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DIAS, Flavia Luisa. Analise de polimorfismos genéticos dos receptores de quimiocinas

CCRb5delta32 e CCR2-V64I e do nivel plasmatico de RANTES em individuos obesos e

nao-obesos. 2016. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade
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RESUMO

A obesidade é definida como uma doenca resultante de um desequilibrio energético, onde o
consumo caldrico é maior que o gasto, que tem como consequéncia 0 acumulo de &cidos
graxos nas células do tecido adiposo, manifestado pelo aumento de peso corporal. O tecido
adiposo é imunologicamente dindmico e possui uma concentragdo de leucécitos residentes
responsaveis pela homeostase. A mudanca destas células para um perfil inflamatoério tem sido
implicada na patogénese da obesidade. De fato, a ativacdo de macrofagos no tecido adiposo é
relacionada a desregulacdo metabdlica, assim como a migracdo de mondcitos derivados da
medula éssea e sua diferenciacdo em macréfagos com fendétipo inflamatério no tecido adiposo
obeso é direcionada por quimiocinas e seus receptores. A este respeito, a citocina quimiotatica
regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T normais (RANTES) e os receptores
5 e 2 da familia de quimiocinas CC (CCR5 e CCR2) desempenham papéis importantes,
controlando o recrutamento e a polarizacdo de macrofagos no tecido adiposo, com
subsequente desenvolvimento de resisténcia a insulina e obesidade. Portanto, o objetivo deste
estudo foi investigar o impacto dos polimorfismos CCR2-V64I (rs1799864) e CCR5-A32
(rs333) e os niveis plasmaticos de RANTES em 90 individuos sobrepesos e obesos, em
comparacdo com 90 individuos ndo-obesos. Os polimorfismos no CCR5 e CCR2 foram
detectados a partir do DNA genémico do sangue total, utilizando o método de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) convencional e de polimorfismo de fragmento de restricéo
(RFLP), respectivamente. As tabelas de contingéncia de 2 x 2 e anélise de regressdao multipla
foram utilizadas para determinar a associacdo dos genoétipos com obesidade. ELISA para
RANTES humana foi usada para determinar os niveis da quimiocina no plasma. Ao nosso
conhecimento, este € o primeiro estudo buscando associar os polimorfismos CCR2-V64l e
CCR5-A32 e a suscetibilidade a obesidade na populacdo brasileira. Como resultado, nédo
houve diferencas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos do
CCR2 e CCR5, bem como em relagdo ao risco de obesidade (p> 0,05). No entanto, um
aumento significativo da RANTES plasmatico foi detectado no grupo de obesos comparados
ao grupo controle (p=0,0003). Quando estratificados por grau de obesidade e comparados ao
grupo controle, os niveis plasméaticos de RANTES nos obesos classe | (n = 10; p = 0,002) e
obesos classe Il (n = 17; p = 0,004) foram significantemente maiores, embora apenas uma
tendéncia foi notada no grupo de obesos classe Ill (n = 13; p = 0,07). Foi demonstrando um
aumento significativo no RANTES plasmatico dos homens obesos comparadas aos homens
n&o-obesos (p=0,004), porém este aumento ndo foi evidenciado entre as mulheres. Mulheres
do grupo ndo-obeso apresentaram concentracGes maiores de RANTES plasmatico em relacdo
aos homens do mesmo grupo (p=0,02), porém esta diferenca entre géneros nao foi notada no
grupo obeso. A constatacdo de que entre as pessoas ndo-obesas, 0 género tem um efeito
significativo sobre a concentracdo RANTES é potencialmente importante e deve ser
investigada. No entanto, os niveis plasmaticos de RANTES foram significativamente maiores
no grupo obeso, independentemente do género, sugerindo uma relacdo desta quimiocina com
0 excesso de peso, demonstando um possivel alvo de intervencGes terapéuticas na obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. CCR5. Macrdfago. RANTES. Polimorfismo genético.
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Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Obesity is defined as a disease resulting from an energy imbalance where caloric intake is
greater than the expenditure, which results in the accumulation of fatty acids in the adipose
cells, manifested by an increase in body weight. Adipose tissue is immunologically dynamic
and has a concentration of resident leukocytes responsible for homeostasis. The shift of these
cells to an inflammatory profile has been implicated in the pathogenesis of obesity. In fact,
activation of macrophages in adipose tissue is related to metabolic dysregulation, as well as
migration of bone marrow derived-monocytes and their differentiation into macrophages with
inflammatory phenotype in the obese adipose tissue is directed by chemokines and their
receptors. In this regard, the chemotactic cytokine regulated on activation, expressed and
secreted by normal T cells (RANTES) and the 5 and 2 CC-chemokine family receptors
(CCR5 and CCR2) play important roles controlling recruiting and polarization of
macrophages in adipose tissue, with subsequent development of insulin resistance and
obesity. Therefore, the aim of this study was to investigate the impact of CCR2-V64l
(rs1799864) and CCR5-A32 (rs333) polymorphisms and plasma levels of RANTES in 90
overweight and obese subjects compared with 90 non-obese subjects. The CCR5 and CCR2
polymorphisms were detected from genomic DNA of whole blood using the conventional
polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorfism (RFLP),
respectively. The 2 x 2 contingency tables and multiple regression analysis were used to
determine the association of genotypes with obesity. ELISA for human RANTES was used to
determine chemokine plasma levels. To our knowledge, this is the first study looking for an
association of CCR2-V64l and CCR5-A32 polymorphisms and susceptibility to obesity in the
Brazilian population. As a result, there were no significant differences in genotypic and allelic
frequencies of CCR2 and CCR5 polymorphisms, as well as in relation to the risk of obesity
(p> 0.05). However, a significant increase in plasma RANTES was detected in the obese
group compared to the control group (p = 0.0003). When stratified by grade of obesity and
compared to the control group, the plasma RANTES levels in class | obese (n = 10; p =
0.002) and class Il obese (n = 17; p = 0.004) were significantly higher, although only a
tendency was noted in the class Il obese group (n = 13; p = 0.07). It was demonstrated a
significant increase of plasma RANTES in obese men compared to non-obese men (p =
0.004), but this increase was not evidenced among women. Women in the control group
present higher plasma RANTES concentrations in relation to men of the same group (p =
0.02), although this difference between gender was not noticeable in the obese group. The
finding that among non-obese people, gender has a significant effect on RANTES
concentration is potentially important and should be investigated. However, plasma levels of
RANTES were significantly higher in the obese group, regardless of gender, suggesting a
relationship with this chemokine and overweight, demonstrating a possible target for
therapeutic interventions in obesity.

Keywords: Obesity. CCR5. Macrophage. RANTES. Genetic polymorphism.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Prevaléncia de excesso de peso e obesidade na populacdo brasileira com
20 anos ou mais, por sexo. Dados evolutivos dos ultimos 40 anos.......................
Figura 2— Classificagdo do IMC segund0o @ OMS...........ccooiiiiiinininieee e
Figura 3— Combinacdo das medidas de circunferéncia abdominal e IMC para
avaliacdo de obesidade e riscos de comorbidades (diabetes e doencas
CANJIOVASCUIAIES) ...ttt ettt reenbe e
Figura 4 — Interface imune da inflamagao do tecido adipOS0 .........ccccevvriereieneseniseseeeeaes



A32
ML

MM

A
AIDS
BCC
CCL2
CCL3
CCL4
CCL5
CCL7
CCL8
CCL13
CCR
CCR1
CCR2
CCR2A
CCR2B
CCR3
CCR5
CCR6
CCR9
CD3
CD68
CD103
CEPS
CR
CX3CR
CX3CR1
CXCR
CXCR4
CXCR5

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Delta trinta e dois

Microlitro

Micromolar

Adenina

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Balanca de Composicéo Corporal
Quimiocina 2 da familia CC

Quimiocina 3 da familia CC

Quimiocina 4 da familia CC

Quimiocina 5 da familia CC

Quimiocina 7 da familia CC

Quimiocina 8 da familia CC

Quimiocina 13 da familia CC

Receptor da familia de quimiocinas CC
Receptor 1 da familia de quimiocinas CC
Receptor 2 da familia de quimiocinas CC
Receptor 2 isoforma A da familia de quimiocinas CC
Receptor 2 isoforma B da familia de quimiocinas CC
Receptor 3 da familia de quimiocinas CC
Receptor 5 da familia de quimiocinas CC
Receptor 6 da familia de quimiocinas CC
Receptor 9 da familia de quimiocinas CC
Grupo de diferenciagéo 3

Grupo de diferenciagéo 68

Grupo de diferenciagéo 103

Centro de Educacdo para a Saude

Receptor da familia de quimiocinas C
Receptor da familia de quimiocinas CX3C
Receptor 1 da familia de quimiocinas CX3C
Receptor da familia de quimiocinas CXC
Receptor 4 da familia de quimiocinas CXC
Receptor 5 da familia de quimiocinas CXC



CXCR6 Receptor 6 da familia de quimiocinas CXC

DNA Acido Desoxirribonucleico

dNTP Deoxinucleotideos Trifosfato

E Estatura

ELISA Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica

G Guanina

GC Gordura Corporal

GPCR Dominio Transmembranar Acoplado a Proteina G
HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana

HIV-1 Virus da Imunodeficiéncia Humana subtipo 1
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IL-1 Interleucina 1

IL-6 Interleucina 6

IL-10 Interleucina 10

IL-1B Interleucina 1 beta

ILC2 Célula Linféide Inata do Tipo 2

IMC indice de Massa Corporal

IRS-1 Substrato 1 do Receptor de Insulina

kDA Quilodalton

Kg Quilograma

Kg/m? Quilograma por metro quadrado

MAPK Proteina kinase ativadas por mitdgenos
MCP-1 Proteina quimiotatica de mondcitos 1
MgCl, Miligrama de cloro

MIP-1 Proteina inflamatoria de macréfagos 1
MIP-1 a Proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa
MIP-1 B Proteina inflamatdria de macrofagos 1 beta
mM Milimolar

MRNA Acido Ribonucleico mensageiro

NF-xB Fator nuclear kappa B

NK Célula Assassina Natural

NKT Célula Assassina Natural Invariante

nm Namometro

OMS (WHO) Organizacdo Mundial da Saude



P

PCR

pb

PI3K
PLC-B
SNP
RANTES
TCLE
TGF- B
Thl

Th2
TNF-a
Treg
UEL
VIGITEL

Peso

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Par de Base

Fosfatidil Inositol 3-Fosfato Quinase

Fosfolipase C

Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Regulada sob ativacéo, expressa e secretada por células T normais
Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Fator de crescimento e transformacéo beta

Célula T auxiliar 1

Célula T auxiliar 2

Fator de necrose tumoral alfa

Célula T regulatéria

Universidade Estadual de Londrina

Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefbnico

Selvagem



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt 13
1.1 OBESIDADE E INFLAMAGAO ....coiuviiiiiiiiiesiie et site st sta e sae et snaessnee e ennae s 15
1.2 QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES .....uviiitiiiutiesieeaieesieeanteesieeesiessineasseessnessnesssneenseens 17
1.3 OBESIDADE, QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES ....cccuvviieiiiiieeeeitteeeesetneeeessnnreeaeenes 20
1.4 POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 5 DE QUIMIOCINA C-C (CCR5) .............. 22
1.5 POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 2 DE QUIMIOCINA C-C (CCR2) .............. 23
2 OBUIETIVOS ...ttt st e e b e s ae e be e sree e saeesrreenree s 25
2.1 OBUIETIVO GERAL ...ttt ittt sttt e sttt stea e sste et e s sste e s abbe e saae s et e e s sba e s esbeeesnseeennneeennes 25
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....vviiiiiiiieiiiesiiesiieeieesite ettt s a b snae et e e sneesnaeennee s 25
3 MATERIAIS E METODOS ..ottt eee et 26
3.1 ASPECTOS ETICOS ...uutveeeeitiiieeeetteeeessstseeesasaseeeasnsteaesassseeeessnsaeeseansnseeeesssaneessnssneensns 26
3.2 VOLUNTARIOS .etttieiitiiiteeiiitteesstteaesssstssesssstseessasnsaeaesssbeeeessnbaeeeeanssseeessnsbeeeessnsseennans 26
3.3 AVALIAGCAO DO ESTADO NUTRICIONAL ....vveiiieeiieiiitesieesiieesiessnee e ssneesseesnnessneesnnes 27
3.4 DETERMINACAO DO POLIMORFISMO DO RECEPTOR CCR2-V64l
(RSL7998O4) ...ttt ettt ettt et e e be e s e e be e eneeesbeesnreenrae s 28
34.1 Tratamento Enzimatico do Produto de PCR — Polimorfismo do CCR2................. 29
35 DETERMINAGAO DO POLIMORFISMO DO RECEPTOR CCR5 (RS333).....ccevvvriviiiiinnnns 30
3.6 QUANTIFICACAO DA CITOCINA CCL5 POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO
(ELTSA) .ottt ettt e te e e se e teena e e re e teene e reenreeneennen 31
3.7 ANALISES ESTATISTICAS. ..iiiitiie ettt ettt st stee e e et e e e e e e e s ba e e sseeeanneeeas 31
4 PRODUCAO BIBLIOGRAFICA.......coovoeeieeeieeeeeerseseees et 32
5 CONCLUSOES ..o 48
REFERENCIAS ..ottt 49
APENDICES .....coouitiiititiee ettt 59
APENDICE A — Parecer Consubstanciado do CEP............ccccviireeieeeeeseeesseees e 60
APENDICE B — Termo de Consentimento Livre € ESCIarecido ...........ccoeveeereeeseeeseeenns 63
ANEXO .t b ettt b e b e re e rae e reeanen 65



13

1 INTRODUCAO

Caracterizada como uma epidemia mundial, a obesidade é uma doenca de
prevaléncia crescente, tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento. A
maioria da populacdo mundial hoje vive em paises onde a mortalidade relacionada a
obesidade é maior que a relacionada a desnutricdo. Os dados da Organizacdo Mundial da
Salude (OMS) em 2014 contabilizam mais de 1.9 bilhdes de adultos acima do peso ideal para
sua altura, sexo e idade, sendo cerca de 600 milhdes com diagndstico de obesidade (WHO,
2015).

No Brasil, a prevaléncia de excesso de peso e obesidade também aumentou
consideravelmente nos Gltimos anos. A figura 1 apresenta a evolucdo desses indices ao longo
dos quatro inquéritos nacionais: “Estudo Nacional de Despesa Familiar 1975-19757,
“Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutricdo 1989 e “Pesquisa de Or¢camentos Familiares
2002-2003 e 2008-2009” (BRASIL, 2010). Os ultimos dados coletados em 2014 pelo
Ministério da Salde no sistema Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) indicam que 17,9% da populacdo adulta
entrevistada é obesa, sendo os maiores indices verificados em adultos do sexo feminino
(18,2%) (BRASIL, 2014).

Figura 1 — Prevaléncia de obesidade na populacédo brasileira com 20 anos ou mais, por sexo.
Dados evolutivos dos ultimos 40 anos.

20 1 18,2
18 17,9 17,6
16
S14 197475
= 12 m 1989
§ 10 m 2002-03
g 2 m 2008-09
“ m 2014
2
0

Total Masculino Feminino

Fonte: Adaptado de BRASIL (2010) e BRASIL (2014).

A obesidade é definida como uma doenca resultante de um desequilibrio

energético, onde o consumo cal6rico € maior que o0 gasto, que tem como consequéncia o
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acumulo de &cidos graxos nas células do tecido adiposo, manifestado pelo aumento de peso
corporal (HURT et al., 2014). Devido a esta manifestacdo, o reconhecimento do sobrepeso e
da obesidade ndo demanda grandes instrumentos, porém o diagnostico correto requer a
identificacdo de niveis de risco que necessitam de formas de quantificacdo. As medidas
antropométricas que aferem a massa corporal e a distribuicdo de gordura sdo as formas mais
utilizadas atualmente na avaliagdo clinica. O indice de Massa Corporal (IMC), um dos
indicadores mais importantes no diagndstico de sobrepeso e obesidade, é quantificado a partir
das medidas de peso corporal e estatura. A OMS classifica este indice (Figura 2) baseando-se
em padrdes internacionais (ABESO, 2009)

Figura 2 — Classificacdo do IMC segundo a OMS.

Classificacao IMC (kg/m?) Risco de comorbidades

Baixo peso <185 Baixo

Peso normal 18,5-24,9 Médio

Sobrepeso >25 &

Pré-obeso 25,0a29,9 Aumentado
Obeso | 30,0a349 Moderado
Obeso |l 35,0a39,9 Grave
Obeso Il >40,0 Muito grave

Fonte: ABESO (2009).

A combinagdo do IMC com outras medidas antropométricas permite um
diagnostico mais preciso por associar 0 peso com a massa de gordura corporal e sua
distribuicdo. A bioimpedancia é uma ferramenta que tem como finalidade determinar o
fracionamento de composicao corporal a partir da conducéo de corrente elétrica pelo corpo,
permitindo quantificar a massa muscular e a massa adiposa do individuo (EICKEMBERG et
al., 2011). Sabe-se que a gordura visceral (intra-abdominal) é um fator de risco potencial para
doengas, por isso a OMS classifica a medida de circunferéncia abdominal e sua relacdo com
riscos de comorbidades, combinando esta medida com o IMC (Figura 3) (ABESO, 2009).
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Figura 3 — Combinacdo das medidas de circunferéncia abdominal e IMC para avaliacdo de
obesidade e riscos de comorbidades (diabetes e doencas cardiovasculares).

Circunferéncia abdominal (cm)
Risco de complicagoes metabdlicas IMC (kg/m?) Homem: 94-102 102+

Mulher: 80-88 88+
Baixo peso <1856 - -
Peso saudavel 18,5-249 - Aumentado
Sobrepeso 25-29,9 Aumentado Alto
Obesidade >30 Alto Muito alto

Fonte: ABESO (2009).

Os fatores associados ao desenvolvimento da obesidade sdo diversos e
incluem componentes genéticos (Sindrome de Prader-Willi) e hereditérios (historico familiar),
comportamentais (habitos alimentares, sedentarismo, tabagismo, etilismo), socioculturais
(renda familiar, nivel de escolaridade, estado civil) e psicossociais (NIH, 1998). Dentre os
aspectos comportamentais, 0 consumo excessivo de alimentos, em especial de gorduras e de
acucares simples, tem papel fundamental no desenvolvimento desta doenca (SPARKS et al.,
2005; ALLER et al., 2011). A obesidade esta envolvida em outras doengas metabdlicas, como
diabetes, hipertensdo arterial, dislipidemias, esteatose hepatica, aterosclerose, bem como
problemas respiratorios, osteoartrite, doencas neurodegenerativas e cancer. Este envolvimento
estd fortemente relacionado a um processo de inflamagdo crénica de baixo grau no tecido
adiposo (HOTAMISLIGIL, 2006; ALAM; NG; LARBI, 2012).

1.1 OBESIDADE E INFLAMACAO

O tecido adiposo é um érgdo composto por adipécitos e células do sistema
imune, com diferentes fungdes, sendo a principal delas o armazenamento energético
(HAUSMAN et al., 2001). Este tecido é imunologicamente dindmico e possui uma
concentracdo de leucdcitos residentes. Em seu estado normal, estas populagdes incluem
linfocitos T auxiliares 2 (Th2), linfécitos T-regulatérios (Treg), células linfoides inatas do tipo
2 (ILC-2), celulas T invariantes natural killer (NKT), eosinofilos e macréfagos M2 (fenotipo
associado com resolucdo da inflamacdo e remodelamento tecidual). Estas células séo
responsaveis pela manutencdo de um estado anti-inflamatorio, pela producdo de citocinas
como a interleucina 10 (IL-10) e o fator de crescimento e transformacéo beta (TGF-B), que
regulam a homeostase do local (SCHIPPER et al., 2012; SHU; BENOIST; MATHIS, 2012;
LEE; LEE, 2014; CASTOLDI et al., 2015).



16

Durante o balangco energético positivo, os adipocitos sofrem hiperplasia e
hipertrofia, estocando o excesso de energia em forma de triglicerideos. Este crescimento
descontrolado das células, associado a hipdxia e aumento do estresse oxidativo local, provoca
uma alteragdo do microambiente, favorecendo a producdo de citocinas pro-inflamatdrias,
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ interleucina 6 (IL-6) (SUN et al., 2012). Por
meio de complexos celulares enzimaticos, esses estimulos promovem a ativacao de fatores de
transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e proteinas kinase ativadas por mitdogenos
(MAPK) (BAEUERLE; HENKEL, 1994; GHOSH; MAY; KOPP, 1998; SANTANGELO et
al., 2007) que atuam na regulacdo da sintese e da sinalizacdo intracelular de mediadores
inflamatdrios. Esses fatores de transcricdo se ligam a regibes promotoras de genes que
codificam elementos da resposta imune e promovem a liberacdo de quimiocinas, como a
regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T normais (RANTES), promovendo
uma diferenciacdo de mondcitos para macréfagos M1 (fenétipo associado com perfil pro-
inflamatdrio), assim como um recrutamento e ativacdo de células natural Killer (NK),
neutrofilos, células dendriticas e linfécitos T helper 1 (Thl) (Figura 4) (GHOSH; MAY;
KOPP, 1998; KAMINSKA, 2005; CASTOLDI et al., 2015).

Figura 4 — Interface imune da inflamacéo do tecido adiposo.

CD163
TNFa IL-1B
IL-6 IFNy

IL-10 IL-5
IL-4 IL-13 TGFp

Fonte: o proprio autor.

A resposta inflamat6ria na obesidade tem sido associada & resisténcia a
insulina no tecido adiposo e no figado. Os mediadores inflamatorios ativam complexos

enzimaticos que promovem a fosforilacdo de residuos de serina no substrato-1 do receptor de
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insulina (IRS-1), ao invés de residuos de tirosina, e inibem a cascata de sinalizacdo da
insulina (FEINSTEIN et al., 1993; CAI et al., 2005). Apesar de os musculos periféricos ndo
serem fonte primordial de produtos inflamatdrios, citocinas séricas como a IL-6, TNFa ¢ a
interleucina 1 (IL-1) também podem induzir resisténcia a insulina nestes tecidos
(STEINBERG et al., 2006).

Diferente de uma resposta aguda, o estado inflamatério induzido pela
obesidade ocorre gradual e moderadamente e, secundario ao desequilibrio resultante, parece
impedir uma resposta anti-inflamatéria efetiva, o que o torna cronico (GREGOR,;
HOTAMISLIGIL, 2011). Dados recentes indicam que o tecido adiposo de pessoas obesas esta
infiltrado por macréfagos M1. Interessantemente, alguns estudos demonstraram que a perda
de peso esta relacionada com a reducdo de macréfagos M1 no tecido adiposo e com a melhora
do perfil inflamatério (ARON-WISNEWSKY et al., 2009).

A alteracdo para o estado inflamatorio, devido a polarizagdo de macréfagos
do fendtipo M2 para M1 € alvo de importantes estudos e diversos deles apontam esta como
uma das principais causas da cronicidade da inflamacdo no tecido adiposo obeso. Além desta
polarizagdo, 0s mecanismos responsaveis pelo recrutamento de mondcitos que serdo
diretamente diferenciados em macrofagos M1 e de outras celulas de perfil inflamatorio para o
tecido adiposo sdo intimamente relacionados com a liberacdo de citocinas quimiotaticas e a
expressado de seus receptores (DECLEVES et al., 2011).

1.2 QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES

As quimiocinas sao membros da superfamilia das citocinas quimiotaticas,
inicialmente caracterizadas devido a sua associa¢do com resposta inflamatéria, por estimular a
quimiotaxia de leucdécitos durante a inflamacéo (THELEN, 2001; DOWSLAND et al., 2003).
Contudo, sabe-se que as quimiocinas desempenham diversas outras funcfes, tais como:
homeostase, proliferacdo celular, hematopoiese, interacBes virus/célula, angiogénese e
neovascularizacdo (BAGGIOLINI; LOETSCHER, 2000; BELPERIO et al., 2000; HWANG
etal., 2005; STRIETER et al., 2005; CHEN et al., 2006).

Mais de cinquenta quimiocinas estdo descritas e possuem estruturas
terciarias similares que consistem em um terminal amino (que atua como dominio de
sinalizacdo), seguido de uma longa alca (que contém importantes determinantes de ligagdo),
trés folhas B e uma o hélice C-terminal (MURDOCH et al., 2000; ROSSI; ZLOTNIK, 2000;
ALLEN; CROWN; HANDEL, 2007). A maioria das quimiocinas tem quatro cisteinas
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conservadas e de acordo com o nimero de aminoacidos existentes entre os dois primeiros
residuos de cisteina da extremidade N-terminal, as quimiocinas sdo classificadas em quatro
subfamilias: CXC, CC, CX3C e C, onde C representa cisteina e X ou X3 representa um ou
trés aminoacidos (ROSSI; ZLOTNIK, 2000; MELLADO et al., 2001; ALLEN; CROWN;
HANDEL, 2007).

As quimiocinas que possuem duas cisteinas adjacentes, separadas por um
aminoacido (CXC) sdo denominadas alfa, enquanto as que possuem duas cisteinas adjacentes
(CC) séo denominadas beta. As quimiocinas alfa atraem neutréfilos e sdo produzidas por
células mononucleares ativadas, e as beta atraem macrofagos e mondcitos, sendo produzidas
por células T ativadas. No ano 2000, um sistema de nomenclatura foi introduzido no qual
cada ligante e receptor foi identificado pela subfamilia recebendo um namero identificador
(MURPHY et al., 2000).

A quimiocina RANTES, também denominada CCL5, é uma proteina de 68
aminoacidos que induz a migracdo de leucocitos, mediando principalmente o trafego de
linfocitos T e mondcitos. Esta quimiocina também exerce funcdo sobre outras células do
sistema imune como basdfilos, eosindfilos, células NK, mastécitos e células dendriticas
(APPAY; ROWLAND-JONES, 2001). Apesar dos beneficios da atividade quimiotatica da
RANTES, permitindo recrutamento de células imunes as areas de infec¢bes, a producédo
aumentada de RANTES estad associada com varios efeitos negativos e relacionada com
diversas doencas, tais como a aterosclerose, artrite reumatdide, doengas hepéticas e diabetes
(BATURCAM et al., 2014).

As quimiocinas exercem seus efeitos através da interacdo com receptores de
sete dominios transmembranares acoplados a proteina G (GPCR) presentes na membrana de
células alvo. Foram descritos pelo menos 20 receptores de quimiocinas e assim como no caso
dos seus ligantes, os receptores também podem ser agrupados em quatro familias principais:
CR, CCR, CXCR e CX3CR, que interagem com quimiocinas C, CC, CXC e CX3C,
respectivamente (MELLADO et al., 2001; ZHU et al., 2012). Alguns receptores, como 0
CCR6, CCR9, CXCR4, CXCR5, CXCR6 e CX3CR1 sdo especificos, ligando-se apenas a
uma so quimiocina. Porém, diferentes quimiocinas podem interagir com 0 mesmo receptor e
um anico ligante pode estabelecer ligacbes com diferentes receptores. Estas interacdes
ocorrem com afinidade e atividade funcional semelhantes, o que sugere um elevado grau de
redundancia (BALKWILL, 2004; GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-PEREIRA,
2011).
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Todos estes receptores sdo compostos de aproximadamente 350
aminoacidos e com peso molecular proximo de 40kDa. O dominio extracelular consiste de
uma extremidade N-terminal e trés alcas extracelulares que atuam na ligacdo a quimiocina. A
regido intracelular € composta de trés algcas e a extremidade C-terminal, que intervém na
transducéo de sinal (MURPHY, 1994). A ligacdo da quimiocina ao respectivo receptor muda
a conformacdo do mesmo e leva a dissociacdo das subunidades da proteina G. Estas
subunidades por sua vez ativam uma variedade de vias de sinalizacdo que envolve
componentes classicos como a fosfolipase C beta (PLC-B), o fosfatidil inositol 3-fosfato
quinase (PI3K) e a cascata da MAPK. Algumas destas vias podem ativar moléculas efetoras
envolvidas no rearranjo do citoesqueleto, implicando na adesdo e migracdo celular
(MELLADO et al., 2001; FRIEDL; WOLF, 2003; SOLDEVILA; GARCIA-ZEPEDA, 2007)

O CCRS5 pertence a superfamilia de receptores triméricos transmembrana
acoplados a proteina G ligadora do nucleotideo guanina, que compreende a maior familia de
proteinas do corpo humano (RAPORT et al., 1996). Ele exerce suas atividades via proteina G
e interage com as quimiocinas RANTES, proteinas 1 o inflamatoria de macrofagos (MIP-
la)/CCL3 e MIP-1B/CCL4 (SAMSON et al., 1996) e esta envolvido na quimiotaxia de
determinados leucdcitos para os sitios de inflamacéo (LIU et al., 1996; MARTINSON et al.,
1997). Este receptor é expresso na superficie celular de linfécitos T com fen6tipo de memoria
ou efetor e Tregs, mondcitos, macréfagos e células dendriticas imaturas (BLANPAIN et al.,
2002; CHANG et al., 2012)

Este receptor contém 352 aminoacidos com uma massa molecular de 40,6
kDa e compartilha 71% de identidade sequencial com o CCR2, onde a maioria das diferencas
estdo localizadas sobre os dominios extracelulares e citoplasmaticos (COMBADIERE;
AHUJA; MURPHY, 1995; RAPORT et al., 1996; SAMSON et al., 1996). O CCR2 é um
receptor de quimiocina CC que possui afinidade por CCL2, CCL7, CCL8 e CCL13
(LUSTER, 1998). Este receptor é expresso principalmente por células do sistema imune,
incluindo os mondcitos/macréfagos, baséfilos, mastdcitos, linfécitos T, células NK e células
dendriticas (CHARO et al., 1994; POLENTARUTTI et al., 1997; SANDERS et al., 2000)

Existem duas isoformas de CCR2, o CCR2 tipo A (CCR2A) e tipo B
(CCR2B), que diferem somente em sua regido C-terminal, sugerindo que sdo derivados de um
unico gene, via “splicing” alternativo. Embora esta diferenga entre as isoformas seja pequena,
ela € suficiente para causar uma drastica alteracdo na sua localizacdo nas células. Enquanto o
CCR2B é expresso na superficie celular, o CCR2A é detectado predominantemente no

citoplasma (WONG et al., 1997). Todavia, quando a isoforma CCR2A € expressa ha
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superficie celular, interage com a quimiocina CCL2 e responde de maneira similar a isoforma
CCR2B (SANDERS et al., 2000).

As quimiocinas, assim como seus receptores, sao reguladas e expressas de
forma diferente em células e tecidos, podendo desempenhar diferentes fungdes em condicGes
fisioldgicas e nas doencgas (OTA, 2013). Recentemente, muitos esforgos tém sido empenhados
nos estudos relacionando obesidade, inflamacgéo, quimiocinas e seus receptores.

1.3 OBESIDADE, QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES

O tecido adiposo em obesos é caracterizado tanto pelo recrutamento de
macrofagos M1 quanto pela ativacdo de eventos pré-inflamatorio a partir dos adipécitos ou
pré-adipocitos que comegam a secretar quimiocinas como RANTES e CCL2. Posteriormente,
macréfagos CCR2" e/ou CCR5" se acumulam, presumivelmente para manter a inflamagéo
com macrdéfagos M1 ativados classicamente no tecido adiposo obeso. Mondcitos saem da
medula 6ssea de um modo dependente de CCR2 e sdo recrutados para os tecidos inflamados
(LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).

A correlagdo de certas quimiocinas CC e a expressdo de seus receptores
com parametros metabdlicos em pacientes obesos diferenciam-se comparada com o tecido
adiposo normal. Estudos demonstram que o CCL5 e CCR1 sdo associados com aumento da
concentracdo de acidos graxos livres no plasma e geracdo da resisténcia a insulina em
individuos obesos (HUBER et al., 2008). Wu et al. (2007) demonstram que o CCR5, principal
receptor de RANTES, e o CCR3 foram induzidos no tecido adiposo de roedores e humanos
obesos. No mesmo estudo, foi relatado um aumento de células T no tecido adiposo de obesos
dependente e associado ao aumento da expressdo de RANTES, bem como seu receptor
CCRS.

Apesar do papel e do mecanismo do RANTES no tecido adiposo ainda néo
ser completamente compreendido, esta quimiocina é envolvida no recrutamento de células
mononucleares para os locais de inflamacao pela ligacdo a receptores CCR1, CCR3 e CCRS.
Na obesidade, tem sido demonstrado um aumento de macréfagos e células T no tecido
adiposo (BATURCAM et al., 2014). Madani et al. (2009) demonstraram que a expressao
desta quimiocina no tecido adiposo, em conjunto com o seu receptor (CCR5), estad
correlacionada com a expressdao de marcador de macréfagos CD68. E Wu et al. (2007)
mostraram que os niveis de mRNA RANTES estdo altamente correlacionados com o

marcador de células T CD3 no tecido adiposo visceral humano. Os dados relatados por
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Baturcam et al. (2014) e Lubrano et al. (2015) demonstram um aumento significativo nos
niveis de RANTES circulante em individuos obesos comparados ao grupo controle.

O eixo CCL2/CCR2 desempenha um papel central na resisténcia a insulina
induzida pela obesidade. A interagdo do CCL2 com seu receptor CCR2 é considerada crucial
na resisténcia a insulina induzida pela obesidade. Tem sido demonstrado em sistema murino,
que o eixo MCP-1/CCR2 ¢ de grande importancia para a promocdo de recrutamento de
macrofagos do tecido adiposo. No entanto ha relatos sugerindo que o CCL2 ndo € critico na
obesidade e recrutamento de macréfagos (INOUYE et al., 2007; KIRK et al., 2008).

Em um estudo recente sobre diabetes, Kitade et al. (2012) identificaram e
caracterizaram um papel critico para 0 CCR5 na regulacdo do tecido adiposo e resposta
inflamatdria a obesidade e ao desenvolvimento de resisténcia a insulina. Em primeiro lugar, a
expressdo de CCR5 e os seus ligantes é aumentada significativamente e € igual a de CCR2 e
dos seus ligantes no tecido adiposo de camundongos obesos, particularmente na fracdo de
macrofagos. Em segundo, a analise por citometria de fluxo demonstrou claramente um
aumento de macrofagos CCR5" no tecido adiposo em resposta a uma dieta rica em gordura.
Finalmente, e mais importante, camundongos CCR5" sdo protegidos contra a resisténcia a
insulina, a esteatose hepatica e a diabetes induzida por alimentacao rica de gorduras.

CCR5 também pode regular a migracdo de mondcitos para o tecido adiposo.
Uma vez que estas células, diferenciadas em macréfagos se encontram presentes e ativadas no
tecido, juntamente com os adipdcitos e outros tipos celulares, podem perpetuar um ciclo
vicioso de recrutamento de macrofagos, de producdo de citocinas inflamatérias, tais como
TNF-a, IL-6 e IL-1B, com posterior comprometimento da fungdo dos adipdcitos. Portanto, o
CCRS5, de forma independente a partir de e/ou cooperativamente com CCR2, desempenha um
papel fundamental na inducdo e manutencdo da inflamagéo induzida na obesidade (OTA,
2013).

A severidade da inflamac&o no tecido adiposo varia consideravelmente entre
individuos que sdo afetados pelo mesmo processo patoldgico. Diversos determinantes
cooperam para isto e entre eles, as quimiocinas desempenham papel importante. A atividade
inflamatdria das quimiocinas acontece a partir da interacdo com seus receptores, portanto
alteracdes nestas moléculas, como a presenca de variantes genéticas polimorficas, influenciam
diretamente no potencial de a¢do da quimiocina (ROVIN; LU; SAXENA, 1999).
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1.4 POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 5 DE QUIMIOCINA C-C (CCR5)

Muitas vezes, alteracdes na sequéncia de muitos genes podem acontecer em
mais de 1% da populagdo, sendo denominados polimorfismos genéticos. Estas alteracdes
podem, de certo modo, influenciar na expressdo de genes acarretando em modificagcdes no
sistema bioldgico e na patogénese de doencas (SCHAFER; HAWKINS, 1998).

Assim como o CCR2, o gene CCR5 esta localizado no braco curto do
cromossomo 3 (3p21) (RAPORT et al.,, 1996; SAMSON et al., 1996). O CCR5 ganhou
destaque ao ser identificado como um co-receptor essencial para a entrada celular da cepa R5
do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (ALKHATIB et al., 1996; DENG et al.,
1996; DRAGIC et al., 1996; FENG et al., 1996). O papel predominante do CCR5 para a
entrada celular e replicacdo viral € ilustrada pela resisténcia ao HIV apresentada em
individuos que possuiam uma delecdo de 32 pares de bases (pb) no gene deste receptor (LI1U
etal., 1996; SAMSON et al., 1996; REICHE et al., 2008).

A delecdo de 32-pb (delta CCR5 ou CCR5-A32), também denominado, rs
333, ocorre em dominios repetidos no gene CCR5 e resulta na perda de trés dos sete dominios
transmembranares, duas das trés algas externas e o dominio de sinalizagéo intracelular, além
de uma mudanca no quadro de leitura que produz uma proteina truncada, a qual ndo é
expressa sobre a superficie celular (MCNICHOLL et al., 1997). Tem sido encontrada uma
consideravel variacdo na distribuicdo global do CCR5-A32. Estudos tém mostrado uma alta
frequéncia do alelo mutado A32 (aproximadamente 10%) em caucasianos (GHARAGOZLOO
et al., 2005).

Além de resisténcia ao HIV, a variante polimoérfica CCR5-A32 também
pode conferir protecdo contra artrite reumatoide (PRAHALAD et al., 2006), porém, este
polimorfismo genético tem sido associado ao aumento da susceptibilidade em diversas
doengas como o lupus eritematoso sistémico (CARVALHO et al., 2014), esclerose multipla
(SHAHBAZI et al., 2009; MOLLER et al., 2014), diabetes (SONG; KIM; LEE, 2014),
hiperplasia prostatica e cancer de préstata (KUCUKGERGIN et al., 2012; ZAMBRA et al.,
2013).

Diversas pesquisas tem investigado a relacdo entre este polimorfismo com
doengas cardiovasculares, relatando resultados conflitantes. O estudo realizado por Afzal et
al. (2008) demonstrou uma reducédo dos riscos de doengas cardiovasculares, acidente vascular
cerebral isquémico e doencas arteriais atribuidas a presenca do alelo polimorfico.

Opostamente a este estudo, Karaali et al. (2010) reportaram uma frequéncia do alelo CCR5-
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A32 significantemente maior em pacientes que sofreram infarto do miocardio em comparagao
com controles, assim como Ghilardi et al. (2008) encontraram um aumento no risco de
aneurisma aortico nos portadores do alelo mutado.

Ainda nédo existem estudos relacionando este polimorfismo com obesidade
ou sindrome metabolica, porém alguns pesquisadores tem buscado relacionar este
polimorfismo com resisténcia a insulina e diabetes. No estudo de Kalev et al. (2003) néo
houve diferenca na frequéncia do CCR5-A32 nos individuos diabéticos e controles, mas o
polimorfismo estava associado com o curso clinico da diabetes de tipo 1 e com o inicio
precoce da doenga. Gambelunghe et al. (2003) ndo encontrou diferenca significativa na

frequéncia do alelo CCR5-A32 entre pacientes diabéticos e controles.

1.5 POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR 2 DE QUIMIOCINA C-C (CCR2)

O gene CCR2 estéa localizado no brago curto do cromossomo 3 (3p21) e 0
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) mais estudado neste gene consiste na troca de uma
guanina por uma adenina no éxon 1, na posicao 190 do gene. Esta troca resulta na substituicéo
do aminoécido valina por uma isoleucina na posicdo 64 da proteina CCR2 recebendo a
denotacdo CCR2-V64I (rs1799864) (SMITH et al., 1997; KOSTRIKIS et al., 1998).

Segundo Nakayama et al. (2004) o nivel de expressao na superficie celular
da isoforma CCR2A mutada é significativamente maior do que o do CCR2 sem a mutacdo.
No entanto, esta substituicdo de valina por isoleucina ndo afeta os niveis de expressdo da
isoforma CCR2B. Além disso, a substituicdo 641 aumenta a meia vida do CCR2A nas células.
Em um ensaio de imunoprecipitacdo, estes autores demonstraram que o CCR2A co-precipitou
com formas imaturas de CCR5, sugerindo que o CCR2A pode se ligar ao CCR5 no
citoplasma e diminuir a sua expressao na superficie celular.

O polimorfismo CCR2-V64I tem sido associado com maior suscetibilidade
a aterosclerose, sarcoidose, esclerose multipla e atraso na progressdo da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em individuos infectados pelo HIV-1 (LEE et al., 1998;
HIZAWA et al., 1999; MIYAGISHI et al., 2003; PETRKOVA et al., 2003; ORTLEPP et al.,
2005; SHRESTHA et al., 2006). Além disso, Zafiropoulos et al. (2004) em um estudo com
mulheres com cancer de mama de uma populacdo grega encontraram que o alelo mutado
deste polimorfismo pode também pode conferir protecdo contra o desenvolvimento desta

doenca.
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Estudos tem buscado associar o polimorfismo CCR2-V641 com doengas
cardiovasculares. Valdes et al. (2002) e Szalai et al. (2001) relataram que o alelo variante
V64l foi associado com a diminuicdo da calcificacdo da artéria coronaria e risco reduzido de
doengas coronarianas graves, respectivamente. Por outro lado, Ortlepp et al. (2005)
encontraram uma associa¢do com o aumento do risco de infarto do miocardio e insuficiéncia
cardiaca, assim como o0 estudo de Petrkova et al. (2003), em que o alelo V64l foi
significantemente associado com infarto do miocardio.

Assim como o polimorfismo CCR5-A32, a associag@o entre a obesidade e o
polimorfismo CCR2-V641 ndo foi alvo de investigacdo de estudos na populagdo sul-
americana, porem Guzman-Ornelas et al. (2016) encontraram uma associacdo entre este
polimorfismo, o excesso de peso e resisténcia a insulina na populacdo mexicana.
Gambelunghe et al. (2004) buscaram associar este SNP na populagdo europeia, porém nédo
encontraram diferenca na frequéncia alélica entre pacientes diabéticos e controles.

Estudos ja elucidaram a importancia do sistema imune no tecido adiposo e
neste aspecto, o processo inflamatdrio tem papel chave na obesidade e as células envolvidas
sdo direcionadas pelas quimiocinas e seus receptores. Considerando o envolvimento da
quimiocina RANTES e os receptores CCR5 e CCR2 na migracgéo de células imunes no tecido
adiposo e o impacto de polimorfismos genéticos nas propriedades destas proteinas, torna-se

relevante o estudo da influéncia destas moléculas na obesidade e em suas consequéncias.



25

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os polimorfismos genéticos dos receptores de quimiocinas CCR5

Delta32 e CCR2-V641 e o nivel plasmatico de RANTES em individuos obesos e ndo-obesos

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar e coletar amostras de sangue periférico de individuos obesos e
ndo-obesos;

- Aferir 0 estado nutricional e caracterizar a composic¢édo corporal a partir do
IMC e porcentagem de gordura corporal (GC) dos individuos envolvidos na pesquisa;

- Avaliar a distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos rs333 do
gene CCR5 e rs1799864 do gene CCR2 entre obesos e ndo obesos;

- Analisar a associacdo do risco-relativo entre 0s parametros nutricionais,
dados clinicos e os gendtipos dos polimorfismos estudados;

- Quantificar os niveis plasmaticos de RANTES em individuos obesos e néo
obesos;

- Verificar a associacdo entre a expressdo de RANTES plasmatico e as

classes de obesidade, género e presenca de comorbidades.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi realizado ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina — UEL e colocado em pratica somente
mediante declaracdo de consentimento assinada pelos participantes, apos explicacdo detalhada
do seu desenvolvimento (TCLE — Apéndice A).

3.2 VOLUNTARIOS

Este estudo caracterizou-se como estudo caso-controle e analitico
transversal. Foi desenvolvido no Laboratorio de Estudos e Aplicacdes de Polimorfismo de
DNA do Departamento de Ciéncias Patoldgicas da Universidade Estadual de Londrina
(Documento de Autorizacdo do Laboratdrio - Apéndice C) em parceria com o ambulatorio de
Nutricdo da Clinica de Educacéo para Saude (CEPS) do Centro Universitario Filadélfia.

Foram selecionados para o estudo 90 voluntarios, de ambos 0s sexos com
diagndstico de sobrepeso e obesidade. A selecdo dos participantes foi realizada a partir da
classificacido pelo Indice de Massa Corporal (IMC) e porcentagem de gordura, sendo
selecionados individuos IMC acima de 26 kg/m? (WHO, 1995) e porcentagem de gordura
acima da média estipulada pelo protocolo de Jackson e Pollock (1978) e Jackson, Pollock e
Ward (1980).

Para o grupo controle, foram selecionados 90 voluntéarios, de ambos o0s
sexos, com diagndstico de eutrofia e livres de doencas metabdlicas. A selecdo dos
participantes foi realizada a partir da classificacdo pelo indice de Massa Corporal (IMC) e
porcentagem de gordura, sendo selecionados individuos com IMC entre 18,5 e 25,9 kg/m?
(WHO, 1995), porcentagem de gordura dentro da média para idade e sexo de acordo com o
protocolo de Jackson e Pollock (1978) e Jackson, Pollock e Ward (1980), e livres de
comorbidades associadas a obesidade. Individuos que ndo atenderam estes critérios foram

excluidos deste grupo.
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3.3 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

A avaliacdo nutricional foi realizada por meio de avalia¢do antropométrica e
quantificacdo da porcentagem de gordura corporal. A avaliacdo antropométrica foi realizada
por meio de medidas de peso (P), estatura (E), indice de Massa Corporal (IMC), e a
quantificacdo da porcentagem de gordura corporal foram estimadas pelo método de
bioimpedancia elétrica pela Balanca de Composicdo Corporal (BCC) (WHO, 1995).

a) Peso (P): a pesagem (em Kg) dos individuos do grupo caso foi realizada
em balanca eletronica Filizola® (Sdo Paulo, SP — Brasil), com capacidade para 300 Kg e
precisdo de 0,2 Kg. Os individuos do grupo controle foram pesados (em Kg) em balanca
eletronica Wiso® (Séao José, SP — Brasil) com capacidade para 150 Kg e precisdo de 0,1 Kg.

b) Estatura (E): a medida da estatura foi feita com os individuos em posi¢éo
ereta, cabeca em plano vertical, descalgos, com pés e calcanhares juntos e o peso distribuido
igualmente sobre os mesmos, com calcanhares apoiados na haste graduada, inextensivel, a
qual fornece o valor em metros.

c) Circunferéncia Abdominal: a medida da circunferéncia abdominal do
grupo caso foi realizada com fita antropométrica na regido abdominal a altura do umbigo,
identificada lateralmente entre a crista iliaca e a por¢do mais baixa da caixa toracica.

d) Indice de massa corpérea (IMC): medida da massa corpérea em relacio a
estatura calculada a partir da conversdo das medidas de peso e estatura na formula IMC
(Kg/m?) = P/E2.

e) Para determinacdo da composi¢cdo de gordura corporal (GC) do grupo
caso, foi utilizada a balanga com monitor de composic¢édo corporal (BCC) da marca Tanita®,
modelo BC533, com capacidade para 150 Kg e preciséo de 0,1 Kg. No grupo controle, foi
utilizada a balangca com monitor de composicao corporal (BCC) da marca Wiso® (S&o José,
SP — Brasil) com capacidade para 150 Kg e precisdo de 0,1 Kg. Para avaliacdo na BCC néo
sd0 necessarios procedimentos especificos; assim, o avaliado permaneceu com 0s pés
descalgos para subir na balanga. O teste durou aproximadamente um minuto e a avaliagdo da
composicao corpdrea se deu a partir de uma corrente elétrica de baixa intensidade pelos
membros inferiores, a qual determinou a gordura corporal. Os resultados encontrados foram
avaliados de acordo com os protocolos de Jackson e Pollock (1978) e Jackson, Pollock e
Ward (1980).
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3.4 DETERMINAGAO DO POLIMORFISMO DO RECEPTOR CCR2-V64I (Rs1799864)

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizado o
DNA extraido do sangue periférico dos individuos a partir de protocolo Salting-out e
quantificado por espectrofotometro NanoDrop 2000c® (Thermo Scientific, Wilmington,
Delaware, USA) na razdo 260/280nm.

Os primers utilizados para a amplificacdo do gene CCR2 foram sintetizados
de acordo com Sezgin et al. (2011):

primer CCR2 forward: 5> TTGGTTTTGTGGGCAACATGATGG 3’
primer CCR2 reverse: 5 CATTGCAATCCCAAAGACCCACTC 3’

As condicOes da reacdo de amplificacdo estdo apresentadas no quadro

abaixo:

Reagentes Volume
10X PCR Buffer 2,5uL
MgCl, 50mM 1,0uL
dNTP 1,25mM 2,5uL
CCR2 sense 2,5uM 1,5uL
CCR2 antisense 2,5uM 1,5uL
Taq polimerase (1 unidade) 0,2uL
H,0 ultrapura (Milli-Q) 14,8uL
DNA 100nm luL
Volume Final 25uL

Os ciclos de temperatura no termociclador seguiram o protocolo:

Temperatura Tempo N° de Ciclos
94°C 5 min 1

94°C 30s

55°C 30s 40

72°C 30s

72°C 5 min 1
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A verificacdo da amplificacdo do fragmento de DNA de 173 pb foi realizada

por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, corado com solucéo de nitrato de prata.
3.4.1 Tratamento Enzimético do Produto de PCR — Polimorfismo do CCR2
O produto amplificado para o polimorfismo do CCR2 foi submetido a

digestdo enzimatica, na presenca da enzima de restricdo BsaBl durante 4h em banho-maria a

60°C, nas condigdes descritas no quadro a seguir:

Reagentes Volume
H,O MilliQ 8,3 uL
Buffer 1,2puL
BsaBlI (5U) 0,5uL
Produto de PCR 2,0uL
Volume Final 12,0uL

A enzima BsaBI reconhece o sitio de restricdo representado abaixo:

v
SGATNNNNATCY®

3‘CTANNTNNTAGS’

Os produtos da digestdo enzimatica foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida 10%, posteriormente corado com nitrato de prata. A mutagéo ocorre de
G para A na posicdo 190 do gene CCR2. Portanto, é possivel observar um dos trés genotipos

para as diferentes amostras:

1) GG (gendtipo sem mutacdo) (173pb)
2) GA (gendtipo em heterozigoze) (173pb, 149pb e 24pb)
3) AA (gendtipo em homozigoze) (149pb e 24pb)
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Os primers utilizados para a amplificagdo do gene CCR5 foram sintetizados

de acordo com Martinson et al. (1997):

primer CCRS sense: 5° ACCAGATCTCAAAAAGAA 3’

primer CCRS5 antisense: 5> CATGATGGTGAAGATAAGCCTCA 3’

As condicbes da reacdo de amplificacdo estdo apresentadas no quadro

abaixo:

Reagentes Volume
10X PCR Buffer 2,5uL
MgCl, 50mM 0,75uL
dNTP 1,25mM 2,0pL
CCR5 sense 2,5uM 1,5uL
CCRS5 antisense 2,5uM 1,5uL
Taq polimerase (1 unidade) 0,25pL
H,0 ultrapura (Milli-Q) 15,5uL
DNA 100ng 1pL
Volume Final 25uL

Os ciclos de temperat

ura no termociclador seguiram o protocolo:

Temperatura Tempo N° de Ciclos
94°C 5 min 1

94°C 1 min

57°C 1 min 35

72°C 1 min

72°C 10 min 1

A verificagdo da amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada por

eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, corado com solu¢do de nitrato de prata. O

produto da PCR revelou um fragmento de 225 pb. Nos pacientes em que a mutagdo estd

presente, ocorre uma delecdo de 32pb, sendo observada, portanto, uma banda de 193pb.

Portanto, pode ser observado um dos trés gendtipos para as diferentes amostras:
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1) wt/wt (gendtipo sem mutacdo) (225pb)
2) wt/A32 (genoétipo em heterozigoze) (225pb e 193pb)
3) A32/A32 (genotipo em homozigoze) (193pb)

3.6 QUANTIFICAGAO DA CITOCINA CCL5 POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

A dosagem de CCLS5 a partir do plasma dos individuos foi realizada através
de kits comerciais com anticorpo anti-CCL5 humano purificado (ELISA Ready SET-Go, E-
Bioscience, E.U.A.). Para realizacdo desta analise quantitativa, foi necessaria a geracdo de
uma curva padrdo usando o padrdo proteico diluido serialmente. Os procedimentos de
guantificacdo da citocina seguiram as recomendacOes do fabricante. As amostras foram
preparadas em duplicatas na placa e a leitura a 450nm foi realizada em leitor de ELISA Bio-
Tek ELS 800 (Bioscience) em até 30 minutos ap6s a adi¢ao da solucdo de bloqueio.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Prism 6 para Windows,
versdo 6.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, E.U.A.). A distribuicdo normal foi testada
por meio do teste D'Agostino Pearson. As variaveis continuas foram expressas como média +
desvio padrdo (SD) para os parametros com distribuicdo normal e mediana e intervalo
interquartil (1Q3-1Q1) para dados com distribuigdo ndo-normal. A analise Kruskal-Wallis de
teste da mediana foi usada seguida pelo teste de Mann-Whitney usado para as comparacdes.
As freqiiéncias genotipicas e as diferencas nos alelos dos polimorfismos CCR2 e CCR5 entre
0 grupo caso e 0 grupo controle foram calculados utilizando um teste qui-quadrado. Foi
analisado Hardy-Weinberg em cada polimorfismo pelo teste do qui-quadrado. A odds ratio e
o intervalo de confianca de 95% (IC 95%) foram determinados para avaliar associa¢do estudo

de caso-controle. Para todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4 PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

ASSOCIATION OF INCREASED CIRCULATING RANTES BUT NOT CCR2
rs1799864 AND CCRS5 rs333 GENETIC VARIANTS IN OBESITY

ABSTRACT

The inflammatory shift in adipose tissue environment has been implicated in the pathogenesis
of obesity. In fact, activation of macrophages in adipose tissue is related to metabolic
dysregulation, and migration of bone marrow derived macrophages to obese adipose tissue is
driven by chemokines and their receptors. In this regard, RANTES and chemokine receptors
CCR5 and CCR2 play important roles, controlling adipose tissue macrophages recruitment
and polarization, and subsequent development of insulin resistance and obesity. Then, the
purpose of this study was to investigate the impact of CCR2 (rs1799864) and CCR5 (rs333)
polymorphisms and RANTES plasma levels in 90 obese subjects, compared to 90 healthy
non-obese. Polymorphisms were detected from the whole blood genomic DNA using PCR
and RFLP-PCR. The 2x2 contingency tables and multiple regression analysis were used for
determining the association of genotypes with obesity. ELISA for human RANTES was used
to determine its plasma levels. There were no significant associations in allelic and genotypic
frequencies of CCR2 and CCR5 polymorphisms and obesity susceptibility (p>0.05).
However, a significant increase in plasma RANTES were detected in the class | obese group
(p=0.002) and class Il obese group (p=0.004) compared to non-obese group. Non-obese
female subjects and obese males presented significant higher levels of RANTES compared to
males in non-obese group (p=0.02 and p=0.004, respectively). Presence of comorbidities
(hypertension and type Il diabetes) and genotypes of CCR5 polymorphism did not influence
circulating RANTES in obese subjects. To the best of our knowledge, this is the first report
describing CCR2 and CCR5 polymorphisms association with obesity. Thereby, RANTES
may be an important molecular target in the disease onset, enabling the transition to more
exacerbated metabolic disorder that will lead to major comorbidities, such as diabetes and
metabolic syndrome.

Key words: obesity, CCR5, macrophage, RANTES, genetic polymorphism.
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Introduction

Obesity has become a serious public health issue because of its high prevalence
worldwide, and increased risk of chronic diseases, such as diabetes and hypertension. In
Brazil, the Surveillance System of Risk and Protective Factors for Chronic Non-
Communicable Diseases (BRASIL 2015) has estimated that over 50% of the population is
overweight and 17.9% is obese. It is known that overweight is defined as having excessive
body weight for a particular height from fat, muscle, bone, water, or a combination of these
factors; otherwise, obesity is defined as having excessive body fat derived from multiple
factors, but mainly from energy imbalance that leads to tissue stress and damage, associated
to metabolic dysfunction (Krebs, Himes et al. 2007).

The metabolic disturbances due to obesity lead to immune activation, upregulating
plasma levels of chronic low-grade inflammation markers such as growth factors, cytokines
and chemokines (Andersen, Murphy et al. 2016). Chemokines act in immune defense by
driving and controlling the migration, activation, differentiation and survival of various
subsets of specific leucocytes, in the physiology of acute and chronic inflammatory processes,
as well as in pathological conditions (Viola and Luster 2008). The mechanisms that link
inflammation to metabolism have a multi-faceted function in the pathogenesis of obesity,
through macrophage-related pathways, and in this context, chemokines play an important
role, especially the regulated on activation normal T cell expressed and secreted (RANTES)
or CCL5 (Decleves, Mathew et al. 2011).

RANTES is a member of the CC chemokine beta subfamily that has been associated
with glucose intolerance, type 2 diabetes (T2DM) and other cardiovascular risk factors. In
obesity, the expression of this chemokine is elevated in the adipose tissue and, together with
CC chemokine receptor 5 (CCR5), is positively correlated with CD68" (macrophage marker)
expression (Madani, Karastergiou et al. 2009).

The CCR5 belongs to the trimeric guanine nucleotide-binding-protein-coupled seven-
transmembrane receptor superfamily, which comprises the largest superfamily of proteins in
the body, and is normally expressed in T lymphocytes, macrophages and dendritic cells. It is
involved in the chemotaxis of leucocytes to inflammation sites, and, especially in adipose
tissue macrophage recruitment, and M1/M2 polarization in obesity (Spagnolo, Renzoni et al.
2005). Indeed, CCR5 ablation in mice prevents insulin resistance, diabetes, and fatty liver
induced by high fat diet. The beneficial effects of CCR5 deficiency are the result of both the
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decrease of adipose tissue macrophage recruitment and the M2-dominant shift of adipose
tissue macrophage polarization (Kitade, Sawamoto et al. 2012).

It was described a polymorphism in the CCR5 gene, called CCR5-A32 (rs333,
c.554 585del32), corresponding to a 32 basepair (bp) deletion that occur at a site of a repeat
motif, resulting in a frame shift in the coding sequence and producing a defective protein,
which is not expressed on the cell surface (McNicholl, Smith et al. 1997), which may affect
activating signals displayed by its ligands, such as RANTES.

On the other hand, CCR2 chemokine receptor is another important molecule, mainly
expressed by monocytes/macrophages, basophils, mast cells, T lymphocytes, NK cells, and
dendritic cells (Polentarutti, Allavena et al. 1997), which also participates in leukocyte traffic
to inflammatory sites. A single nucleotide polymorphism in CCR2 gene (rs1799864,
€.190G>A or p.Val64lle), consists in a substitution from a guanine to an adenine at position
190 of the coding sequence. It results in a substitution from valine to isoleucine at position 64
in the CCR2 protein (Kostrikis, Huang et al. 1998), which leads to enhanced gene expression
and prolonged half-life of a CCR2 isoform (Nakayama, Tanaka et al. 2004).

A potential therapeutic value of targeting certain immune resident cells (such as M2
macrophages, T regulatory cells, or myeloid-derived suppressor cells) and/or certain
cytokines, adipokines, or chemokines and their receptors have been shown to improve insulin
resistance and restrain organ damage in T2DM obese patients by limiting the pro-
inflammatory milieu (Makki, Froguel et al. 2013).

Considering the involvement of chemokines and their receptors in controlling
activation and migration of macrophages and other immune cells to the adipose tissue, and the
impact of genetic polymorphisms in the functional properties of such molecules along with
scarce data regarding polymorphisms of chemokine receptors and obesity risk, we aimed to
determine whether genetic variants in CCR2 and CCR5 are associated with obesity
susceptibility, and to compare RANTES plasma concentration in healthy non-obese and obese

subjects.

METHODS

Human subjects

Following approval from the Human Ethics Committee of the State University of
Londrina, Parand, Brazil (No. 996.367— CAAE No. CAAE: 39410314.2.0000.5231),
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inclusion of the individuals in the study was conditioned to obtain a written informed consent
form. A nutritional assessment was performed in 90 sequential patients and 90 control non-
obese subjects listed for nutrition diagnosis at Filadelfia University Center — UNIFIL,
Londrina, Parana, Brazil. Nutritional assessment included weight, height and body fat
composition estimation using a bivalent (foot to foot) bioimpedance analysis (Eletronic Scale
BC533, Tanita, Tokyo, Japan and Electronic Scale W905, Wiso, Sdo José, Brazil).

Body Mass Index (BMI) was calculated as weight in kilograms divided by height in
meters squared. Overweight and Obese (case group) classification were defined based on the
respective BMI standard cut points that have been recommended by the World Health
Organization (WHO): BMIs of >25 and <30 kg/m2 for Overweight; BMIs of >30 and <34,9
kg/m? for class | obesity (n= 29); BMIs of >35 and <39,9 kg/m? for class Il obesity (n= 17);
BMIs > 40 kg/m? for class 111 obesity (n= 13) (WHO 2000), and included waist circumference
(WC) evaluation.

For the control group (non-obese), BMI classification combined with the body fat
percentage was used to classify eutrophic individuals, whom presented a BMI of >18 and
<24,9 kg/m? and percentage of fat within the average for age and gender according to
Jackson and Pollock (1978) and Jackson, Pollock et al. (1980) protocols.

CCR2 and CCR5 Polymorphisms detection

Peripheral blood was obtained (EDTA tubes) from the subjects, and genomic DNA
was extracted from buffy coat using Salting-out protocol. DNA concentration (ng/ul) and
purity were determined by spectrophotometry (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, U.S.A.).

Genotyping of CCR2 rs1799864 polymorphism was performed by Polymerase Chain
Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP) technique. The
sequence of forward and reverse primers used for amplification of the G190A region was 5’
TTG GTT TTG TGG GCA ACA TGA TGG 3'and 5' CAT TGC AAT CCC AAA GAC CCA
CTC 3’ respectively, according to Sezgin, Koksal et al. (2011). The PCR was performed in 25
ul final volume, using 100 ng of genomic DNA, 0.12 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 1x reaction
buffer, 0.15 umol of each primer and 1 unit of Tag DNA polymerase (InvitrogenTM,
Carlsbad, CA, USA). The amplification conditions for PCR were 94°C for 5 min followed by
40 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 55°C for 30 s, DNA extension at 72°C

for 30 s, and the final extension at 72°C for 5 min. Two ul of each PCR product was digested
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for 4 h at 60°C with 5 units of Bsa BI restriction enzyme (New England Biolabs, Beverly,
MA, USA).

The 32-bp deletion of CCR5 rs333 was screened by PCR. Primers used to flank the
deletion region were described by Martinson, Chapman et al. (1997): 5° ACC AGA TCT
CAA AAA GAA 3" and 5" CAT GAT GGT GAA GAT AAG CCT CA 3'. The reaction was
carried out in a final volume of 25 pl, using 100 ng of genomic DNA, 0.1 mM dNTPs, 1,5
mM MgCly, 1x reaction buffer, 0.15 pmol of each primer and 1 unit of Tag DNA polymerase
(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA). The reaction mixture was first subjected to 1 cycle of 5
min of initial denaturation at 94°C, 35 cycles of 1 min of denaturation at 94°C, and 1 min of
annealing at 55°C, and 1 min of extension at 72°C. After amplification, the reaction mixture
was subjected to a final cycle of 10 min of extension at 72°C.

All amplification cycles were performed in PCR system A200 Gradient thermal cycler
(LongGene, Hangzhou, China). PCR and digested products were electrophoresed on 10%
acrylamide gels for 2 hours, and stained using silver nitrate method. Negative controls

(without DNA) were included in all reactions to assure that there were no contaminants.

Determination of plasma RANTES levels

Analysis was performed on blood plasma, using RayBio® Human Rantes
(RayBiotech, Norcross, GA, U.S.A.) ELISA kit, according to manufacturer’s instructions.
Optical density (OD) was read at 450nm using ELX-300 Reader (BioTek Instruments Inc.,
VT, U.S.A)). Results were expressed in ng/mL. Each case and control sample was assayed in
two biological replicates. Data processing was performed using the analytical curve-fitting
software Gen5 (BioTek).

Statistical analyses

Statistical analyses were conducted using the Prism 6 for Windows, version 6.01
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, U.S.A)). Normal distribution was tested using
D’Agostino Pearson omnibus test. Continuous variables were expressed as mean + standard
deviation (SD) for parameters with normal distribution and median and interquartile range
(1Q3-1Q1) for data with non-normal distribution. Mann—Whitney U test was used for
comparisons. Hardy—Weinberg equilibrium at each polymorphism and differences in the

alleles and genotype frequencies of the CCR2 and CCR5 polymorphisms between the non-
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obese and obese were calculated using a Chi-square test. Odds ratio and 95% confidence
interval (95% CI) were determined to evaluate case-control association study. A two-sided

p<0.05 was considered significant.

RESULTS
Demographics and nutritional data

The mean ages for the control and case groups were, 35.1 y (SD: £ 20.6; range: 20-80
y) and 38.9 y (SD: + 15.0; range: 17-80 y), respectively (p=0.1). Women represented 65.5%
(n=59) and 78.8% (n=71), while 34.5% (n=31) and 21.2% (n=29) were men for control and
case group, respectively.

The mean BMls for the control and case groups were 22.3 kg/m® (SD: + 2.8; range:
17.4-32.0 kg/m?) and 33.3 kg/m? (SD: * 6.5; range: 25.1-66.1 kg/m?), respectively
(p<0.0001). The body fat percentage (BF%) average in control and case groups was 21.7%
(SD: £ 3.5; range: 13.7-29.9 %) and 40.3% (SD: £ 9.2; range: 24.9-62.0 %), respectively. The
waist circumference average in case group was 107.1cm (SD: + 14.6; range: 75-149 cm)
(Table 1). The control group had no comorbidities, whereas 15 (37.5%) had hypertension and
7 (17.5%) had diabetes in the case group.

Table 1. Nutritional and Demographic Characteristics

Mean for Mean for
control Men  Women case Men  Women
group group
No. Patients 90 31 59 90 19 71
Age (y) 35.1 35.02  35.39 38.9 44.26 37.4
Weigh (kg) 63.96 64.19 57.82 88.65 102.32  85.0
BMI (kg/m?) 22.26 22,28  20.96 33.33 34.15 331
Body fat percentage (%) 21.68 2157  23.19 40.31 36.69 41.3
Waist Circumference (cm) - - - 107.1 108.9 105.3

NOTE: Data expressed as means. Abbreviation: BMI= body mass index.

Results from Genotyping

After DNA amplification by PCR, products of 173- and 225-bp for CCR2 and CCR5
polymorphisms, respectively, were detected in all samples. The identified genotypes of CCR2

polymorphism were labeled according to the presence or absence of enzyme restriction site.
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Thus, GG genotype is homozygote for the absence (173-bp), GA genotype is heterozygote for
the presence and absence (173- and 149-bp) and AA genotype is homozygote for the presence
of the restriction site (149-bp). The genotypes of CCR5 polymorphism could be defined
according to the presence of a 225-bp sequence in wild type (wt) alleles and 193-bp sequence
in A32 alleles (Figure 1).

CCR2 genotypes CCR5 genotypes

Figure 1. Genotyping of the CCR2 rs1799864 and CCRS5 rs333 polymorphisms. Results
from acrylamide gel electrophoresis of enzymatic digestion and PCR products stained by
silver nitrate method. Lane 1: GG genotype (173-bp); lane 2: GA genotype (173- and 149-
bp); lane 3: AA genotype (149-bp); lane 4: negative control; lane 5: 100-bp ladder; lane 6:
wt/wt genotype (225-bp); lane 7: wt/A32 genotype (225/193-bp); lane 8: negative control.

Genotypic and allelic frequencies

The CCR2 and CCR5 polymorphisms genotypes in control and case groups were in
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) (p>0.05). Genotypic and allelic frequencies of CCR2
rs1799864 and CCR5 rs333 polymorphisms were similar between control and case groups, as
shown in Table 2. Case-control association study was performed and did not revealed
significant associations between both genetic polymorphisms and obesity susceptibility,

considering genotypes, dominant model and allele frequencies.
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Table 2. Comparison of the genotype and allele frequencies of the CCR2 (rs1799864) and
CCR5 (rs333) polymorphisms between controls and case groups

Controln (%) Case n (%) OR (95% CI) p
CCR2 rs1799864
GG 67 (74.5) 57 (63.3) Reference
GA 22 (24.4) 31 (34.5) 1.66 (0.86-3.18)  0.14
AA 1(1.1) 2(2.2) 2.35 (0.21-26.62) 0.6
AA+GA 23 (25.5) 33(36.7) 1.69 (0.89-3.20) 0.15
G allele 156 (86.7) 145 (80.6) Reference
A allele 24 (13.3) 35(19.4) 157 (0.89-2.77)  0.15
CCR5rs333
wit/wt 85 (94.4) 79 (87.8) Reference
wt/A32 5 (5.6) 11 (12.2) 2.37 (0.79-7.1) 0.35
A32/A32 0 (0) 0(0)
wt/A32 + A32/A32 5 (5.6) 11 (12.2) 2.37 (0.79-7.1) 0.35
wt allele 175 (97.2) 169 (93.9) Reference
A32 allele 5 (2.8) 11 (6.1) 2.28 (0.77-6.7) 0.2

Case group represents both overweight (n=31) and obese (n=59) patients. Control group represents
non-obese subjects. OR: Odds ratio; Cl: confidence interval; p value determined by Fisher’s exact
test.

RANTES plasma concentrations in non-obese and obese subjects

Blood plasma RANTES concentrations were assessed in 80 subjects: 40 non-obese-
and 40 obese-subjects. The mean plasma RANTES concentration was significantly higher in
obese group (mean=18.37 ng/mL, £1.99) compared to non-obese group (mean=15.04 ng/mL,
+4.47; p=0.0003) (Figure 2).

According to the International Classification and based on World Health Organization
recommendations, BMI were used to classify obese-subjects as overweight and obesity. In
this regard, plasma RANTES were compared between non-obese and class I, Il and Il of
obesity. A significant increase in plasma RANTES were detected in the class | obese group
(n=10; p=0.002) and class Il obese group (n=17; p=0.004), although a trend was noted in the
class Il obese group (n=13; p=0.07) (Figure 3).
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Figure 2. Scatter plot illustrating medians and interquartile range levels of systemic
blood plasma concentrations of RANTES. RANTES were quantified in non-obese (median
15.84ng/mL * 4.47) and obese (18.87ng/mL + 1.99) groups using ELISA kit for human
RANTES/CCLS5 (Raybiotech, U.S.A.). p= 0.0003 denotes statistically significant difference
(Mann Whitney U test).

p=0.07
. p=0.004 .
25_ r 1
- p=0.002
gé 20-
52
Sc 15{ —=
O
0 S
E S 101
F
(14 g B
(o
(3]
0

Non-obese Obese | Obese Il Obesellll

Figure 3. Plasma concentrations of RANTES between non-obese, class I, class Il and
class 111 obese-subjects. The mean plasma RANTES concentration were compared between
non-obese (median 15.84ng/mL; mean 15.04ng/mL * 4.5) and class | (19.42 ng/mL;
19.24ng/mL * 0.86), class Il (19.24ng/mL; 19.25ng/mL + 1.1), and class Il (18.17ng/mL;
18.49ng/mL £ 0.8) obese groups. p values determined using Mann Whitney U test.

In view of a possible influence of gender on chemokine concentrations, plasma
RANTES were compared between non-obese and obese groups, stratified by gender (Figure
4). In non-obese group, increased plasma RANTES was found in female in contrast to male
samples (p=0.02); however, this difference was not detected in obese group (p=0.64). A
significant increase in plasma RANTES were detected in males from obese compared with
non-obese group (p=0.004), whereas chemokine levels in female samples were similar
(p=0.32).
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Figure 4. Plasma RANTES concentrations between non-obese and obese groups,
stratified by gender. The median plasma RANTES concentration were compared between
non-obese male (median 14.40ng/mL; mean 13.79ng/mL % 4.2) and female (18.31ng/mL;
16.57ng/mL = 4.3), and obese male (19.27ng/mL; 18.56ng/mL £ 2.1) and female
(18.84ng/mL; 18.33ng/mL + 1.9). p values determined using Mann Whitney U test.

Moreover, there were no significant differences comparing plasma RANTES
concentrations between carriers of CCR5-A32 allele and wt/wt subjects (p=0.68), or in obese-
subjects with the presence or absence of hypertension or T2DM (p=0.86 and p=0.93,

respectively).

DISCUSSION

Evaluating the demographic and nutritional parameters of the subjects in this study, it
was possible to evidence that women represented the major percentage in the obese group.
This data corroborates to those recorded in VIGITEL survey, conducted by the Brazilian
Ministry of Health, where the prevalence of obesity was higher among women compared to
men (BRASIL 2015).

All the anthropometric parameters were elevated in the obese group compared with the
non-obese control group. In this regard, BMI and waist circumference are the most used
measures to identify obesity and associated diseases risk. The association between BMI and
cardio-metabolic risk factors is common in the literature, but researches have highlighted the
importance of correlating BMI with waist circumference for more reliable results of diseases
relative risk (Ngueta, Laouan-Sidi et al. 2014). In this study, all obese subjects presented
waist circumference above the recommended for each gender (102cm for men and 88cm for

women), according to the classification table of National Institutes of Health (NHLBI 1998).
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Thus, it may represent a group with high risk for metabolic diseases.

Obesity is a complex disease, in which not only the imbalance of energy intake from the
diet and energy expenditure is involved, but genetic and environmental factors play an
important role, including immunological mediation. In humans, obesity is related to low-grad
inflammation, being considered a chronic inflammatory disease. In this context, the
inflammatory response triggered by obesity involves different immune system components
such as leucocytes, cytokines and chemokines.

The activation and recruitment of leucocytes are regulated by chemotactic and
proinflammatory chemokines and their receptors. CCR2 and CCR5 are G protein coupled
receptors that bind chemokines, such as MCP-1, RANTES and MIP-1 (Murphy, Tian et al.
1996). The rs333 and rs1799864 polymorphisms in the CCR5 and CCR2 genes, respectively,
can alter expression and function of both receptors, which may result in different signaling
extents in response to activation, promoted by their ligands.

This was the first time that both CCR2 rs1799864 and CCR5 rs333 polymorphisms had
been reported in obesity. Allelic and genotypic frequencies of both polymorphisms did not
differ between control and case groups. In addition, the case-control study did not showed
significant association between the genotypes of CCR2 and CCR5 polymorphisms and obesity
susceptibility.

Several researchers have investigated the association between CCR2 and CCR5
polymorphisms with chronic diseases with conflicting results. Gonzalez, Alvarez et al. (2001)
and Kallel, Abdessalem et al. (2012) demonstrated a protective effect of CCR5 A32 allele
against myocardial infarction contrasting with other studies that found no association between
CCRS5 polymorphism and cardiovascular diseases (Apostolakis, Baritaki et al. 2007, Sharda,
Gilmour et al. 2008). Zhang, Liu et al. (2015) have also found no associations between CCR5
A32 and CCR2 A allele with hypertension and T2DM, which differed from the results of
Nakajima, Tanaka et al. (2002) and Prasad, Tiwari et al. (2007).

Recently, Guzman-Ornelas, Petri et al. (2016) described a positive association between
CCR2 rs1799864 polymorphism and individuals with insulin resistance. In this group, median
BMI (28.6 kg/m?, 1Q range 24.4-31.7) and waist circumference (95.0 cm, 1Q range 83-103)
were different from individuals without insulin resistance (24.9 kg/m?, 1Q range 22.6-28.9;
and 86.5 cm, 1Q range 77.1-93.1, respectively).

In consideration of our results, any association of CCR2 polymorphism and obesity
susceptibility was revealed. Furthermore, control (non-obese) and case (obese) groups of this

study had different BMI and waist circumference (Table 1), and allele frequencies reported
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here represented a cohort with different background (ancestry), which possibly may explain
contrasting results from those of Guzman-Ornelas, Petri et al. (2016). In addition, this is the
first report who sought a relation between CCR5 rs333 and obesity, although without
significant association.

It has been demonstrated that obesity is associated with increased accumulation of not
only macrophages, but also T cells in adipose tissue. RANTES mRNA levels are highly
correlated with the T cell marker CD3 in human visceral adipose tissue. Overall, these data
indicated that RANTES might be a novel link between obesity, adipose tissue inflammation,
and insulin resistance (Wu, Ghosh et al. 2007).

In this context, it was investigated the plasma level of RANTES. The mean plasma
concentration in non-obese group was 15.04 ng/mL and in obese group 18.37 ng/mL. There
was significant difference between both groups (p=0.0003). These results corroborate to those
reported by Baturcam, Abubaker et al. (2014), who showed a significant increase in
circulating RANTES in obese subjects compare to lean group.

The data found in this study demonstrated a significant increase in plasma CCL5 in
the class | obese group (p=0.002) and class Il obese group (p=0.004), although only a trend
was noted in the class 111 obese group (p=0.07), which represented the group with highest risk
for metabolic diseases (Figure 3).

Lubrano, Valacchi et al. (2015) investigated plasma levels of selected growth factors,
cytokines and chemokines, in groups of obese patients with metabolic syndrome and without
metabolic syndrome, comparing to healthy subjects as controls, in view of demonstrating the
different patterns of inflammatory factors of two obese groups with similar clinical features,
but with different metabolic status. In the results, all plasma levels were significantly elevated
in obese individuals with metabolic syndrome but only platelet-derived growth factor
(PDGF), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) and RANTES were significantly
elevated in obese without metabolic syndrome. They also demonstrated that plasma levels of
RANTES were remarkably increased in obese group compared to obese patients with
metabolic syndrome, assuming that this chemokine may be a molecular target for interrupting
the transition between obesity and metabolic syndrome.

Moreover, according to the literature, it is possible that gender and particular hormones
influence the relationship between obesity and low-grade chronic inflammation. Gender
differences in the secretory function of adipose tissue may explain some of the disparity
between fat accumulation and distribution (Garcia-Bailo, Roke et al. 2012). In this respect, we

stratified non-obese and obese groups by gender, and observed a significant increase in
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plasma RANTES of obese male group and female non-obese group compared with non-obese
males (p=0.02 and p=0.004, respectively). Further, there was no difference between plasma
RANTES in male and female obese subjects, and comparing females of both groups.

These data corroborate those found by Garcia-Bailo, Roke et al. (2012), which
demonstrated a significant increase in plasma RANTES in healthy women compared to
healthy men, and Farooq, Knez et al. (2013), who found no differences between serum
RANTES comparing overweight men and women in an Arabic population. Recently,
Escobar-Morreale, Martinez-Garcia et al. (2016) found higher concentrations of low-grade
chronic inflammation markers and related them with body fat in women comparing with men;
however, they did not evaluate RANTES levels.

Studies have shown the important role of immune cells in the adipose tissue dysfunction
and the consequent development of obesity and other metabolic disorders. It is clear the
importance of immune system in the pathogenesis of this disease, but due to complexity of the
immunologic mechanisms and multiple factors involved in obesity, the trigger of
inflammation in adipose tissue and its path to the systemic metabolic disorder is still
unknown.

Based on the results, it is possible to suggest that obesity susceptibility is not related to
CCR2 rs1799864 and CCR5 rs333 polymorphisms, although sample size is limited and must
be confirmed in larger cohorts. Furthermore, gender may exert significant effect on RANTES
plasma concentrations, which should be investigated. Nevertheless, RANTES plasma levels
were significantly higher in obese group, regardless of gender, leading to important outcomes,
and suggesting a target for therapeutic interventions. All in all, the link between immune
system and obesity involves alteration of the adipose tissue microenvironment, and
overexpression of chemokine receptors and secreted chemokines may influence disease

evolution.
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5 CONCLUSOES

e Nao houve associacdo significativa entre os polimorfismos CCR2 rs1799864 e CCR5

rs333 e suscetibilidade a obesidade;

e Entretanto, houve uma diferenca significativa entre a concentracdo plasméatica média

de RANTES entre o grupo obeso e o grupo controle;

e Houve um aumento significativo de RANTES plasmatico no grupo de obesos classe |

e classe I, e uma tendéncia foi notada no grupo de obesos classe IlI;

e Mulheres ndo obesas e homens obesos apresentaram niveis plasmaticos médios

maiores que homens ndo-obesos;

e Embora os niveis plasméaticos de RANTES foram maiores no grupo obeso, ndo houve
diferenca entre homens e mulheres, além de ndo haver diferenca entre mulheres de

ambos 0s grupos;

e Os niveis de RANTES plasmatico ndo diferiram entre individuos obesos hipertensos
ou diabéticos e obesos nédo hipertensos ou nao diabéticos;

e Finalmente, ndo houve diferenca significativa entre os niveis plasmaticos de RANTES

e os diferentes gendtipos do polimorfismo rs333 do CCR5.
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APENDICE A
Parecer Consubstanciado do CEP

vt UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
Ram tnsits” L ONDRINA - UEL/ HOSPITAL
REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise do polimorfismo genético de receptores de quimiocinas CCRS e CCR2 e nivel
plasmatico de citocinas pré-inflamatérias na populagéo infanto-juvenil e adulta com

obesidade no Norte do Parana.
Pesquisador: Flavia Troncon Rosa
Area Tematica:
Versao: 3

CAAE: 39410314.2.0000.5231
Instituicdo Proponente: Programa de Pés Graduagao em Patologia Experimental

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 996.367
Data da Relatoria: 10/03/2015

Apresentagdo do Projeto:
O projeto de pesquisa pretende analisar o polimorfismo genético dos receptores de quimiocinas CCR5 e

CCR2 e o nivel plasmatico de citocinas pré-inflamatérias na populagdo infanto-juvenil e adulta com
obesidade no Norte do Parand.Para tanto, serdo coletadas amostras de sangue periférico de 90 individuos
obesos e 90 ndo-obesos )

infanto-juvenis e adultos para obtengdo de DNA e plasma das amostras. Os participantes serao recrutados
da Clinica de Educacédo para Saude (CEPS) do Centro Universitario Filadélfia durante os atendimentos

realizados no Ambulatério de Nutrigdo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral
Analisar o polimorfismo genético dos receptores de quimiocinas CCR5 e CCR2 e

o nivel plasmatico de citocinas pro-inflamatorias na populagao infanto-juvenil e adulta com
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obesidade no

Norte do Parana.

Objetivos especificos

- Selecionar e coletar amostras de sangue periférico de individuos obesos e nao-obesos infanto-juvenis e
adultos para obtengao de DNA e plasma das amostras;

- Avaliar o estado nutricional e caracterizar a composigdo corporal, massa livre de gordura (MLG) e gordura
corporal (GC) dos individuos envolvidos na pesquisa;

- Avaliar a distribui¢&o alélica e genotipica dos polimorfismos rs333 do gene CCR5 e

rs1799864 do gene CCR2 entre obesos e nio obesos, e a associagao do risco-relativo entre os parametros
nutricionais e os genétipos dos polimorfismos estudados:

- Estimar a express&o proteica da IL-6 e TNF no plasma de obesos e ndo obesos, verificar sua associagao
com os gendtipos dos polimorfismos descritos e estabelecer uma correlagao dos efeitos moduladores

exercidos por estas citocinas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo a pesquisadora o presente estudo nao resultard em nenhum dano fisico. a excegao de algum

desconforto relativo a coleta de sangue. No entanto, para minimizar

esse risco a coleta sera realizada por profissional treinado. Podera haver algum constrangimento no
momento da avaliagdo do estado nutricional devido a aferigdo de peso e medida da circunferéncia
abdominal, mas que sera minimizado com a privacidade oferecida na sala de avaliagao e sigilo absoluto das
informacdes.

Beneficios: espera-se ao final do projeto que sejam identificados alguns marcadores que indiquem se um
determinado individuo apresenta maior ou menor risco para o desenvolvimento de obesidade e doengas
associadas. Dessa forma, futuramente, sera possivel direcionar as agdes preventivas para grupos

especificos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante considerando que a prevaléncia de obesidade no Brasil aumentou
consideravelmente nos Ultimos anos. Dados recentes indicam que o tecido adiposo de pessoas obesas esta
infiltrado por macréfagos, podendo este ser a maior fonte da produgao local de citocinas pré-inflamatorias.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obhrigatéria:

Apresenta folha de rosto em nome de pesquisadora da UNIFIL, vinculada e assinada pelo Programa de P6s
-graduagdo em Patologia Experimental da UEL, apresenta TCLE em acordo com a resolugdo. Apresenta
declarag&o da Clinica de Educago para a Saude da UNIFIL e do Laboratério de Estudos e Aplicagdes de
Polimorfismos-DNA da UEL. O cronograma apresenta um periodo grande para coleta de dados de fevereiro
de 2015 a agosto de 2016. Apresenta orgamento de R$ 17.491,00, segundo relato da pesquisadora o
projeto sera encaminhado para solicitagdo de auxilio financeiro para agéncias de fomento de pesquisa
estaduais e nacionais.

Recomendacgédes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Recomenda-se aprovagao

Situacgdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (a),

Este € seu parecer final de aprovagéo, vinculado ao Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade imprimi-lo para apresentagao aos
orgéos e/ou instituigdes pertinentes.

Coordenagédo CEP/UEL.

LONDRINA, 24 de Margo de 2015

Assinado por:
Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli

(Coordenador)
i Enderego: PROPPG - LABESC - Sala 3
,! Balrro: Campus Universitrio CEP: 86.057-970
i UF: PR Municipio: LONDRINA
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APENDICE B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Titulo da pesquisa:

“Andlise do polimorfismo genético de receptores de quimiocinas CCR5 e CCR2 e nivel
plasmatico de citocinas pré-inflamatérias na populacdo infanto-juvenil e adulta com
obesidade no Norte do Parana ”

N

Prezado(a) Senhor(a):

Gostarfamos de convidé-lo a participar da pesquisa “Analise do polimorfismo genético de
receptores de quimiocinas CCR5 e CCR2 e nivel plasméatico de citocinas pré-
inflamatérias na populagdo infanto-juvenil e adulta com obesidade no Norte do

~ Parana”, realizada na Clinica de Educagéo para Saude da UniFil. O objetivo da pesquisa €
‘ verlf'car se ha pequenas alteragdes nas células do sistema imunolégico induzida por

s pequenas alteragdes no seu DNA. O DNA é a estrutura celular que identifica e diferencia os

“/'seres vivos, contém nossas informagdes genéticas, que determinam o tipo de cabelo,
- estatura, cor da pele e da iris dos olhos, bem como a pré-disposi¢ao ao desenvolvimento de

-uma ou outra doenga. Essa pesquisa busca estudar se essas pequenas alteragdes tem

relac,:éo ou n&o com a obesidade.
A sua participagdo € muito importante para nos ajudar a descobrir essa resposta e,

- futuramente, melhorar as formas de prevengdo e tratamento dessa doenga. Se vocé

- concordar em participar, serd necessario que vocé elou seu filho comparegam 1 vez a

Clinica de Educag&o para Saude (CEPS) para realizagdo da avaliacdo do estado nutricional

. (medidas de peso, altura, circunferéncia abdominal e avaliacdo do consumo alimentar) e
¥5 Cbletado sangue, somente 3 mL, para as analises de DNA e proteinas relacionadas ao
S|stema imunolégico. Qualquer duvida ou perguntas podem ser realizadas a qualquer
momento do estudo ou durante a coleta para proporcionarmos melhor compreens3o.

'Gostarfamos de esclarecer que a sua participagdo ou de seu(sua) filho(a) € totalmente

voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento
sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as
informagdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o
mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Este
material coletado sera suficiente para a realizagdo desta pesquisa. portanto nao restara
material coletado.

Em relagdo a beneficios, espera-se no final do projeto, identificarmos alguns marcadores
que indiquem se um determinado individuo tem maior ou menor risco para obesidade. O
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presente estudo ndo resultard em nenhum dano fisico, a excegéo de algum desconforto
relativo a coleta de sangue que, para ser minimizado, sera realizada por profissional
experiente. Alem disso, todas as avaliagdes e medidas corporais serao feitas em local
reservado e os dados mantidos em sigilo absoluto.

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem sera remunerado por sua participagao.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contatar Flavia
Lufsa Dias (Telefone: 43 99813000; e-mail: flaviald.nutricao@gmail.com) ou Flavia Troncon
Rosa (Telefone: 43 96990769; e-mail: flaviatrosa@yahoo.com.br), ou procurar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
situado junto ao LABESC - Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-
5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo dever4 ser preenchido em duas vias de igual teor,

sendo uma delas devidamente preenchida, assinada e entregue a vocé.
Londrina, __de__ de20__ .
Pesquisador Responsavel

Flavia Troncon Rosa
. RG: 33.803.358-0

(nome por extenso do sujeito del‘

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa,
concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima. l
l

Assinatura (ou impresséo dactiloscépica):

Assinatura do responsavel (pai ou mae):
Data:

S—

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluido o campo para assinatura
do menor e do responsavel.
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ANEXO A
Formulario Anamnese — Projeto Obesidade

FORMULARIO ANAMNESE - PROJETO OBESIDADE

NO

Nome:
Data de nascimento: _/_/  Sexo:F( ) M( ) Telefone: (__)_______ .

Enderego:

Dados Antropométricos

Peso: Altura/comprimento: Mc.
Circunferéncia Abdominal:

Bioimpedancia ,
%Gordura: . %Agua:
*Uso de protese de metal ou marca-passo ()

Diagnéstico Nutricional segundo os seguintes pardmetros antropométricos

*Criancgas <10 anos
Peso/ldade: Diagnéstico nutricional:
Peso/Altura:

Altura/ldade: _
IMC/ldade: Diagnostico nutricional:

* Adolescentes
IMC/idade: ___________ Diagnostico nutricional:

*Adultos/ldosos
IMC:
CA:
%Gordura:

Historico Familiar

Hipertenséo ( ) grau parentesco: obs:
Diabetes tipo | ( ) grau parentesco: obs:
Diabetes tipo I ( ) grau parentesco: obs:
Nefropatia ( ) grau parentesco: obs:
Cardiopatia () grau parentesco: obs:
Cancer ( ) grau parentesco: obs:
QOutras:

Dados Doengas Cronicas
Hipertens&o () Cardiopatia
Diabetes tipo | ( ) Hepatite
Diabetes tipo ll ( ) Hipotiroidismo
Nefropatia () Outras:

——~ T~
. N




Medicamentos de uso continuo:

Habitos de vida

Fumante: __ Etilista:

Habitos Alimentares

Atividade Fisica:

Frequéncia semanal

Habitos

7x

6-5x

4-3x

2-1x | Raramente

Consumo de frituras

Consumo de refrigerantes

Consumo de carne vermelha

Consumo de doces

Consumo de legumes

Consumo de frutas

Consumo de integrais

Consumo de agualdia:

Uso de suplementos:

Observacgoes:

Nome do entrevistador:

Data da coleta: _/__/



