) 0,054
sICAM-1 (ng/mL) 138 (56) 167 (78) <0,001

IL — Interleucinas; CCL2 — Quimiocina C-C motif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; sICAM-1 —
Molécula de adeséo intercelular sollvel;, sVCAM-1 — Molecula de adesdo de células vasculares
solavel; TNF — Fator de necrose tumoral; sSVCAM — Molécula de adesao celular vascular soltvel.
Valores apresentados em média (DP) ou mediana (min — max) no caso das variaveis transformadas
por log, Comparagdo de médias por teste T de Student. Valores de p em negrito representam
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Figura 5. Comparagédo de médias da concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios entre
grupos. IL — Interleucinas; CCL2 — Quimiocina C-C motif ligante 2; PCR — Proteina C reativa; sSICAM-1
— Molécula de adeséo intercelular soltuvel; sVCAM-1 — Molecula de adeséo de células vasculares
solivel; TNF — Fator de necrose tumoral; sVCAM — Molécula de ades&o celular vascular sollvel.
Comparacao de médias por teste T de Student. *p<0,05.

Além da diferenca na concentracdo plasmatica dos biomarcadores
inflamatorios, os individuos pertencentes ao grupo inflamado também apresentaram
idade, circunferéncia da cintura, PAS, PAD e concentracfes plasmaticas de
triacilglicerois significativamente maiores quando comparados aos individuos do
grupo ndo inflamado. Os individuos pertencentes ao grupo inflamado apresentaram
maior proporcdo de fumantes (30,2%) em comparacdo ao grupo ndo inflamado
(20,1%) e a essa diferenca entre grupo inflamado e nao inflamado foi

estatisticamente significante (Tabela 10).
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Tabela 10. Comparacdo dos grupos segundo varidveis antropométricas,
biomarcadores sanguineos e variaveis socio-demogréficas, ISA-capital 2008-2010,

Séo Paulo.
Variaveis N&o inflamado Inflamado p
(n=169) (n=93)
Idade (anos) 35 (20 - 59) 43 (20 - 59) <0,001
Sexo
Masculino (%) 36,1 41,9 0,352
Feminino (%) 63,9 58,1
IMC (Kg/m2) 25,7 (4,6) 27,0 (6,4) 0,060
Circunferéncia da cintura (cm) 90,0 (12,8) 94,0 (15,8) 0,030
PAS (mm/Hg) 117,4 (13,8) 123,1(20,1) 0,007
PAD (mm/Hg) 73,5 (11,3) 78,6 (14,2) 0,002
HDL-c (mg/dL) 48,1 (12,1) 45,9 (11,3) 0,150
LDL-c (mg/dL) 112,0 (33,9) 112,3 (33,4) 0,943
Colesterol total (mg/dL) 183,3 (41,6) 189,1 (37,9) 0,269
TG (mg/dL) 101 (23 — 427) 120 (49 — 554) 0,002
Fumantes (%) 20,1 30,1 0,045
Consumidores de alcool (%) 49,1 60,2 0,085
Praticantes de AF moderada (%) 14,2 8,6 0,185
Raca autodeclarada branca (%) 59,2 58,1 0,862
Consumo alimentar
Valor calérico total (Kcal)* 1726 (609 —4798) 1706 (686 —4476) 0,926
Lipideos (g)* 59,9 (10,6 — 169,3) 63,5(15,9-176,2) 0,378
AGS (g9)* 19,5 (3,2 -65,4) 19,3 (4,8-60,2) 0,410
AGMI (g)* 21,1 (2,4-72,0) 22,2 (4,1-75,1) 0,460
AGPI (g)* 14,1 (3,4 -51,4) 13,9(3,0-57,7) 0,453
n-6 (g)* 12,1 (2,7 -45,1) 12,2(2,5-52,1) 0,489
n-3 (g)* 1,60 (0,36 - 6,02) 1,67 (0,49-5,53) 0,369
EPA (g)* 0,01 (0-0,74) 0,01 (0-0,81) 0,603
DHA (g)* 0,02 (0 —0,86) 0,02 (0 —1,56) 0,820
Carboidratos (g)* 214 (37 — 658) 204 (85— 636) 0,441
Proteina (g)* 71,6 (23,6 —207,1) 76,3 (18,1-237,4) 0,913
Fibras (g)* 11,2 (1,6 — 40,1) 10,7 (2,5-46,00 0,355
Sadio (mg)* 3010 (1031 —9995) 2891 (955-7608) 0,849
Colesterol (mg)* 206 (0 — 1098) 215 (24 —747) 0,506

AF — atividade fisica; HDL-c — colesterol contido na lipoproteina de alta densidade; IMC — Idice de
massa corporal; LDL-c — colesterol contido na lipoproteina de baixa densidade; PAD — Pressao
arterial diastolica; PAS — Presséo arterial sistélica; TG - triacilglicerol. Valores expressos em média
(DP) ou mediana (min-max) para variaveis continuas — comparacdo de médias feita pelo teste T de
Student; Valores expressos em porcentagem para variaveis categoricas — teste de associacéo de qui-
quadrado. Valores de p destacados em negrito apresentam diferengas estatisticamente significantes
entre os grupos(p<0,05).*Comparacéo de médias por teste de Man Whitney.

No tocante ao biomarcador de ingestdo de AG, o perfil de AG plasmaético,
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relacdo as
concentracdes plasmaticas de C16:0, AGPI, n-6, AA, as razoes AGS/n-6, AGS/AGPI

e as atividades estimadas das enzimas SCD-18 e D5D (Tabela 11).
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Tabela 11. Comparagdo de concentracdes plasmaticas de acidos graxos segundo
grupos, ISA-capital 2008-2010, Sao Paulo.

Acidos Graxos Nao Inflamado Inflamado
do Plasma (%) (n=169) (n=93) P
AGS 39,4 (2,6) 39,9 (2,9) 0,209
C14:0 0,77 (0,18 — 2,39) 0,87 (0,19 — 2,44) 0,165
C16:0 27,4 (2,6) 28,1 (2,7) 0,039
C18:0 11,2 (1,5) 10,8 (1,7) 0,098
AGMI 19,2 (11,5-35,4) 20,6 (9,1 -39,1) 0,051
C16:1 n-7 1,8 (0,3-5,0) 1,9(0,6 -7,2) 0,164
C18:1 n-9 17,4 (10,6 — 32,4) 18,7 (8,0 — 31,9) 0,058
AGPI 40,9 (4,8) 39,3 (4,9) 0,011
n-6 36,7 (4,6) 35,3 (4,6) 0,018
C18:2 n-6 25,3 (3,9) 24,7 (4,2) 0,266
C20:3n-6 2,45 (0,56) 2,43 (0,55) 0,761
AA 9,0(2,2) 8,2 (1,8) 0,002
n-3 4,0 (2,0-9,9) 3,8(2,2-10,4) 0,173
C18:3n-3 0,61 (0,23 - 1,49) 0,65 (0,23 - 1,51) 0,247
EPA 0,49 (0,17 - 3,6) 0,47 (0,20 - 2,61) 0,382
DPA 0,80 (0,33 -1,52) 0,78 (0,32 - 1,60) 0,253
DHA 2,1(0,7-5,6) 1,9(0,8-5,8) 0,081
AGAI n-3 3,4(1,5-9,3) 3,2(1,6 —10,0) 0,080
Razdbes
AGS/n-6 1,1(0,2) 1,2 (0,2) 0,025
AGS/n-3 10,0 (2,6) 10,5 (2,4) 0,144
AGS/AGPI 0,98 (0,17) 1,04 (0,19) 0,021
AGS/AGAI n-3 12,1 (3,6) 12,9 (3,5) 0,061
n-6/n-3 9,2 (2,3) 9,2 (2,1) 0,953
n-6/AGAI n-3 11,1 (3,2) 11,4 (3,1) 0,527
AA/EPA 17,8 (2,4-71,9) 16,7 (2,4 — 44,4) 0,602
AA/DHA 4,5 (1,3) 4,4 (1,2) 0,733
Estimativas de
atividade enzimatica
SCD-16 0,07 (0,01 -0,15) 0,07 (0,02 - 0,28) 0,299
SCD-18 1,6 (0,7-4,9) 1,7 (0,5-4,3) 0,045
D5D 3,9(1,2) 3,5(1,0) 0,025
D6D 0,10 (0,03) 0,10 (0,03) 0,704

AA — acido araquiddnico; DHA — acido docosaexaenoico; DPA — acido docosapentaenéico; EPA —
acido eicosapentaenoico; AGAI — &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa; AGMI — &cidos
graxos monoinsaturados; n-3 — acidos graxos 6mega-3; n-6 — acidos graxos émega-6; AGPI — 4cidos
graxos poli-insaturados; AGS — &cidos graxos saturados. Valores expressos em média (DP) ou
mediana (min-max). Adotado teste t de Student para comparac¢édo de médias. Valores destacados em
negrito evidenciam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05)
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Nenhum dos SNP analisados no presente projeto foi associado ao grupo
inflamado (Tabelas 12-15). Apenas o SNP -596 A>G (rs1800797) do gene da IL-6

apresentou associacdo marginalmente significante (p= 0,051).

Tabela 12. Associacdo entre SNP do gene da IL-1B e padrdo inflamatério, ISA-

capital 2008 - 2010, Sao Paulo.

Néao Inflamado Inflamado
SNP Genotipo n % n %
-1473 G>C (rs1143623) GG 97 64,2 54 35,8 0,92
GC+CC 72 64,9 39 35,1
+3966 C>T (rs1143634) CC 106 68,0 50 32,1 0,12
CT+TT 59 58,4 42 41,6
+6053 G>A (rs1143643) GG 87 66,4 44 34,0 0,52
GA+AA 82 62,6 49 37,4
-511 G>A (rs16944) GG 60 66,7 30 33,3 0,45
GA 73 60,3 48 39,7
AA 34 69,4 15 30,6

IL — interleucina. Valor de p proveniente do teste de qui-quadrado.

Tabela 13. Associacdo entre SNP do gene do TLR-4 e padrdo inflamatério, ISA-

capital 2008-2010, Sao Paulo.

Nao Inflamado Inflamado
SNP Genétipo  n % n % P

+896 A>G (rs4986790) AA 148 63,3 86 36,8 0,25
AG+GG 18 75,0 6 25,0

+1196 C>T (rs4986791) CC 155 63,5 89 36,5 0,35
CT+TT 12 75,0 4 250

Intronic G>A (rs5030728) GG 83 654 44 34,7 0,78
GA+AA 86 63,7 49 36,3

+3725 G>C (rs11536889) CC 133 62,7 79 37,3 0,22
CG+GG 36 720 14 28,0

TLR — Receptor do tipo Toll. Valor de p proveniente do teste de qui-quadrado.
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Tabela 14. Associacdo entre SNP do gene da adiponectina e padréo inflamatorio,
ISA-capital 2008-2010, Sao Paulo.

Nao Inflamado Inflamado

SNP gendtipo n % n %

-11377 G>C (rs266729) CcC 95 62,9 56 37,1 0,60
CG+GG 72 66,1 37 33,9

+45 T>G (rs2241766) TT 128 65,3 68 34,7 0,67
TG+GG 38 62,3 23 37,7

-7734 C>A (rs16861209) CcC 127 66,2 65 339 0,28
CA+AA 40 58,8 28 41,2

-11391 G>A (rs17300539) GG 141 65,0 76 350 0,65
GA+AA 27 61,4 17 38,6

+276 G>T (rs150299) GG 68 59,7 46 40,4 0,19
GT 77 66,4 39 33,6
TT 23 76,7 7 23,3

ADIPOQ - gene da adiponectina. Valor de p proveniente do teste de qui-quadrado.

Tabela 15. Associacdo entre SNP do gene da IL-6 e padrdo inflamatorio, ISA-capital
2008-2010, Sé&o Paulo, Brasil.

Nao Inflamado Inflamado

SNP gendtipo n % n % P
-174 C>G (rs1800795) GG 114 68,7 52 31,3 0,06
GC+CC 54 58,8 41 43,2
-572 G>C (rs1800796) CcC 136 64,2 76 35,9 0,74
CT+TT 32 66,7 16 33,3
-596 A>G (rs1800797) CcC 116 68,6 53 31,4 0,051
CA+AA 52 56,5 40 43,5

IL — interleucina. Valor de p proveniente do teste de qui-quadrado.

6.6 Interacao entre o perfil de AG plasmaticos e SNP sobre as chances

para grupo inflamado

6.4.1 SNP do gene da IL-1

As analises de OR para grupo inflamado no maior percentil de AG do plasma
foram omitidas para o SNP -31 T>C (rs1143627), porque este estava em alto
desequilibrio de ligacdo com o SNP -511 G>A (rs16944), o qual foi utilizado como
seu “tag SNP”. Além disso, o SNP +3966 C>T (rs1143634) apresentou desvio do
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equilibrio de Hardy-Weimberg quando considerada uma amostra de 262 individuos

e, por esse motivo, seus resultados também foram omitidos.

Observando os resultados expostos na Tabela 16, é possivel constatar que os
individuos homozigotos dominantes para o SNP -1473 G>C (rs1143623)
apresentaram risco reduzido para o grupo inflamado quando as concentracdes
plasméticas de AA e n-3 estavam acima da mediana. Além disso, individuos
homozigotos dominantes para esse SNP e para o SNP -511 G>A (rs16944)
apresentaram risco reduzido de estar no grupo inflamado quando se encontravam

no percentil mais alto de atividade da D5D estimada.

Destaca-se que individuos portadores do alelo recessivo do SNP +6054 G>A
(rs1143643) apresentaram reducdo da chance de estarem no grupo inflamado
guando estavam no maior percentil de concentracdo plasmatica de C18:0, AA, n-3 e
n-6 e atividade estimada da D5D, sendo que foi detectada interacdo estatisticamente
significante entre este SNP e C18:0 e AA (Tabela 11). Os individuos homozigotos
dominantes para o SNP +6054 G>A apresentaram maior chance de estarem no
grupo inflamado quando se encontravam no percentil mais alto de atividade

estimada da D6D, sendo que a interacdo SNP-D6D foi estatisticamente significante.
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Tabela 16. OR (IC95%) para grupo inflamado no percentil maior (acima da mediana) de AG do plasma, estratificado por genoétipos
dos SNP do gene da IL-1 — ISA-capital 2008-2010, Sao Paulo.

rs 1143623 rs16944 rs1143643

SIgsma cc CG+GG P inter GG GA+AA P inter GG GA+AA P inter
(%) (n=151) (n=111) (n=90) (n=170) (n=131) (n=131)

C14:0 1,25 (0,60 - 2,60) 0,84 (0,35-2,03) 0,438 0,86 (0,31-2,35) 1,29 (0,65-2,57) 0,388 0,96 (0,44 -2,09) 1,18 (0,53-2,65) 0,749
C16:0 1,21 (0,59 -2,47) 1,40 (0,60-3,26) 0,773 1,12 (0,42-2,96) 1,39 (0,72-2,71) 0,607 1,01 (0,47 -2,16) 1,84 (0,84 -4,08) 0,195
Cl6:1n-7 1,16 (0,56-2,44) 0,83(0,32-2,12) 0,453 1,00 (0,38-2,67) 0,91(0,44-1,87) 0,837 0,55 (0,24-1,26) 1,76 (0,75-4,11) 0,103
C18:.0 0,71 (0,35-1,44) 0,58 (0,23-1,46) 0,797 0,56 (0,22 -1,44) 0,74 (0,37-1,48) 0,772 1,36 (0,63-2,94) 0,30(0,13-0,7) 0,018
Ci8:1 1,35 (0,65-2,81) 0,71 (0,27-1,89) 0,356 1,54 (0,59 -4,05) 0,81(0,39-1,66) 0,477 0,59 (0,26 -1,33) 1,80 (0,77 - 4,17) 0,055
c18:22n-6 1,50 (0,71-3,18) 1,26 (0,52-3,05) 0,643 1,61 (0,57-4,53) 1,31(0,65-2,65) 0,576 1,34 (0,61-2,94) 1,17 (0,51-2,68) 0,637
C18:3n-3 1,44 (0,70-2,96) 1,32 (0,56-3,11) 0,850 2,23(0,86-5,76) 1,10 (0,56 -2,16) 0,253 0,88 (0,41-1,89) 1,84 (0,83 -4,05) 0,252
C20:3n-6 0,92 (0,44-1,94) 1,37(0,59-3,19) 0,717 0,83(0,32-2,19) 1,30 (0,66 -2,55) 0,690 1,76 (0,81-3,84) 0,80 (0,37 -1,75) 0,105
AA 0,43 (0,21 -0,89) 0,73(0,29-1,83) 0,255 0,38(0,14-1,04) 0,59(0,3-1,18) 0,567 1,39 (0,64-3,04) 0,18 (0,08 - 0,44) 0,002
EPA 0,77 (0,35-1,67) 0,45(0,18-1,14) 0,836 0,63 (0,23-1,76) 0,66 (0,33-1,34) 0,630 0,72 (0,32-1,62) 0,66 (0,29-1,5) 0,996
DPA 0,60 (0,29 -1,23) 0,78 (0,31-1,96) 0,356 0,74 (0,29-1,88) 0,64 (0,31-1,32) 0,969 0,62 (0,27-1,39) 0,76 (0,35-1,65) 0,673
DHA 0,54 (0,26 - 1,14) 0,66 (0,27 - 1,62) 0,729 0,35 (0,12-1,00) 0,81(0,41-1,61) 0,339 0,85(0,39-1,86) 0,51(0,22-1,15) 0,268
AGS 1,23 (0,60 - 2,50) 0,94 (0,41 -2,16) 0,756 1,36 (0,54 -3,48) 0,99 (0,51-1,91) 0,777 1,06(0,5-2,28) 1,18 (0,55-2,54) 0,674
AGMI 1,33 (0,64 - 2,76) 0,86 (0,32-2,31) 0,458 1,64 (0,62 -4,30) 0,85(0,41-1,76) 0,480 0,64 (0,28 -1,44) 1,95 (0,83 -4,58) 0,064
AGPI 0,84 (0,4-1,76) 1,08 (0,46 -2,52) 0,708 0,73(0,27-1,99) 1,01 (0,51-2,00) 0,959 1,59 (0,72 -3,55) 0,47 (0,21-1,09) 0,038
AGAIn-3 0,67 (0,32-1,39) 0,53(0,22-1,31) 0,965 0,93(0,35-2,48) 0,54 (0,27 -1,08) 0,482 0,57 (0,26-1,28) 0,79 (0,36 - 1,75) 0,681
n-6 0,58 (0,28 -1,23) 1,10 (0,46 - 2,66) 0,277 0,61 (0,22-1,69) 0,79(0,4-1,56) 0,964 1,17 (0,54 -2,56) 0,43 (0,19-0,99) 0,083
n-3 0,43 (0,2-0,93) 0,56 (0,23-1,35) 0,496 0,40 (0,14-1,15) 0,54 (0,27 -1,08) 0,626 0,70 (0,32-1,53) 0,38 (0,17 -0,88) 0,276
AGS/AGPI 1,25(0,59-2,66) 1,05 (0,45-2,46) 0,798 1,02 (0,36-2,87) 1,17 (0,59 -2,32) 0,547 1,01(0,46-2,23) 1,38 (0,61 -3,14) 0,501
n-6/n-3 1,59 (0,74 - 3,43) 2,03 (0,82-5,06) 0,955 1,79 (0,66 -4,85) 1,69 (0,82-3,5) 0,723 1,62(0,71-3,71) 1,59 (0,7 -3,63) 0,983
AA/EPA 0,92 (0,43-1,96) 1,56 (0,66 - 3,71) 0,629 0,86 (0,33 -2,26) 1,34 (0,66-2,72) 0,709 1,18 (0,53-2,62) 1,00 (0,45-2,23) 0,744
SCD-16 0,83 (0,39-1,77) 1,04 (0,41-2,66) 0,812 0,56 (0,21-1,55) 1,00 (0,49 -2,06) 0,208 0,69 (0,31-1,56) 0,99 (0,42 - 2,34) 0,594
SCD-18 1,74 (0,86 - 3,56) 1,48 (0,55-3,99) 0,669 2,11(0,82-5,44) 1,30 (0,64-2,62) 0,588 1,02(0,47-2,2) 2,58 (1,11-6,03) 0,143
D5D 0,66 (0,32-1,37) 0,27 (0,1-0,69) 0,268 0,66 (0,26 -1,71) 0,41(0,2-0,82) 0,567 0,50 (0,23-1,09) 0,41(0,18-0,94) 0,971
D6D 1,36 (0,65 -2,85) 1,66 (0,73-3,81) 0,729 0,95 (0,36 -2,50) 1,94 (0,99-3,81) 0,136 2,69(1,23-5,9) 0,86(0,39-1,9) 0,043

P inter = P de interacdo entre SNP-AG plasma. Andlise de regressao logistica incluindo idade, IMC, sexo e fumo como covariaveis. OR (IC95%) e valores de p em negrito

representam p<0,05.
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6.4.2 SNP do gene do TLR-4

A Tabela 17 mostra os valores de OR (IC95%) para estar no grupo inflamado
qguando os individuos apresentaram valores de AG do plasma acima da mediana,
estratificado por genétipos, de acordo com os SNP analisados no gene do TLR-4.
Os SNP +896 A>G (rs4986790) e +1196 C>T (rs4986791) nao participaram dessa
andlise, porque a estratificagdo por mediana e por gendtipo deixou categorias com

nenhum individuo, impossibilitando a anélise.

O SNP intron G>A (rs5030728) nao apresentou interacdo estatisticamente
significante com os AG do plasma, mas foi possivel verificar respostas diferentes
entre 0s genotipos, sendo que os individuos portadores do alelo variante para esse
SNP, que estavam acima da mediana de DHA, AGAI n-3 e n-3 plasmaticos,
apresentaram chances reduzidas de estarem no grupo inflamado, tomando como
referéncia os individuos que estavam abaixo da mediana para esses AG do plasma.
Ainda sobre o SNP intron G>A (rs5030728), os individuos dos gendtipos GA+AA
apresentaram maiores chances de estar no grupo inflamado quando se encontravam

acima da mediana para as razées AGS/n-3 e AGS/AGAI n-3.

Considerando o SNP +3725 G>C (rs11536889), foi possivel detectar uma
interacdo estatisticamente significante apenas com a razao AA/EPA. Os individuos
dos gendtipos GC+CC apresentaram chance muito elevada de estar no grupo
inflamado quando estavam no maior percentil da razdo plasméatica AA/EPA. Os
individuos homozigotos dominantes para esse SNP apresentaram chances
reduzidas de estar no grupo inflamado quando estavam no maior percentil de 20:3 n-
6, DHA, n-3 e D5D do plasma.
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Tabela 17. OR (IC95%) para grupo inflamado no percentil maior (acima da mediana)

de AG do plasma, estratificado por genétipos dos SNP do gene do TLR-4 — ISA-
capital 2008-2010, Sao Paulo.

rs 5030728 rs11536889

AG GG GA+AA GG GC+CC

plasma P inter P inter
(%) (n=127) (n=135) (n=212) (n=50)

C14.0 1,35(0,6 - 3,03) 0,91 (0,42-1,98) 0,428 1,17 (0,64 -2,13) 0,76 (0,15 - 4) 0,573
C16:0 1,13(0,51-2,5) 1,75(0,83-3,71) 0,489 1,33(0,74-2,38) 1,23(0,28-5,39) 0,934
ci6:1n-7 0,78(0,33-1,83) 1,37(0,62-3,04) 0,358 1,00(0,53-1,87) 0,64 (0,13-3,21) 0,797
C18:0 0,76 (0,34-1,68) 0,62 (0,29-1,32) 0,703 0,80 (0,44-1,46) 0,29 (0,05-1,55) 0,167
ci8:1 0,82 (0,35-1,91) 1,14(0,52-2,5) 0,830 0,86 (0,46-1,6) 2,73(0,53-14,01) 0,168
Cc182n6 2,14(0,9-5,08) 0,78(0,36-1,68) 0,187 1,56 (0,83-2,92) 0,39 (0,09-1,78) 0,109
C18:3n-3 2,09(0,91-4,8) 0,90(0,43-1,9 0,166 1,52(0,84-2,74) 0,42 (0,09-2,04) 0,168
C20:3n-6 1,53(0,69-3,41) 0,89(0,42-1,91) 0,507 1,12(0,61-2,04) 2,11(0,45-9,87) 0,702
AA 0,47 (0,21 -1,08) 0,61 (0,29-1,29) 0,746 0,48 (0,26-0,87) 1,75(0,35-8,8) 0,232
EPA 0,57 (0,24 -1,36) 0,83(0,38-1,83) 0,851 0,67 (0,36-1,26) 0,59 (0,14 - 2,55) 0,643
DPA 1,08 (0,48-2,4) 0,50 (0,23-1,11) 0,116 0,77 (0,42-1,42) 0,66 (0,13 -3,46) 0,494
DHA 1,16 (0,47 - 2,82) 0,36 (0,16 - 0,79) 0,085 0,52 (0,28-0,96) 1,47 (0,3-7,25) 0,311
AGS 0,84 (0,38-1,86) 1,49 (0,71-3,13) 0,414 1,12 (0,63-2,01) 0,93(0,21-4,22) 0,620
AGMI 0,79 (0,34-1,86) 1,33(0,6-2,94) 0,579 0,91(0,48-1,71) 2,96 (0,57 - 15,36) 0,150
AGPI 1,21 (0,53-2,75) 0,66 (0,3-1,45 0,446 0,94 (0,52-1,73) 0,93 (0,21-4,18) 0,786
AGAIn-3 0,97 (0,4-2,35) 0,44 (0,21-0,95) 0,130 0,67 (0,37-1,23) 0,35(0,06-1,96) 0,430
n-6 1,09 (0,48 - 2,46) 0,50 (0,23-1,13) 0,296 0,94 (0,51-1,73) 0,19 (0,03-1,08) 0,089
n-3 0,52 (0,22 -1,26) 0,45(0,21-0,96) 0,653 0,54 (0,29-0,99) 0,19 (0,03-1,45) 0,433
AGS/AGPI 0,64 (0,27 -1,52) 1,90 (0,88-4,12) 0,145 1,15(0,62-2,11) 0,79 (0,17 -3,68) 0,972
n-6/n-3 2,40 (0,95 -6,04) 1,26 (0,58-2,75) 0,597 1,64 (0,86 -3,13) 3,02 (0,62 - 14,67) 0,382
AA/EPA 1,20 (0,51-2,83) 1,01 (0,47 -2,18) 0,848 0,89 (0,48 - 1,66) 5,96 (1,02 - 34,68) 0,034
SCD-16 0,49 (0,21-1,17) 1,41 (0,63-3,14) 0,156 0,80(0,42-1,51) 0,98 (0,2-4,79) 0,760
SCD-18 1,16 (0,51 -2,63) 2,09 (0,97 -4,53) 0,333 1,37 (0,75-2,52) 3,20(0,6-17,17) 0,248
D5D 0,36 (0,16 - 0,82) 0,63(0,3-1,35) 0,447 0,43(0,24-0,79) 0,69 (0,14 -3,36) 0,491
D6D 1,52 (0,68 - 3,42) 1,56 (0,73-3,34) 0,985 1,52(0,84-2,77) 1,49(0,35-6,36) 0,746

P inter = P de interagcdo entre SNP-AG plasma. Andlise de regressao logistica incluindo idade, IMC,
sexo e fumo como covariaveis. OR (IC95%) e valores de p em negrito representam p<0,05.

6.4.3 SNP do gene da adiponectina

A Tabela 18 mostra valores de OR para estar no grupo inflamado tendo os

menores percentis de AG do plasma como categoria de referéncia, estratificando a

populacao por gendtipo. Os portadores do alelo G para o SNP +45 T>G (rs2241766)

apresentaram chance reduzida de estar no grupo inflamado quando AA, EPA, n-3,

AGPI e AGAI n-3 do plasma estavam acima da mediana. Além disso, a interacéo

entre esse SNP e n-3 do plasma foi estatisticamente significante.
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Outras interagdes estatisticamente significantes foram encontradas entre o
SNP -7734 C>A (rs16861209) e as concentra¢cfes plasméticas de AA e DPA, sendo
que os individuos portadores do genétipo CC apresentaram OR reduzido para o
grupo inflamado quando estavam no maior percentil de AA, EPA, DPA e AGAI n-3 e
atividade estimada da D5D no plasma. Esses mesmos individuos apresentaram
maior chance de estar no grupo inflamado quando a razdo n-6/n-3 do plasma estava

acima da mediana.

Com relacéo ao SNP -11391 G>A (rs17300539), foi encontrada uma interacao
estatisticamente significante com AGS, sendo que individuos portadores do alelo
variante A apresentaram chance aumentada para o grupo inflamado quando AGS do
plasma estava acima da mediana. Em contrapartida, os individuos GG para esse
SNP apresentaram chance reduzida de estar no grupo inflamado quando estavam

no maior percentil de AA, AGAI n-3 e atividade estimada de D5D no plasma.

Apesar de nao ter sido constatada nenhuma interacédo entre o SNP -11377
C>G (rs266729) e os AG do plasma, os portadores do alelo variante G pareceram
mais sensiveis a diferencas no AA, EPA, DHA, n-3, AGAI n-3 e atividade estimada
de D5D no plasma, porque apresentaram chance reduzida para o grupo inflamado
guando se encontravam no maior percentil desses AG do plasma.
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Tabela 18. (Continua) OR (IC95%) para o grupo inflamado no percentil maior (acima da mediana) de AG do plasma, estratificado

por genotipos dos SNP do gene da adiponectina — ISA-capital 2008-2010, S&o Paulo.

rs 2241766 rs16861209 rs17300539

AG plasma (%) TT (n=196) TG+GG (n=61) pinter CC (n=192) CA+AA (n=68) pinter GG (n=217) GA+AA (n=44) pinter
C14.0 1,40 (0,74 - 2,67) 0,65(0,17 - 2,46) 0,247 1,02 (0,54-1,96) 1,41 (0,44-4,53) 0,867 1,03 (0,56-1,87) 1,54 (0,32-7,34) 0,778
C16:0 1,37 (0,73-2,55) 2,38(0,65-8,75) 0,557 1,13(0,6-2,12) 2,72(0,87-8,44) 0,291 1,08(0,6-1,93) 3,63(0,86-154) 0,119
C16:1 n-7 0,92 (0,47 -1,77) 1,52 (0,39-5,99) 0,907 0,88 (0,45-1,72) 1,55(0,47-5,14) 0,662 0,89 (0,48-1,67) 1,81(0,36-9,15) 0,642
C18.0 0,63(0,34-1,18) 0,47 (0,12-1,77) 0,804 0,56 (0,29-1,08) 0,93 (0,32-2,77) 0,294 0,67 (0,37-1,22) 0,63(0,15-2,66) 0,845
Ci18:1 0,99 (0,52-1,89) 2,91(0,7-12,2) 0,441 1,11(0,57-2,17) 0,98 (0,32 -3,05) 0,640 1,04 (0,56-1,93) 0,91(0,16-5,35) 0,627
C18:2n-6 1,64 (0,84-3,19 0,35(,1-1,26) 0,061 1,55(0,79-3,02) 0,55(0,18-1,68) 0,214 1,52(0,82-2,8) 0,44(0,09-2,1) 0,229
C18:3n-3 1,48 (0,8-2,76) 0,70(0,17-2,89) 0,310 1,40(0,75-2,65) 1,09 (0,38 - 3,15) 0,790 1,43 (0,79-2,58) 0,87 (0,21-3,64) 0,338
C20:3 n-6 0,98 (0,53-1,81) 1,92 (0,44-8,31) 0,400 1,551(0,79-2,9) 0,51(0,17-1,52) 0,085 1,42 (0,78-2,59) 0,35(0,08-1,47) 0,070
AA 0,62 (0,33-1,17) 0,11 (0,02-0,61) 0,491 0,38 (0,19-0,74) 1,19 (0,41 - 3,44) 0,044 0,50 (0,27-0,92) 0,88(0,23-3,3) 0,333
EPA 0,88 (0,46 - 1,69) 0,20 (0,04-0,94) 0,101 0,44 (0,22-0,88) 1,63 (0,52-5,14) 0,053 0,63(0,33-1,17) 0,77 (0,19-3,16) 0,503
DPA 0,64 (0,33-1,22) 0,58 (0,15-2,19) 0,927 0,47 (0,24-0,92) 1,44 (0,49-4,2) 0,037 0,61(0,33-1,13) 1,44(0,37-5,62) 0,228
DHA 0,76 (0,4-1,43) 0,33(0,08-1,45) 0,318 0,54 (0,28-1,07) 0,75(0,25-2,24) 0,511 0,67 (0,36-1,25) 0,46 (0,12-1,78) 0,697
AGS 1,00(0,54-187) 1,32(0,39-45) 0,633 0,79 (0,42-1,5) 2,66(0,87-8,14) 0,087 0,80 (0,45-1,44) 4,20 (1,02 -17,29) 0,019
AGMI 1,00 (0,52-1,92) 3,79 (0,87 - 16,61) 0,277 1,22 (0,62-2,39) 0,85 (0,27 - 2,65) 0,464 1,14 (0,61-2,13) 0,73(0,12-4,3) 0,464
n-6 1,03(0,54-1,97) 0,34(0,09-1,26) 0,286 0,98 (0,51-1,88) 0,66 (0,22-2,01) 0,707 0,99 (0,54-1,82) 0,54 (0,12-2,47) 0,622
n-3 0,93(0,5-1,74) 0,09 (0,02-0,46) 0,019 0,52 (0,27-1,04) 0,89 (0,31-2,57) 0,370 0,63(0,34-1,18) 0,71(0,19-2,74) 0,849
AGPI 0,84 (0,44 -1,62) 0,24 (0,06-0,92) 0,214 0,67 (0,35-1,29) 0,84 (0,27 -2,59) 0,501 0,79 (0,43-1,44) 0,54 (0,12-2,47) 0,835
AGAI n-3 0,63(0,33-1,2) 0,08 (0,01-0,53) 0,115 0,41 (0,21-0,80) 0,90 (0,29 - 2,78) 0,302 0,47 (0,25-0,89) 0,77 (0,2-3,07) 0,596
AGS/n-6 1,08(055-2,1) 2,08(0,6-7,24) 0,501 1,01(0,52-1,94) 1,62 (0,51-5,18) 0,587 0,99 (0,53-1,83) 1,74 (0,43-7,06) 0,503
AGS/n-3 1,28 (0,68-2,4) 2,67 (0,66-10,73) 0,406 1,64 (0,84-3,17) 1,10(0,38-3,25) 0,486 1,44 (0,78-2,66) 1,10(0,29-4,19) 0,74

AGS/AGPI 1,07 (0,56 -2,06) 2,08 (0,6-7,24) 0,506 1,16 (0,61-2,22) 1,36 (0,44 -4,25) 0,945 1,05(0,57-1,94) 1,74(0,43-7,06) 0,551
n-6/n-3 1,34 (0,69 - 2,59) 3,22 (0,75-13,79) 0,192 2,21(1,10-4,45) 0,86 (0,25-2,96) 0,267 1,71(0,9-3,25) 1,61(0,36-7,17) 0,843
AA/EPA 0,88 (0,46 - 1,68) 2,04 (0,52-7,99) 0,209 1,56 (0,79-3,11) 0,54 (0,18-1,67) 0,125 1,17 (0,63-2,2) 0,91(0,24-3,47) 0,787
SCD-16 0,84 (0,43-1,63) 1,03(0,25-4,17) 0,994 0,85(0,43-1,71) 0,97 (0,32-2,96) 0,932 0,81(0,43-1,52) 1,08(0,23-5,18) 0,804
SCD-18 1,40 (0,75 - 2,63) 6,29 (1,36 - 29,21) 0,346 1,87 (0,97 -3,61) 1,24 (0,42-3,72) 0,359 1,54 (0,84 -2,82) 2,20 (0,39 -12,29) 0,923
D5D 0,53(0,28-1) 0,19(0,04-0,79) 0,376 0,37 (0,19-0,72) 1,02 (0,35-3,01) 0,123 0,48 (0,26-0,88) 0,54 (0,14-2,1) 0,822
D6D 1,16 (0,62-2,2) 5,24(1,19-23,11) 0,129 1,51(0,79-2,88) 1,24 (0,42-3,69) 0,661 1,62 (0,89-2,95) 0,70(0,17-2,85) 0,411

P inter = P de interacdo entre SNP-AG plasma. Andlise de regressao logistica incluindo

representam p<0,05.

idade, IMC, sexo e fumo como covariaveis. OR (IC95%) e valores de p em negrito
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Tabela 18. (Continuacdo) OR (IC95%) para grupo inflamado no percentil maior

(acima da mediana) de AG do plasma, estratificado por gendtipos dos SNP do gene

da adiponectina — ISA-capital 2008-2010, Séao Paulo.

rs266729 rs1501299

ngsma cC CG+GG p inter GG GT+TT p inter
(%) (n=151) (n=109) (n=114) (n=146)

C14:0 1,59 (0,77 -3,27) 0,54 (0,21-1,4) 0,141 0,94 (0,4-2,17) 1,33(0,61-2,9) 0,495
C16:0 1,34 (0,66 -2,72) 1,41(0,59-3,4) 0,947 1,83(0,81-4,11) 1,06 (0,5-2,25) 0,403
Cl6:1n-7 0,96 (0,45-2,05) 1,06 (0,42 -2,66) 0,635 1,34 (0,57 -3,14) 0,85 (0,38-1,91) 0,480
C18:0 0,61(0,3-1,27) 0,72(0,3-1,74) 0,823 0,56 (0,25-1,26) 0,68 (0,32 - 1,46) 0,920
ci18:1 1,32 (0,63 -2,74) 0,75 (0,28 -1,97) 0,347 0,93 (0,39-2,24) 1,21(0,56-2,6) 0,497
C18:2n-6 1,02 (0,49-2,12) 1,82(0,73-4,52) 0,435 0,87 (0,39-1,95) 1,70 (0,73 - 3,95) 0,417
C18:3n-3 1,23(0,61-2,47) 1,24(0,52-2,93) 0,937 1,11(0,5-2,45) 1,48(0,7-3,12) 0,490
C20:3n-6 0,79(0,39-1,59) 1,96 (0,8-4,81) 0,099 1,27 (0,56 -2,88) 0,94 (0,44 - 1,99) 0,404
AA 0,66 (0,33 -1,33) 0,38 (0,15-0,95) 0,375 0,50 (0,22 -1,13) 0,56 (0,26 - 1,22) 0,928
EPA 0,89 (0,43 -1,86) 0,34 (0,23-0,90) 0,327 0,50(0,21-1,16) 0,78 (0,35-1,76) 0,524
DPA 0,66 (0,32 -1,36) 0,79 (0,33-1,89) 0,798 0,65 (0,29 -1,48) 0,70 (0,32 -1,52) 0,796
DHA 0,81(0,39-1,66) 0,31(0,11-0,84) 0,327 0,64 (0,27 -1,51) 0,54 (0,25-1,16) 0,529
AGS 1,26 (0,63 - 2,54) 0,85 (0,36 -2,03) 0,487 1,04(0,47-2,3) 1,18 (0,56-2,48) 0,714
AGMI 1,33 (0,63-2,81) 0,87 (0,33-2,3) 0,508 1,29 (0,54 -3,11) 1,05 (0,49 - 2,28) 0,939
n-6 0,72 (0,35-1,49) 1,49 (0,58-3,8) 0,358 0,64 (0,28-1,49) 1,18 (0,54 - 2,58) 0,410
n-3 0,78 (0,37-1,62) 0,35(0,13-0,94) 0,514 0,51(0,21-1,22) 0,63(0,3-1,37) 0,979
AGPI 0,56 (0,27 -1,17) 1,30(0,5-3,39) 0,283 0,76 (0,33-1,75) 0,64 (0,3-1,4) 0,674
AGAIn-3 0,69 (0,33-1,45) 0,21 (0,07 -0,60) 0,251 0,44 (0,18-1,08) 0,46(0,21-1) 0,775
AGS/n-6 1,15 (0,55-2,44) 0,92 (0,37 - 2,33) 0,954 1,55 (0,68 -3,53) 0,82 (0,36-1,85) 0,33

AGS/n-3 1,33 (0,64 -2,77) 1,82(0,72-4,57) 0,832 1,54 (0,67 - 3,54) 1,45 (0,68 - 3,13) 0,954
AGS/AGPI 1,63 (0,77 - 3,44) 0,67 (0,27 -1,67) 0,243 1,61(0,7-3,73) 0,89 (0,4-1,95) 0,367
n-6/n-3 1,48 (0,68 - 3,19) 2,50 (0,95-6,55) 0,793 1,72 (0,71-4,16) 1,96 (0,88 - 4,38) 0,737
AA/EPA 0,79 (0,39-1,61) 2,26 (0,86 -5,97) 0,161 0,88 (0,38 -2,04) 1,23 (0,57 -2,67) 0,71

SCD-16 0,77 (0,36-1,65) 1,06 (0,41-2,7) 0,374 1,19(0,51-2,73) 0,74(0,32-1,7) 0,434
SCD-18 1,87 (0,89 - 3,94) 1,57 (0,63 -3,93) 0,713 1,66 (0,72-3,82) 1,76 (0,8-3,85) 0,724
D5D 0,60 (0,3-1,23) 0,34(0,24-0,86) 0,494 0,45(0,2-1,05) 0,52(0,24-1,1) 0,864
D6D 1,63(0,8-3,32) 1,24(0,52-3) 0,852 2,46 (1,08 -5,61) 0,97 (0,45 -2,08) 0,089

P inter = P de interagdo entre SNP-AG plasma. Analise de regressao logistica incluindo idade, IMC,
sexo e fumo como covariaveis OR (IC95%) e valores de p em negrito representam p<0,05.
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6.4.4 SNP do gene da IL-6

Entre os SNP avaliados no gene da IL-6, apenas dois participaram da analise
e estdo descritos na Tabela 19, uma vez que o SNP rs1800795 passou a ser “tag
SNP” do SNP rs1800797, devido ao alto desequilibrio de ligacdo entre ambos.
Apesar de nenhum dos SNP apresentar interacao estatisticamente significante com
0s AG do plasma, € possivel observar que individuos homozigotos dominantes para
0 SNP -174 C>G (rs1800795) apresentaram menor chance de estar no grupo
inflamado quando se encontravam acima da mediana de n-3 do plasma e atividade
estimada da D5D. Os mesmos individuos apresentaram maiores chances de estar

no grupo inflamado quando se encontravam no maior percentil de AGS/AGAI n-3.
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Tabela 19. OR (IC95%) para grupo inflamado no percentil maior (acima da mediana)

de AG do plasma, estratificado por gendtipos dos SNP do gene da IL-6 — ISA-capital
2008-2010, Sao Paulo.

rs1800795 rs1800796

AG CC CG+GG GG GC+CC

plasma P inter P inter
(%) (n=166) (n=95) (n=212) (n=48)

C14:0 0,95(0,47-19) 1,22(0,48-3,12) 0,619 1,19(0,65-2,2) 0,84(0,19-3,73) 0,630
C16:0 1,21 (0,61-2,41) 1,55(0,62-3,85) 0,772 1,10(0,61-1,99) 5,00 (0,85 - 29,41) 0,245
Ci6:l1n-7 1,01(0,49-2,1) 0,94(0,37-2,42) 0,965 0,90 (0,48-1,69) 4,15 (0,75-23,13) 0,232
C18:0 0,64 (0,32-1,28) 0,66 (0,26-1,7) 0,798 0,65(0,36-1,19) 0,57 (0,14-2,32) 0,952
ci8:1 0,98 (0,48 - 2) 1,11 (0,41-3,04) 0,891 1,05(0,56-1,97) 1,49 (0,27 -8,11) 0,747
ci82n6 1,81(0,87-3,74) 0,71(0,27-1,86) 0,116 1,10(0,59-2,04) 1,84(0,39-8,7) 0,581
Cc183n-3 1,18(0,6-2,35) 1,27(0,52-3,12) 0,883 1,31(0,72-2,36) 4,98 (0,8-31,14) 0,697
C20:3 n-6 1,20(0,6-2,4) 0,97(0,39-2,37) 0,925 1,04(0,58-1,89) 1,79 (0,34-9,36) 0,864
AA 0,50 (0,25 - 1) 0,77 (0,29 - 2,03) 0,433 0,51 (0,28-0,94) 0,29 (0,06-1,46) 0,912
EPA 0,66 (0,31-14) 051(0,2-1,29) 0,871 0,64(0,34-1,19) 0,44(0,1-1,91) 0,905
DPA 0,53(0,26-1,1) 1,02(0,42-2,46) 0,288 0,70(0,38-1,28) 0,43 (0,08 -2,46) 0,772
DHA 0,57 (0,27 -1,19) 0,65(0,25-1,64) 0,539 0,66 (0,36-1,21) 0,22 (0,04-1,15) 0,434
AGS 0,97 (0,49-1,92) 1,39(0,57-3,43) 0,583 0,97 (0,53-1,75) 1,75(0,41-7,57) 0,605
AGMI 0,89 (0,43-1,86) 1,61(0,58-4,46) 0,446 1,10(0,58-2,07) 1,78 (0,33-9,52) 0,675
AGPI 0,86 (0,43-1,74) 1,19(0,44-3,28) 0,647 0,87 (0,47-1,61) 0,60 (0,13-2,83) 0,800
AGAIn-3 0,57(0,27-1,19) 0,72(0,3-1,77) 0,474 0,67 (0,37-1,24) 0,15(0,02-0,99) 0,540
n-6 0,81(0,41-1,63) 0,69(0,25-1,93) 0,780 0,72(0,39-1,34) 0,45(0,09-2,19) 0,775
n-3 0,43 (0,2-0,90) 0,55(0,22-1,39) 0,428 0,58(0,31-1,07) 0,05(0,01-0,49) 0,154
AGS/n-6 1,16 (0,57-2,37) 0,81(0,3-2,2) 0,695 1,03(0,55-1,94) 1,74(0,39-7,69) 0,608
AGS/n-3 1,72 (0,84 -3,54) 1,21(0,49-2,94) 0,380 1,24 (0,68-2,26) 6,00(0,9-40,13) 0,432
AGS/AGPI 1,29 (0,64-2,62) 0,81(0,3-2,18 0,531 1,13(0,6-2,11) 1,81(0,38-8,65) 0,740
n-6/n-3 1,64 (0,77 -3,48) 2,14(0,81-5,64) 0,975 1,73(0,91-3,32) 2,23(0,53-9,5) 0,990
AA/EPA 1,44 (0,69 - 3,03) 0,93(0,36-2,37) 0,443 0,89 (0,48-1,68) 2,96 (0,7-12,54) 0,212
SCD-16 0,87 (0,42-1,83) 0,86(0,32-2,28) 0,817 0,84 (0,44-1,62) 2,18 (0,4-11,75) 0,342
SCD-18 1,59 (0,79-3,21) 1,64(0,63-4,32) 0,859 1,57 (0,86-2,88) 3,31(0,63-17,48) 0,563
D5D 0,47 (0,23-0,95) 0,62(0,24-1,57) 0,789 0,47 (0,26-0,86) 0,45(0,1-2,14) 0,524
D6D 1,31 (0,65-2,64) 1,66 (0,67-4,13) 0,536 1,28(0,7-2,34) 2,85(0,68-11,89) 0,434

P inter = P de interagdo entre SNP-AG plasma. Analise de regressao logistica incluindo idade, IMC,
sexo e fumo como covariaveis. Valores em negrito de OR(IC95%) indicam P<0,05.

Além disso, portadores do alelo variante para o SNP -572 G>C (rs1800796)

apresentaram maior chance de estar no grupo inflamado quando estavam no

percentil mais alto da razdo AGS/AGAI n-3 do plasma e chance menor quando

estavam acima da mediana para n-3 e AGAI n-3. Os individuos homozigoto

dominantes para esse mesmo SNP apresentaram chance reduzida de estar no
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grupo inflamado quando apresentaram valores plasméaticos de AA e de atividade
estimada da D5D acima da mediana.
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7 DISCUSSAO

Os resultados do presente projeto permitiram avaliar, em uma populacéao
adulta proveniente do estudo de base populacional ISA-capital (2008-2010), a
associacédo de SNP localizados nos genes da adiponectina, TLR-4, IL-13 e IL-6 e do
perfil de AG do plasma com a predisposicdo a um padrao inflamatorio sistémico,
caracterizado pela elevacédo das concentracfes plasmaticas de PCR, TNF-qa, IL-1f,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, CCL2 e sICAM-1 em detrimento da reducdo da concentracéo
plasmatica de adiponectina.

E importante destacar que o presente estudo € pioneiro na avaliacdo da
frequéncia genotipica, frequéncia alélica, desequilibrio de ligacdo e a formacao de
blocos haplotipicos entre os SNP rs266729, rs17300539, rs16861209, rs1501299 e
rs2241766 do gene da adiponectina, os SNP rs4986790, rs4686791, rs5030728,
rs11536889 do gene do TLR-4, os SNP rs1143623, rs16944, rs1143627, rs1143634
e rs1143643 do gene da IL-1B e os SNP rs1800795, rs1800796, rs1800797 do gene
da IL-6 em um estudo de base populacional em Sdo Paulo. Dada a escassez desse
tipo de informagé&o para a populacéo brasileira, os resultados oriundos deste estudo
podem ser utilizados para comparacdo com futuros estudos realizados em Séo
Paulo e em outras regides do Brasil, bem como para estudos de colaboracéo
mundial para verificar associacdo gene-doenca em populacbes de diferentes

ancestralidades.

Além disso, também foi avaliada a presenca de equilibrio de Hardy-Weinberg
na distribuicdo genotipica de cada SNP. A andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg
possibilita principalmente verificar a qualidade do ensaio de genotipagem e do
processo de amostragem (HOSKING, L et al., 2004; ZIEGLER e KONIG, 2010).
Todos os SNP avaliados no presente estudo estavam em equilibrio de Hardy-

Wienberg, reforcando a qualidade desses dados.

A regido promotora dos genes € a regido do DNA onde a RNA Polimerase |
(enzima responsavel pela transcricdo de RNA mensageiro) se liga, juntamente com
outras proteinas, chamadas fatores de transcri¢cdo, para iniciar a transcricao génica.
VariagOes genéticas nessa e em outras regides mais distais do DNA , denominadas

regides regulatorias do gene, podem alterar a ativacdo dos genes, modulando a
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quantidade de proteina que sera originada pelo processo de transcricdo e tradugéo
(KARP et al., 2010). Dessa forma, eperava-se que 0os SNP localizados na regiao
promotora de genes de biomarcadores inflamatorios estivessem associados a
alteracdes na concentracdo plasmatica do biomarcador codificado pelo gene em
guestao. Entretanto, essa associacdo ndo foi encontrada. Nesse estudo, SNP na
regido promotora foram associados a concentracdo plasmética de outros
biomarcadores, como foi o caso dos SNP -7734 C>A (rs16861209) e -11391 G>A
(rs17300539) do gene da adiponectina que foram associados a concentracao
plasmatica de IL-1B (Tabela 3) e os SNP -1474 G>C (rs1143623) e -511 G>A
(rs16944) do gene da IL-1B, que apresentaram associagao estatisticamente
significante com a concentracdo plasmatica de sVCAM-1 e de CCL2,

respectivamente (Tabela 5).

Com relagcdo aos SNP presentes no gene do TLR-4, constatou-se que
individuos portadores do alelo variante para os SNP +896 A>G e +1196 C>T
apresentaram concentracdo significativamente maior de sICAM-1 em comparacao
com os individuos homozigotos dominantes. Em concordancia com esse achado, o
estudo de Zeuke et al. (2002) demonstra que a ativacdo da via do TLR-4, induzida
por LPS, em células do endotélio vascular da artéria coronéria de seres humanos,
resulta em aumento da concentracdo plasmatica de moléculas de adesao, como a
SICAM-1 e a SVCAM-1. Os SNP +896 A>G e +1196 C>T estéo localizados em exons
do gene do TLR4 e promovem duas trocas de aminoacidos na proteina codificada:
acido aspartico por glicina na posicéo 299 e treonina por isoleucina na posicédo 399,
respectivamente. Essas trocas geram reducao da atividade do TLR4 de modo que,
em contraposicao aos resultados observados na populacdo desse projeto, ambas
foram relacionadas a reducdo de concentracdo plasmatica de citocinas pro-
inflamatérias e moléculas de adesdo, ao menor risco de formacdo de placas
ateroscleroticas e menor risco para estreitamento da intima de artérias (KIECH et al.,
2002). O fato de SNP no gene de biomarcadores inflamatérios e TLR4 serem
capazes de alterar outros biomarcadores inflamatdrios levou a hip6tese de que eles
pudessem influenciar o padrdo inflamatério sistémico e ndo apenas cada
biomarcador inflamatorio pontualmente, o que vai de encontro a crescente producao
de estudos que relatam associacdo entre os SNP avaliados no presente projeto e

doencas com origem em processos inflamatdrios como DM2, SM (BERMUDEX et
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al., 2013), DCV (CONEN et al., 2009), cancer (DLUZNIEWSKI et al., 2012), doencas
autoimunes, Alzheimer (FERRACCIOLI et al., 2012), entre outras. Nao obstante,
apenas alguns desses estudos apresentaram a influéncia desses SNP sobre a
concentragdo do biomarcador inflamatério codificado pelo gene (SIITONEN et al.,
2011 e NAJAR et al., 2012).

Oliveira et al. (2012) analisaram a associacao entre os SNP -11391G>A, +45
T>G e +276 G>T presentes no gene da adiponectina, a concentracao plasmatica de
adiponectina (total e de alto peso molecular) e a incidéncia de doenca arterial
coronariana (DAC) em pacientes do Hospital Universitario da UNIFESP-Brasil. Este
estudo evidenciou que a presenca do alelo G referente ao SNP +45 T>G e do alelo
A para 0 SNP -11391 G>A estavam associadas a maior concentracado plasmatica de
adiponectina (adiponectina total, para o primeiro, e de alto peso molecular, para
ambos). Entretanto, o mesmo alelo G para o SNP +45 T>G associou-se a maior
incidéncia de DAC (odds ratio de 2,45; p= 0,04) e o alelo variante para o SNP +276
G>T associou-se a menor incidéncia de DAC (odds ratio de 1,89, p= 0,03), apesar
de ndo ter apresentado efeito sobre a concentracdo plasmatica de adiponectina.
Esses resultados nos possibilita concluir que as variagbes genéticas parecem
influenciar a ocorréncia de DAC independentemente da concentracdo plasmatica de
adiponectina, o que pode ser explicado pelo fato desses SNP terem efeito sobre a
concentracdo de outros biomarcadores inflamatérios, o que vai ao encontro dos

resultados observados no presente projeto.

Por esse motivo, optou-se por conduzir as analises subsequentes
considerando um padréo inflamatorio sisttmico e ndo mais avaliando a
concentracdo plasmatica de cada biomarcador inflamatorio isoladamente. Para isso,
uma andlise multivariada de Cluster foi utilizada para agrupar individuos de acordo
com o estado global de inflamagcdo. A analise obteve sucesso em separar 0S
individuos em dois grupos com perfis inflamatérios distintos: “inflamados” e “nédo

inflamados”.

O grupo inflamado apresentou idade, circunferéncia da cintura, pressao
arterial e concentracdo plasmatica de VLDL-c e de TG significativamente maiores
em relagdo ao grupo nao inflamado. Essas caracteristicas observadas no grupo

inflamado sdo compativeis com componentes que caracterizam o diagndstico de
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SM, a qual tem a RI e a inflamagé&o cronica, sistémica e de baixa intensidade como
base para seu desenvolvimento (LUMENG e SALTIEL, 2011). A hipertenséo arterial
€ resultante, entre outros fatores, da disfuncdo endotelial combinada com a
vasoconstricdo e a reducdo da vasodilatacdo, ambas resultantes da ativacéo de vias
inflamatorias no endotélio vascular (ANDERS et al., 2015). No tocante ao aumento
da concentracdo plasmatica de triacilglicerol, cabe destaca que a inflamacao gera a
RI em tecidos metabdlicos e, combinadas, elas sdo responsaveis por aumentar a
lipdlise no tecido adiposo, reduzir a captacdo de glicose nesse tecido e no musculo
esquelético, bem como ativar vias de lipogénese e neoglicogénese hepéticas,
ocasionando acumulo de triacilglicerol no figado e aumento da sua concentracéo
plasmatica (JUNG e CHOI, 2014). Combinadas, a hipertensdo arterial e a
dislipidemia, juntamente com o quadro inflamatorio sistémico, aumentam o risco para

eventos cardiovasculares relacionados a aterosclerose (LOVREN et al., 2015).

Os dois grupos também apresentaram diferencas entre as médias de AG do
plasma, sendo que o grupo inflamado possuia maior quantidade de C16:0 e menor
guantidade de AGPI, n-6 e AA no plasma, quando comparado com 0 grupo nao
inflamado. Esses resultados vdo de encontro aqueles verificados em outros estudos
realizados em humanos nos quais o AG C16:0 foi positivamente associado com a
concentracdo plasmatica de PCR (KASKA et al., 2014 e PERREAULT et al., 2014),
risco para SM (WARESJO et al., 2005 e MAYNERIS-PERXACHS et al., 2014), DCV
(WARESJO et al., 2008a) e negativamente associado com a concentracao
plasmatica de adiponectina (FERNANDEZ-REAL et al.,, 2005). Essa associacao
positiva pode ser explicada pelo fato de o AG C16:0 ser capaz de ativar a via de
sinalizacdo do TLR-4, a qual culmina na translocacdo e ativacdo do fator de
transcricdo designado NF-kB para o nudcleo celular, e, por consequéncia, ocorre a
ativagdo da transcricdo génica de proteinas com acgdo pro-inflamatoria, contribuindo

para a patogénese de doencas metabdlicas (HUANG et al., 2012).

Além disso, as atividades de enzimas, estimadas pela razdo entre o produto e
substrato da reacdo, também diferiram entre os grupos, sendo que 0 grupo
inflamado apresentou maior atividade da SCD-1 e menor atividade da enzima D5D.
Essa atividade reduzida da enzima D5D deve estar relacionada a quantidade

reduzida de AA e de n-6 nos individuos participantes do grupo inflamado.
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No tocante a menor concentracdo plasmética de AA e atividade reduzida da
enzima D5D verificada no grupo inflamado, cabe destacar que a sintese de AG poli-
insaturados de cadeia longa, como AA e EPA, a partir dos AG essenciais, C18:2 n-6
e C18:3 n-3, respectivamente, € realizada por enzimas designadas elongases e por
enzimas dessaturases — como as enzimas D6D e D5D —, as quais sé&o
principalmente moduladas por estimulos da alimentacdo e hormonais (WARENSJO
et al., 2008b;RAATZ et al.,, 2012) Estudos longitudinais e de abordagem de
randomizacdo mendeliana evidenciaram que as atividades estimadas dessas
enzimas e variagcbes genéticas localizadas nos genes que codificam para as
mesmas tém relagéo de causalidade no desenvolvimento de DM2, RI e aumento da
concentracdo plasmatica de PCR, sendo que a atividade da D5D € negativamente
relacionada a esses desfechos enquanto a atividade da D6D é positivamente
relacionada (WARENSJO et al., 2005 e KROGER e SCHULZE, 2012). Apesar dos
mecanismos que justifiguem uma atuagdo das enzimas dessaturases no
desenvolvimento de desordens metabdlicas ndo estarem elucidados, aventa-se que
a reducdo da atividade da D5D diminuiria, consequentemente, a concentracao
plasmatica de AA nos individuos do grupo inflamado, justificanto os resultados
observados no presente projeto.

Além disso, estudos com humanos de delineamento transversal tém sido
inconclusivos a respeito da associacdo entre a concentracdo plasmatica de AA e a
concentracdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios (PETERSSON et al. 2008
e PERREAULT et al. 2014), sendo que alguns estudos mais recentes relatam uma
protecdo desse AG contra DCV e uma associacdo negativa do mesmo com
concentracdes plasmaticas de IL-6 (FEZEU et al. 2014; KASKA et al. 2014).

A atividade aumentada da enzima SCD-1, por sua vez, tem sido associada,
em outros estudos, com risco aumentado para SM (WARESJO et al., 2005),
mortalidade por DCV (WARESJO et al., 2008a), e correlacionada positivamente com
alguns fatores de risco para ambas, como circunferéncia da cintura elevada,
intolerancia a glicose (medida por teste de tolerancia oral a glicose) (STEFAN et al.,
2008), hipertrigliceridemia (PILLARD et al., 2008) e aumento da concentracdo de
PCR sérica (PETERSSON et al., 2008). Como essa enzima esta relacionada com a
sintese de 18:1 n-9 e 16:1 n-7 a partir de 18:0 e 16:0, respectivamente, etapa

fundamental para a lipogénese hepatica (SAMPATH et al., 2007), e pode ter sua
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atividade aumentada, entre outros fatores, por AGS da alimentacdo (WARESJO et
al., 2008b), os resultados encontrados nesse e em outros estudo podem estar
relacionados com o potencial pro-inflamatorio desses AGS e pro-ateroscleroticos da

lipogénese hepéatica, com a qual esta intimamente associada.

No presente estudo, nao foi verificada nenhuma associagéo significativa entre
todos os SNP analisados e os padrées inflamatorios. Entretanto, considerando que
as alteracbes dos biomarcadores inflamatérios podem ocorrer pela presenca de
polimorfismos e pelo perfil plasmatico de AG, foram verificadas interacdes entre os

SNP presentes nos genes da adiponectina, TLR-4, IL-1B e IL-6 e 0os AG plasmaticos.

Nesse sentido, 0 SNP +6054 G>A (rs1143643) do gene da IL-1[ apresentou
interacdo estatisticamente significante com C18:0, AA, AGPI e atividade estimada da
D6D, sendo que apenas os individuos portadores do alelo variante apresentaram
menor chance de estarem no grupo inflamado quando as concentracdes plasméticas
de C18:0 e AA estavam acima da mediana. Apesar de ser um SNP sindnimo, em
alguns estudos, como no estudo de Shen et al. (2007), o genétipo GG foi associado
ao maior risco para SM, hipertenséo arterial, maior concentracao plasmatica de PCR
e menor concentracdo plasmatica de adiponectina, sendo, por tanto, considerado
um gendtipo de risco. Nesse mesmo estudo, ainda, AGPI da membrana eritrocitaria
foram modificadores de efeito do SNP +6054 G>A, sendo que os individuos GG nos
percentis mais altos de AGPI, n-3 e EPA+DHA da membrana deixaram de

apresentar risco para SM.

Apesar de estudos in vitro demonstrarem que a adicdo de C18:0 livre em
meio de cultura estimula vias de sinalizag¢éo celular pré-inflamatorias, como a via de
sinalizacdo da proteina JNK-1 e 2 e do NFkB, bem como a expressao de genes que
codificam citocinas pro-inflamatérias (IL-1B8, IL-6 e TNF-a) em macrofagos
peritoneais (ANDERSON et al., 2012) e células endoteliais (HARVEY et al., 2010),
0s estudos em humanos tém apresentado resultados conflitantes acerca da acao
desse AG sobre a inflamagéo, sendo que alguns estudos evidenciam risco elevado
para DM2 e concentragdo plasmatica de C18:0, os quais foram associados
positivamente com concentracbes de LDL-c e de fibrinogénio (MA et al., 2015) e
indices de RI (KUROTANI et al.,, 2012), enquanto outros estudos apontam para

desfechos metabdlicos de protecdo, como redugdo das concentragbes plasméaticas
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de PCR (PERREAULT et al., 2014) e risco reduzido para eventos cardiovasculares
(FEZEU et al., 2014). A maioria dos estudos, no entanto, apresenta resultados sem
significancia estatistica a respeito da associacdo entre concentracdo plasmatica de
C18:0 e inflamacdo (MAYNERIS-PERXACHS et al., 2014, FERNANDEZ-REAL et
al., 2005, KLEIN-PLATAT et al., 2005, WARENSJO et al., 2008, KASKA et al., 2014,
PETERSSON et al., 2008, PETERSSON et al., 2009). Esses resultados conflitantes
podem ser provenientes de variacdes de delineamento de estudo, poder estatistico
da amostra e caracteristicas das populacdes estudadas, como sexo, idade, raca,
presenca de doencas metabdlicas ou variagcdes genéticas. O SNP +6054 G>A do
gene da IL-1[, apontado pelo presente estudo, poderia estar entre essas variagoes
genéticas que influenciam a associacéo do perfil de AG do plasma como fatores de
risco ou protecao para inflamacao e desordens metabdlicas, uma vez que esse SNP
€ modificador do efeito do C18:0, sendo que apenas uma categoria genotipica
(AG+AA) apresentou protecdo conferida por niveis plasmaticos aumentados desse
AG.

Outra interacdo gene-AG do plasma encontrada no presente projeto se refere
ao SNP +3725G>C do gene do TLR-4, para o qual individuos GC+CC apresentaram
chance elevada de estar no grupo inflamado quando estavam acima da mediana
para a razdo AA/EPA plasmaticos. Como a conversdo do AA em eicosanoides de
série par € realizada pelas mesmas enzimas que convertem o EPA em eicosanoides
de série impar (cuja acdo pré-inflamatéria € menos intensa em relacdo aquela dos
eicosanoides de série par), e 0 EPA e DHA em maresinas, protectinas e resolvinas
(as quais possuem acao anti-inflamatoria), a razdo plasmatica AA/EPA reflete a
disponibilidade dos dois substratos na membrana de células, onde, dependendo do
equilibrio entre eles, pode haver um desvio da sintese de eicosanoides para um
perfil mais ou menos pro-inflamatoério (Calder, 2015). Adicionado a isso, o estudo de
Sato et al. (2012) investigou o mecanismo pelo qual o SNP +3725 G>C do gene do
TLR-4, localizado em uma regido ndo traduzivel do RNA mensageiro, poderia
exercer seus efeitos sobre a inflamagéo e, nesse sentido, constatou-se que o RNA
mensageiro contendo o alelo variante deixa de sofrer inibicdo de dois microRNAS, o
MIiRNA -1236 e o miIRNA -642, o que acarreta no aumento da sintese e da
guantidade de TLR-4 nas células. Seguindo essas hipoteses, é plausivel que

individuos carreadores do alelo C variante, que tem conteudo aumentado de TLR-4
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na membrana celular, apresentem maior risco para um perfil inflamatorio sistémico
com razédo plasméatica AA/EPA elevada, ja que as propriedades anti-inflamatorias, de
inibicdo da sinalizacdo celular do TLR-4, exercidas pelo EPA, estariam deficientes
nesses individuos devido a menor disponibilidade desse AG na producdo de
eicosanoides com propriedades anti-inflamatérias (resolvinas), na modulacdo do
fator de transcricdo PPAR-y, e na ativacdo da via celular do GPR-120 (Calder,
2015).

Com relacdo aos SNP localizados no gene da adiponectina, trés deles
apresentaram interacdo estatisticamente significante com os AG plasmaticos, de
forma a influenciar o risco de pertencer ao grupo inflamado. Nesse sentido, para o
SNP +45 T>G, apenas os portadores do alelo G no percentil mais alto de acidos
graxos n-3 no plasma apresentaram menor chance de pertencer ao grupo inflamado,
enquanto essa protecdo dos AG n-3 ndo foi observada em individuos com o
genodtipo TT. Esse resultado pode ser explicado pela modulacdo que os AG n-3
exercem sobre a transcricdo génica da adiponectina, uma adipocina com potente
acao de sensibilizagdo a insulina, anti-inflamatoria e antiaterogénica (SHEHZAD et
al. 2012), uma vez que EPA e DHA tem capacidade de ativar o receptor nuclear
PPAR-y, que esta envolvido na ativacdo do gene da adiponectina (OSTER et al.,
2010). Além disso, de acordo com Guzman et al. (2012) e Siintonen et al. (2011),
individuos carreadores do alelo G para o SNP +45 T>G apresentam maior
concentracdo plasmatica de adiponectina. Como esse SNP é localizado no interior
do gene, em uma regido exon, a presenca do alelo T deve estar relacionada a
mecanismos pos-transcricionais de regulacdo da sintese de adiponectina, de forma
gue individuos portadores do alelo G, que sofreriam menor influéncia de fatores
regulatérios poés-transcricionais, seriam mais sensiveis a ativacdo da regido
promotora induzida pelos AG n-3. Nesse caso, portanto, carreadores do alelo G para
0 SNP +45 T>G se beneficiariam mais com a orientacdo de uma alimentacao rica

em acidos graxos n-3.

Entretanto, de forma contraria aos resultados verificados no presente projeto,
0 estudo conduzido por Alsaleh e colaboradores (2013), incluindo participantes do
estudo MARINA, constatou aumento de 22% na concentragdo de adiponectina
plasmatica ap6s 12 meses de suplementacdo com 1,8 g/dia de EPA+DHA (1,51:1)

apenas nos individuos TT, com mais de 58 anos. Diante disso, mais estudos
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conduzidos na populacdo brasileira sdo necessarios para delinear conclusdes e
condutas clinicas mais adequadas a essa populacdo e possiveis diferencas entre

faixas etarias.

Nenhuma interacdo estatisticamente significante entre AG do plasma e os
SNP -7734 C>A e -11391 G>A foi encontrada por outros estudos. No presente
estudo, apenas os individuos CC para o SNP -7734 C>A teriam menor chance de
pertencerem ao grupo inflamado quando AA, EPA, DPA e atividade estimada da
D5D do plasma estavam acima da mediana. Os portadores do alelo A para o SNP -
11391 G>A apresentaram maior chance de pertencer ao grupo inflamado no maior
percentii de AGS do plasma, enquanto os individuos GG apresentaram menor
chance quando estavam no maior percentil de AA, AGAI n-3 e atividade estimada de

D5D do plasma.

Considerando que o alelo G para o SNP -11377 C>G tem sido associado a
risco aumentado para DM2 (CHU et al. 2013) e DCV (ZHANG et al. 2012), os
resultados do presente estudo referentes a esse SNP, apesar de ndo envolverem
interacbes gene-nutriente estatisticamente significantes, fornecem informacdes
importantes para uma possivel reducdo do risco dessas doencas. Nesse sentido,
aventa-se que uma dieta capaz de aumentar as concentracdes plasméaticas de AA,
EPA, DHA, n-3 e AGAI n-3, bem como modular a atividade da enzima D5D, poderia
reduzir as chances dos individuos GC+GG desenvolverem doencas metabdlicas
decorrentes do estado inflamatoério crénico, sistémico e de baixa intensidade. Além
disso, reducao da ingestédo e da concentracdo plasmatica de AGS pode ser benéfica
para esses individuos, uma vez que Fergunson et al. (2010) e Perez-Martinez et al.
(2008) observaram aumento do indice HOMA-IR (modelo de avaliagdo homeostatico
usado para determinar graus de RI) nos carreadores do alelo G para o SNP -11377
C>G em valores elevados de AGS do plasma e da dieta, respectivamente, em
individuos com SM, provenientes do estudo multicéntrico LIPIGENE (30 a 70 anos,
com IMC entre 20 e 40), e em estudantes da Universidade de Cérdoba (Espanha),

idade média de 23 anos, respectivamente.



85

8 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente projeto, pode-se concluir que:

e Os SNP localizados nos genes da adiponectina, TLR-4, IL-1B8 e IL-6 tem efeito
sobre a concentracdo plasmatica de alguns biomarcadores inflamatérios, todavia
nenhum SNP apresentou associacdo com o grupo inflamado.

e A concentracdo plasmatica de C16:0, razdes AGS/n-6 e AGS/AGPI e a atividade
estimada da enzima SCD-18 foram associadas positivamente e as concentracdes
plasmaticas de AGPI, n-6 e AA e a atividade estimada da enzima D5D foram
negativamente associadas a um padréo inflamatorio sistémico.

e Interacbes SNP-AG plasmaéticos, influenciando as chances para um padrédo
inflamatério sistémico, foram encontradas entre 0 SNP +6054 G>A (rs1143643) do
gene da IL-1B e C18:0, AA, AGPI e atividade estimada da enzima D6D, entre o SNP
+3725 G>C (rs11536889) do gene do TLR-4 e a razdo AA/EPA, entre 0 SNP +45
T>G (rs2241766) do gene da adiponectina e n-3, entre o SNP -7734 C>A
(rs16861209) do gene da adiponectina e AA e entre o SNP -11391 G>A
(rs17300539) do gene da adiponectina e AGS.

O presente estudo contribuiu para identificar a frequéncia genotipica de SNP nao
antes estudados na populacao brasileira em uma amostra proveniente de um estudo
de base populacional. Além disso, as informacdes obtidas poderdo contribuir para
estudos que visam desenvolver medidas para a reducdo do risco de doencas
cronicas associadas com o estado inflamatério crénico, sisttmico e de baixa

intensidade de forma individualizada.
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Il - DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Protocolo de Pesquisa: Homocisteina, polimorfismos do gene
MTHFR, fatores dietéticos e risco cardiovascular: estudo de base
populacional — ISA-Capital

Pesquisador: XXXX, portador(a) do documento de Identidade N° XX-X, sexo X,
exercendo a funcéo de Professor Doutor do Departamento X da Faculdade X.

Avaliacéo de Risco da Pesquisa
Nenhum risco ( ) risco minimo (x)  risco moderado ( ) risco alto ( )
Duracéo da Pesquisa: vinte e quatro meses.

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO SUJEITO DA
PESQUISA OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA,
CONSIGNANDO:

As doencas cardiovasculares estdo entre as doencas que mais afetam os
brasileiros e se relacionam com a alimentag&o. Poucos estudos tém sido realizados
no Brasil para investigar os fatores da dieta relacionados com o risco de doencas
cardiovasculares. Um destes fatores é a homocisteina, um composto encontrado
naturalmente no sangue. E reconhecido que individuos que apresentam elevada
concentracdo de homocisteina no sangue possuem mais chance de desenvolver
doencas cardiovasculares. A concentracdo de homocisteina € modificada tanto
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pela dieta quanto por caracteristicas genéticas. Assim, este estudo tem como
objetivo investigar, nos individuos que participaram do inquérito em saude ISA-SP,
a relacdo entre o consumo alimentar e marcadores de risco de doencas
cardiovasculares, bem como as caracteristicas genéticas envolvidas nesta relagédo
da dieta com os marcadores de risco cardiovascular, em especial a homocisteina.
Vimos convida-lo a participar deste estudo.

Sua participacdo nesta pesquisa inclui os seguintes procedimentos: a) responder
um questionario sobre habitos de vida e uma entrevista sobre o consumo de
alimentos; b) permitir fazer as suas medidas de peso, altura e da cintura; c) permitir
a coleta de uma amostra de 20 ml de sangue para analise de homocisteina,
vitaminas B6, B12, &cido fdlico, lipides e marcadores de inflamacdo, e para
extracdo do DNA. O DNA coletado sera usado unicamente para investigar as
variacbes do gene que produz a enzima que participa da regulacdo das funcdes
das vitaminas e da homocisteina, chamada enzima MTHFR. Na coleta de sangue
pode haver pequeno desconforto. Raramente, a puncdo venosa pode provocar
pequeno hematoma (manchas roxas) no local da puncdo, que, em geral,
desaparecem depois de 3 a 5 dias. Esta coleta sera feita por um profissional de
enfermagem.

Os resultados obtidos nesta pesquisa poderdo colaborar no entendimento dos
fatores que influenciam o desenvolvimento de doengas cardiovasculares.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA

Se tiver qualquer ddvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a
Profa. XXXX pelo telefone: XXXX-XXXX, ou com o Comité de Etica X (XXXX-
XXXX).

Todas as informacdes prestadas nesta entrevista sdo de carater confidencial e
serdo utilizadas somente para fins cientificos, sem qualquer identificagdo pessoal.
Esclarecemos que seu consentimento estd sendo pedido para este estudo, nao
sendo extensivel a nenhum outro projeto de pesquisa. E garantida e respeitada a
privacidade na divulgacdo dos resultados da pesquisa, e ndo havera, de forma
alguma, sua identificagao.

Qualguer provavel beneficio para o bem estar da populacdo depende da exatidédo
de suas respostas. Portanto, se o Sr(a) ndo entender alguma das questdes, por
favor, solicite os esclarecimentos que julgar necessarios. Também estaremos a
disposicdo para informé-lo(a) sobre os procedimentos, riscos e beneficios
decorrentes da pesquisa, ou qualquer duvida sobre o estudo.

E garantido o direito de desistir a qualquer momento da participacdo nesta
pesquisa, sem prejuizo algum para vocé. O(a) Sr(a) tem a liberdade de néo
participar do estudo, ou retirar seu consentimento a qualquer momento. O(A) Sr(a)
pode se recusar a responder a qualquer pergunta do questionario ou participar de
qualquer procedimento. Os resultados dos exames serdo encaminhados pelo
correio para sua residéncia.
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V - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Vocé poderd entrar em contato com a Profa. XXXX pelo telefone: (XX) XXXX-
XXXX, ou email XXXX@usp.br , sobre a pesquisa, ou no endereco: X, CEP:
XXXXX-XXX. Também podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da X, no mesmo endereco, telefone (XX) XXXX-XXXX, email:
XXXX@XXXX. XX X.

VI — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apGs convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido
o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador

ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)


mailto:XXXX@usp.br




