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(Constantin Stanislavski) 



RESUMO 

 

SILVA BARCELOS, E. C. Variabilidade genética em NOTCH1: associação com o 

excesso de peso e implicações terapêuticas na Leucemia Linfocítica Crônica 

em idosos. 2021. 201f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) – Programa de Pós-

Graduação em Biotecnologia, UFES, Espírito Santo. Brasil. 

 

NOTCH1 é fundamental para a manutenção de células-tronco e tecidos 

adultos, e parece atuar como molécula chave no envelhecimento e em diversas 

condições crônicas, incluindo a obesidade e o câncer, em especial a Leucemia 

Linfocítica Crônica (LLC). Recentemente, a via de sinalização de NOTCH1 vêm 

sendo apontada como fundamental na homeostase de adipócitos, além de estar 

diretamente ligada ao processo inflamatório. Além disso, a ativação constitutiva da 

sinalização de NOTCH1 está associada ao mau prognóstico em alguns tipos de 

câncer, como na LLC onde mutações recorrentes de NOTCH1 são responsáveis 

pela estabilização do estado de sinalização. Dado o envolvimento do gene NOTCH1 

no metabolismo e desenvolvimento celular, a hipótese do presente estudo é que 

variações genéticas de NOTCH1 estão associadas ao aumento do risco para o 

excesso de peso (sobrepeso e obesidade) e também alteram a resposta de células 

de LLC ao estresse provocado por fármacos. Portanto, como primeiro objetivo, 

investigamos se variações genéticas em NOTCH1 estão associadas ao sobrepeso / 

obesidade em uma coorte de idosos brasileira. Para avaliar a associação dos 

polimorfismos de NOTCH1 e o sobrepeso / obesidade, dados antropométricos, 

bioquímicos, histórico médico e estilo de vida foram coletados. Foram analisados 

dados de sequenciamento de 1.024 indivíduos (de 59 a 99 anos): 424 apresentavam 

sobrepeso, 320 obesidade e 280 peso normal. Analisamos cento e sessenta e um 

tag SNPs abrangendo todo o gene NOTCH1 e bordas através da abordagem de 

tagging SNP (frequência de alelo menor≥0,01 e desequilíbrio de ligação par a par 

r2≥0,8). Observamos a associação do SNP rs9411207 com risco de sobrepeso / 

obesidade sob o modelo aditivo, e a distribuição do genótipo mostrou aumento da 

frequência de TT homozigoto (OR = 1,50, IC 95%: 1,20-1,88; P = 0,0002). O 

haplótipo GAT construído a partir deste e de outros SNPs em alto desequilíbrio de 

ligação (DL) foi mais frequente em indivíduos com sobrepeso / obesidade (P = 

0,003). A análise in silico sugeriu que esses SNPs provavelmente afetam a 



transcrição de NOTCH1 e outros genes. Este é o primeiro estudo relatando a 

associação entre SNPs de NOTCH1 e risco de sobrepeso / obesidade. 

Considerando a possibilidade de modulação de NOTCH1, estudos populacionais 

adicionais são necessários para replicar esses resultados e confirmar a utilidade 

desses genótipos de risco para novas estratégias terapêuticas. Um segundo objetivo 

foi avaliar se a mutação no gene NOTCH1 e a desregulação da via NOTCH1 em 

casos de LLC alteram a resposta à curcumina. Para isso, investigamos o efeito anti-

LLC da curcumina e sua capacidade de interferir na resposta integrada ao estresse 

(ISR) e na via de sinalização NOTCH1 em células primárias de LLC com mutação no 

gene NOTCH1 e no modelo murino de LLC Eμ-TCL1. Inicialmente, foram analisados 

dados de expressão gênica de células com mutação c.7544-7545 delCT em 

NOTCH1 em confronto com dados de células Wild-Type (WT).  A analise in silico da 

expressão gênica das células de LLC muatadas em NOTCH1 mostrou um aumento 

na expressão de genes envolvidos no estresse de Retículo Endoplasmático (RE) e 

ISR. Células primárias de LLC foram coletadas e cultivadas com curcumina, um 

composto natural que também tem como alvo o estresse do RE, para posterior 

análise em Western blotting e PCR em tempo real. Após a exposição in vitro à 

curcumina, foram observados mecanismos relacionados ao estresse nas células 

primárias com NOTCH1 mutado em comparação com células WT. Essa resposta foi 

precedida por aumento precoce de Ca2+ no citoplasma das células de LLC mutadas 

em NOTCH1, o qual pode desencadear e manter o estresse de RE. Além disso, a 

curcumina aumentou a apoptose das células de LLC portadoras da mutação em 

NOTCH1, independentemente da carga alélica, quando comparada com células WT. 

A sinalização de NOTCH1 também aparece modulada após a exposição à 

curcumina. Em particular, as células de LLC mutadas em NOTCH1 mostraram 

redução na porção ativa de NOTCH1 (ICN1) e nas proteínas anti-apoptóticas da 

família BCL2 (BCL2 e MCL1), sendo que a combinação de curcumina com o 

venetoclax, um anti-BCL2, mostrou ter um efeito sinérgico em células de LLC. Além 

disso, utilizamos o modelo murino Eμ-TCL1 para avaliação do tratamento com a 

curcumina. A administração in vivo de curcumina no modelo Eμ-TCL1 reduziu 

significativamente a porcentagem de células leucêmicas CD5+/CD19+ infiltrantes no 

fígado, baço e na medula óssea, com inibição concomitante da sinalização de 

NOTCH1 em células leucêmicas na medula óssea. Nossos resultados sugerem que 

a ativação de ISR induzida pelo estresse de RE e a inibição da sinalização de 



NOTCH1 convergem para a amplificação da morte de células de LLC e fornecem um 

alvo crucial para o tratamento de LLC. 

 

Palavras-chave: NOTCH1; Polimorfismo de nucleotídeo único e mutações; 

Haplótipo; Sobrepeso / obesidade; Leucemia Linfocítica crônica; Resposta integrada 

ao estresse; curcumina 

 

ABSTRACT 

SILVA BARCELOS, E. C. Genetic variability in NOTCH1: association with 

overweight/obesity and therapeutic implications in Chronic Lymphocytic 

Leukemia in elderlies. 2021. 201p. Thesis (Doctoral in Biotechnology) - 

Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espírito Santo. Brazil. 

 

NOTCH1 is critical for the maintenance of stem cells and adult tissues, and 

appears to play as a key molecule in aging and in a variety of chronic conditions, 

including obesity and cancer, especially Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). 

Recently, the NOTCH1 signaling pathway has been identified as fundamental in 

adipocyte homeostasis, in addition to being directly linked to the inflammatory 

process. Furthermore, constitutive activation of NOTCH1 signaling is associated with 

poor prognosis in some types of cancer such as CLL where recurrent NOTCH1 

mutations are responsible for stabilizing the signaling state. Given the involvement of 

the NOTCH1 gene in cell metabolism and development, the hypothesis of the 

present study is that genetic variations of NOTCH1 are associated with increased risk 

for overweight (overweight and obesity) and also alter the response of CLL cells to 

induced-stress. Therefore, as a first objective, we investigated whether genetic 

variations in NOTCH1 are associated with overweight/obesity in a Brazilian elderly 

cohort. To assess the association of NOTCH1 polymorphisms and 

overweight/obesity, anthropometric, biochemical, medical history, and lifestyle data 

were collected. Sequencing data from 1.024 individuals (aged 59 to 99 years) were 

analyzed: 424 were overweight, 320 were obese, and 280 were normal weight. We 

analyzed one hundred and sixty-one tag SNPs spanning the entire NOTCH1 gene 

and borders using the SNP tagging approach (minor allele frequency≥0.01 and 

pairwise linkage disequilibrium r2≥0.8). We observed the association of SNP 

rs9411207 with risk of overweight/obesity under the additive model, and the 

 



genotype distribution showed an increased frequency of homozygous TT (OR = 1.50, 

95% CI: 1.20-1.88; P = 0.0002). The GAT haplotype constructed from this and other 

SNPs in high linkage disequilibrium (LD) was more frequent in overweight/obese 

subjects (P = 0.003). In silico analysis suggested that these SNPs likely affect the 

transcription of NOTCH1 and other genes. This is the first study reporting the 

association between NOTCH1 SNPs and risk of overweight/obesity. Considering the 

possibility of modulation of NOTCH1, additional population studies are needed to 

replicate these results and confirm the usefulness of these risk genotypes for new 

therapeutic strategies. A second objective was to evaluate whether the mutation in 

the NOTCH1 gene and the deregulation of the NOTCH1 pathway in CLL cases alter 

the response to curcumin. For this, we investigated the anti-CLL effect of curcumin 

and its ability to interfere in the integrated stress response (ISR) and in the NOTCH1 

signaling pathway in primary CLL cells with mutation in the NOTCH1 gene and in the 

murine model of CLL Eμ-TCL1. Initially, gene expression data from cells with c.7544-

7545 delCT mutation in NOTCH1 were analyzed against data from Wild-Type (WT) 

cells. In silico analysis of gene expression of CLL cells mutated in NOTCH1 showed 

an increase in the expression of genes involved in Endoplasmic Reticulum (ER) and 

ISR stress. Primary CLL cells were collected and cultured with curcumin, a natural 

compound that also targets ER stress, for further analysis by Western blotting and 

real-time PCR. After in vitro exposure to curcumin, stress-related mechanisms were 

observed in primary cells with mutated NOTCH1 compared to WT cells. This 

response was preceded by an early increase in Ca2+ in the cytoplasm of CLL cells 

mutated in NOTCH1, which can trigger and maintain ER stress. Furthermore, 

curcumin increased the apoptosis of CLL cells carrying the NOTCH1 mutation, 

regardless of allelic load, when compared to WT cells. NOTCH1 signaling also 

appears modulated after exposure to curcumin. In particular, CLL cells mutated in 

NOTCH1 showed a reduction in the active portion of NOTCH1 (ICN1) and in the anti-

apoptotic proteins of the BCL2 family (BCL2 and MCL1), and the combination of 

curcumin with venetoclax, an anti-BCL2, shown to have a synergistic effect on CLL 

cells. In addition, we used the murine model Eμ-TCL1 to evaluate treatment with 

curcumin. In vivo administration of curcumin in the Eμ-TCL1 model significantly 

reduced the percentage of CD5+/CD19+ leukemic cells infiltrating the liver, spleen 

and bone marrow, with concomitant inhibition of NOTCH1 signaling in leukemic cells 

in the bone marrow. Our results suggest that ER stress-induced ISR activation and 



NOTCH1 signaling inhibition converge to amplification of CLL cell death and provide 

a crucial target for CLL treatment. 

Keywords: NOTCH1; Single Nucleotide Polymorphism and mutations; Haplotype; 

Overweight / Obesity; Chronic Lymphocytic Leukemia; Integrated Stress Response; 

curcumin 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Há anos o mundo tem vivenciado os efeitos das transições demográficas e 

epidemiológicas, cujos resultados trouxeram aumento na expectativa de vida e 

crescimento da população idosa. O envelhecimento resulta em maior 

suscetibilidade a doenças crônicas, incapacidade, aumento da fragilidade e vem 

se tornando uma prioridade de saúde pública (FERRUCCI; FABBRI, 2018).  

Indivíduos idosos tendem a desenvolver um estado pró-inflamatório que é 

caracterizado por altos níveis de marcadores pró-inflamatórios em células e 

tecidos, uma condição frequentemente chamada pelo termo em inglês ―inflamm-

aging‖, cunhado pela primeira vez em 2000, por Claudio Franceschi 

(FRANCESCHI et al., 2000). Fortes evidências indicam que a inflamação é um 

fator de risco para doenças cardiovasculares (DCV), além de muitas doenças 

crônicas associadas à idade e outros resultados adversos para a saúde. Os 

mecanismos potenciais de inflamação incluem: obesidade central, aumento da 

permeabilidade intestinal, alterações na composição da microbiota, senescência 

celular, estresse oxidativo causado por disfunções mitocondriais, desregulação 

das células imunológicas e infecções crônicas (FERRUCCI; FABBRI, 2018).  

No estudo da velhice humana, denominado ―gerociência‖, o envelhecimento é 

tido como a principal causa de muitas doenças crônicas na vida adulta, incluindo 

Doença de Alzheimer, doença renal crônica, doença arterial coronária (DAC), 

osteoartrite, acidente vascular cerebral, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e cânceres 

sólidos como o câncer de mama, de próstata e colorretal e malignidades 

hematológicas, com destaque para a Leucemia Linfocítica Crônica (LLC), o tipo de 

leucemia mais comum em idosos (KENNEDY et al., 2014).  

Embora a função declinante seja característica no envelhecimento, as taxas de 

declínio variam enormemente. Enquanto algumas indivíduos morrem com 

doenças relacionadas à idade em seus 60 anos de idade, alguns ainda estão 

ativos aos 100 anos de idade ou mais. Compreender os fatores genéticos que 

impulsionam esta variabilidade no envelhecimento entre as pessoas é de 

fundamental importância (LOCKE et al., 2015).  
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Durante a década passada, diversos estudos de associação do genoma 

(GWAS) para muitos fenótipos associados ao envelhecimento auxiliaram na 

descoberta de variantes associadas (TAM et al., 2019). No entanto, uma das 

principais limitações das abordagens de todo o genoma é a necessidade de 

adotar um alto nível de significância para os vários testes. Como resultado, GWAS 

convencionais são insuficientes para detectar toda a herdabilidade explicada por 

variantes de nucleotídeo único (SNPs) que não superam o P-valor estipulado para 

o estudo de GWAS (MANOLIO et al., 2009; TAM et al., 2019). 

Dentre as estratégias discutidas pela comunidade científica para superar a 

limitação do GWAS mencionada anteriormente, restringir a analise para genes ou 

vias candidatas pode ser uma alternativa viável. Genes que mostram padrões de 

expressão diferencial relacionados à condição estudada. Para isto, combinar 

suporte biológico baseado em evidências com significância estatística aumenta a 

probabilidade de que o resultado seja um verdadeiro positivo (TAM et al., 2019). 

Uma vantagem estatística é oferecida quando o número de testes possíveis é 

reduzido, como por exemplo: pelo ensaio de unidades biológicas, como genes, em 

vez de variantes únicas. 

O estudo de variantes genéticas permite ao pesquisador / médico adaptar o 

tratamento às características genéticas e genômicas individuais dos pacientes. 

Consequentemente, um biomarcador farmacogenômico é definido como uma 

característica mensurável de DNA e/ou RNA que é um indicador de processos 

biológicos normais, processos patogênicos e/ou resposta a intervenções 

terapêuticas ou outras. Um biomarcador genômico poderia ser, por exemplo, o 

grau de expressão de um gene, a função de um gene ou a regulação de um gene.  

Como um subconjunto da farmacogenômica, a farmacogenética estuda 

como as variações nas sequências de DNA afetam a resposta a um medicamento. 

Uma variação genética pode variar de um polimorfismo de nucleotídeo único 

(SNP) à perda de parte de um cromossomo. As principais aplicações dos 

biomarcadores farmacogenéticos são: a identificação de respondedores e não 

respondedores a medicamentos, prevenção de eventos adversos e otimização da 

dose do medicamento (COYLE, 2017). 

O presente trabalho foca no estudo do gene NOTCH1, membro da via de 

sinalização NOTCH. A via de sinalização NOTCH é uma via evolutivamente 
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conservada importante para a comunicação célula-célula e determinação do 

destino da célula durante o desenvolvimento. A via NOTCH vem sendo apontada 

como importante reguladora do metabolismo. Estudos recentes apontam o papel 

fundamental do NOTCH1 na regulação do metabolismo, com papel fundamental 

na homeostase da adipogênese e angiogenese metabólica. A modulação/inibição 

da via de sinalização de NOTCH1 promove a diferenciação adipogênica de 

células-tronco mesenquimais e parece promover escurecimento (aparecimento de 

adipócitos bege no tecido adiposo branco-WAT) e resistência à obesidade 

induzida por dieta rica em gordura em camundongos (BI et al., 2014a, 2014b). 

Além disso, NOTCH1 está localizado no cromossomo humano 9q34 e deleções 

crípticas dessa localização genômica foram associadas à obesidade e síndromes 

de retardo mental (CORMIER-DAIRE et al., 2003). 

Estudos extensos indicaram que a alteração da expressão de NOTCH1 

está implicada no desenvolvimento de doenças e síndromes. Mutações e 

polimorfismos no gene NOTCH1 estão associadas à suscetibilidade ao câncer em 

diversas populações (SHAH et al., 2020), além de mau prognóstico, como no caso 

da LLC (ROSATI et al., 2018a). No entanto, diversos estudos também 

demonstraram a implicação de SNPs de NOTCH1 em doenças não tumorais, 

como malformações de desenvolvimento; por exemplo, válvula aórtica bicúspide 

(GARG et al., 2005), condições de estresse no início da vida (STEINE et al., 2016) 

e susceptibilidade a doenças no estilo de vida (DING et al., 2018b). 

A sinalização de NOTCH1 desregulada está implicada na proliferação, 

resistência à apoptose e sobrevivência de células de LLC (ROSATI et al., 2018). 

Lesões genéticas de NOTCH1 são responsáveis pelo acúmulo do domínio 

intracelular de NOTCH1 (ICN1) e subsequente estabilização da via de sinalização. 

A LLC com mutação em NOTCH1 está associada ao prognóstico desfavorável, 

refratariedade ao tratamento e maior risco de transformação em síndrome de 

Richter (ARRUGA et al., 2014; PUENTE et al., 2011; SPORTOLETTI et al., 2010). 

Neste contexto, estudos anteriores mostraram que células cancerosas com altas 

taxas de crescimento possuem alteração na capacidade da maquinaria do retículo 

endoplasmático (RE) que envolve o processo de síntese de proteínas e 

representa um alvo em potencial para a terapêutica (C; FR, 2018; CUBILLOS-

RUIZ; BETTIGOLE; GLIMCHER, 2017). 
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Em células estressadas, o RE desencadeia uma cascata de vias de 

sinalização conhecida como resposta de proteína não dobrada ou UPR (do inglês, 

Unfolded Protein Response), causada pelo acúmulo de proteínas não dobradas ou 

dobradas incorretamente no RE. Essa resposta é seguida pela dissociação da 

proteína chaperona regulada por glicose 78 (HSPA5 / GRP78, também conhecida 

como BiP) e, posteriormente, ativação de três sensores ativadores UPR: quinase 

ER semelhante a PKR (PERK), fator de transcrição 6 ativado (ATF6) e 

endonuclease 1α regulada por inositol (IREα). O sensor PERK é um membro da 

resposta integrada ao estresse (ISR), um processo que leva a um desligamento 

global da tradução e à indução de genes selecionados, como o fator de 

transcrição ATF4, cujo objetivo principal é restaurar o equilíbrio aumentando a 

resistência e adaptabilidade. No entanto, sob estresse severo e prolongado, o 

programa homeostático pode conduzir a sinalização em direção à morte celular, 

por meio de interações com a proteína homóloga C / EBP pró-apoptótica (CHOP) 

(Marciniak et al, 2004). 

Estudos anteriores mostram que a inibição da sinalização de NOTCH1 pelo 

inibidor de y-secretase (GSI) desencadeia estresse de RE, inibição de 

proteassoma e induz em células de LLC à apoptose (ROSATI et al., 2012). Em 

outro contexto que não a LLC, o composto natural curcumina exibiu atividade 

tanto como indutor de estresse de RE quanto como inibidor de NOTCH1 

(ANGELO; KURZROCK, 2009; REN et al., 2019). Esse composto aparece com 

diversas ações farmacológicas, incluindo anticâncer, antioxidante, antiinflamatório, 

imunomodulador e regulador de lipídios (KUNNUMAKKARA et al., 2019). 

Dado o envolvimento do gene NOTCH1 no desenvolvimento celular e 

metabolismo, a hipótese do presente estudo é que variações genéticas de 

NOTCH1 estão associadas ao aumento do risco para o excesso de peso 

(sobrepeso e obesidade) e também alteram a resposta a curcumina em células de 

LLC. 

Tendo em vista que a melhor compreensão de marcadores genéticos 

auxilia no desenvolvimento de novas metodologias de saúde para a prevenção e 

tratamento das doenças crônicas relacionadas ao envelhecimento, a perspectiva 

biotecnológica deste estudo consistiu em identificar polimorfismos genéticos para 

a futura composição de um painel contendo marcadores de risco para a obesidade 
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e doenças relacionadas, assim como avaliar alterações em vias celulares e 

mecanismos que podem ser usadas como alvo em células de LLC na resposta a 

fármacos. 
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2      REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 ENVELHECIMENTO, DOENÇAS CRÔNICAS E BASES GENÉTICAS 

 

As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) estão relacionadas a causas 

múltiplas e possuem longa ou indefinida duração. Devido a sua alta ocorrência e 

expressão no padrão de morbidade adulta, as DCNT constituem um dos principais 

problemas de saúde mundial (RACHEL, 2019).  

O aumento da prevalência de DCNT registrado no último século está 

diretamente relacionado às mudanças demográficas profundas sofridas em nossa 

sociedade, sobretudo no que se refere ao envelhecimento global. Este processo 

pelo qual o padrão de morbidade e mortalidade é alterado de uma população jovem 

para uma população idosa é conhecido pelo termo ―transição epidemiológica‖, 

intimamente associado com avanços científicos e tecnológicos, bem como o 

desenvolvimento da urbanização, sanitização e alimentação (BRUCE; JOEL W; 

JONATHAN L, 2015). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as DCNT constituem a 

maior causa de morte e incapacidade em todo o mundo (JAUL; BARRON, 2017). O 

número de mortes causadas por condições crônicas é duas vezes maior que 

àquelas por doenças infecciosas, incluindo HIV/AIDS, tuberculose e malária; 

deficiências nutricionais e problemas gestacionais. Aproximadamente 80% das 

mortes causadas por doenças crônicas são registradas em países de baixa ou 

média renda (HUNTER; REDDY, 2013).  

No Brasil, as DCNT constituem um problema de saúde público, representando 

72% de todas as mortes, principalmente em indivíduos idosos, com baixa renda e 

escolaridade (HÖFELMANN et al., 2018; HUNTER; REDDY, 2013). A prevalência de 

ao menos uma DCNT na população brasileira é de 43%, sendo que os indivíduos 

mais afetados são àqueles habitantes da região Sudeste, caucasianos, do sexo 

feminino, pouco escolarizados e com baixa posição socioeconômica (MA et al., 

2021). 
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Entre os fatores de risco comuns para as DCNT, podemos encontrar os 

fatores modificáveis: alimentação não saudável, inatividade física e o tabagismo; 

assim como fatores não modificáveis: envelhecimento e hereditariedade (WHO, 

2021).  Além disso, fatores de risco metabólicos contribuem para as quatro principais 

mudanças associadas ao aumento de risco para DCNT, sendo essas: o sobrepeso e 

a obesidade; a hipertensão, a hiperglicemia (altos níveis de glicose no sangue) e a 

hiperlipidemia (altos níveis de gordura no sangue), como representado na figura 1. 

 

Figura 1. Causas das DCNT. Determinantes e Fatores de risco comuns às DCNT. 

Extraído e adaptado de: WHO, 2021.  

Características complexas, como as DCNT e o envelhecimento per si, 

apresentam uma forte interação genética com fatores ambientais e de estilo de vida, 

diferindo, portanto, das conhecidas ―doenças mendelianas‖, onde alterações na 

sequência de DNA produzem o estado patológico. Assim sendo, o estudo de 

características complexas se torna mais desafiador (ZONDERVAN; CARDON, 

2007). 

Em condições mendelianas dominantes, a presença de uma única cópia de 

um gene mutado é responsável pela doença; ou seja, a mutação tem um tamanho 

de efeito muito alto. Em desordens autossômicas recessivas, dois alelos mutantes 

do mesmo gene conferem o estado de doença. Estudos de análise de ligação em 

famílias grandes (―Family-based linkage analysis‖) auxiliaram a descoberta das 

alterações gênicas associadas às doenças. A ligação determina a seção de genoma 

compartilhado pelos familiares afetados. Essa região compartilhada deve conter a 

mutação que causa a doença genética, tornando possível o estudo da hipótese 

biológica (MULLEN et al., 2009). 

No entanto, quando as famílias de indivíduos com doenças genéticas não-

Mendelianas (ou características complexas) são estudadas, parentes próximos são 
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afetados em taxas superiores à população, mas sem padrões de herança que 

sugerem um único gene causador. Acredita-se que vários alelos diferentes de vários 

genes, combinados com fatores ambientais, resultam em doenças. Ao longo da 

última década, os estudos de associação genômica ampla (GWAS) identificaram um 

grande número de variantes genéticas comuns associadas ao risco para 

características complexas (SCOTT et al., 2017; WILD et al., 2017). Neste contexto, a 

abordagem do GWAS se baseia no estudo de um inteiro genoma, enquanto outra 

abordagem, o estudo de associação gene-candidato, se baseia em um número 

limitado de genes pré-especificados que possuem alta relevância biológica para a 

característica complexa estudada, como mostrado na figura 2. 

 

 

Figura 2. Estudos genéticos. Análise de ligação (―family-based linkage analysis‖) e 

estudos de associação gene-candidato e de genômica ampla (―Genome-Wide association 

studies‖). Extraído e adaptado de: MULLEN et al., 2009. 

2.1.1 Envelhecimento e DCNT 

O envelhecimento da população humana constitui um fenômeno mundial e 

representa um dos principais desafios da biologia e medicina atuais. Segundo a 

OMS, a proporção da população mundial com mais de 60 anos dobrará em 
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aproximadamente 35 anos (BEARD et al., 2016). De 2012 a 2022 a taxa de 

crescimento anual da população idosa atingirá 4% ao ano, com previsão de 41,5 

milhões de idosos em 2030 (RIBEIRO; et al., 2020). Uma projeção semelhante feita 

para a população brasileira realizada pelo IBGE indica que, em 2060, um em cada 

quatro indivíduos terá mais de 65 anos (IBGE, 2013), o que provocará mudanças na 

pirâmide etária, com o estreitamento da população jovem e adulta e alargamento no 

topo (CASTRO et al., 2021; SIMÕES, 2016). O impacto desta nova ―ordem 

demográfica‖ reflete a urgência da atenção integral à saúde da pessoa idosa.  

O envelhecimento biológico pode ser entendido como o declínio progressivo 

das funções biológicas intrínsecas (ACIOLE; BATISTA, 2013; DUARTE et al., 2019). 

Esse processo complexo é refletido na limitação das capacidades regenerativas dos 

tecidos de um organismo idoso que diferem de um tecido com sua competência 

proliferativa preservada (LÓPEZ-OTÍN et al., 2013). Por sua vez, uma disfunção do 

sistema leva ao aumento da susceptibilidade às DCNT relacionadas com a idade e, 

consequentemente, o aumento da taxa de morbimortalidade em indivíduos idosos 

(HARMAN, 1988). Portanto, a presença de doenças comuns ao envelhecimento, 

como: câncer, Doenças Cardiovasculares (DCV), doenças pulmonares, Diabetes do 

tipo 2 (DM2), ou doenças com perda de funções cognitivas; se encontra intimamente 

associado com o chamado ―envelhecimento não saudável‖ (HALASCHEK-WIENER 

et al., 2009; NICCOLI; PARTRIDGE, 2012). 

Neste contexto, o declínio da massa e força muscular se inicia na quarta 

década de vida. Aos 80 anos, aproximadamente 20% das pessoas apresentam 

sarcopenia, com significativa perda de massa e força muscular (RICHARD 

MATTHEW et al., 2017). A inflamação crônica, o declínio dos níveis hormonais, 

diminuição da função mitocondrial muscular, e prejuízo na função das células-tronco 

musculares são fatores importantes para a sarcopenia (JEREMY D, 2012). Esse 

declínio na massa muscular e aumento da gordura corporal contribuem para 

mudanças na farmacocinética. Individuos idosos devem consumir menos medicação 

quando comparados com indivíduos mais jovens.   

Além disso, as mudanças relacionadas com a idade também afetam o 

sistema imune, mediadas, em grande parte, pelo estado de pré-inflamação e 

inflamação crônica. Os indivíduos idosos apresentam um declínio na função das 
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células B, na geração e função de células T, além de disfunção na imunidade inata 

(BANDARANAYAKE; SHAW, 2016). A inflamação crônica e as mudanças na 

resposta imune constituem um importante fator de risco para a morbidade e 

mortalidade em idosos, e é hipotetizado como um fator condutor para as DCNT 

(HAYNES, 2020). 

2.1.2 Sobrepeso e obesidade 

O sobrepeso e a obesidade são considerados fatores de risco para o 

surgimento de várias DCNT. A obesidade consiste em uma doença multifatorial 

associada à inflamação sistêmica crônica e é caracterizada pelo acúmulo excessivo 

de gordura corporal na forma de tecido adiposo branco ou WAT (do inglês, White 

Adipose Tissue).  

A obesidade está se expandindo a uma taxa preocupante, a frequência de 

sobrepeso e obesidade combinados aumentou 27,5% para adultos e 47,1% para 

crianças entre 1980 e 2013. Nos países em desenvolvimento, a proporção de 

adultos obesos aumentou de cerca de 20% em 1980 para mais de 20% em 2013 

(MARIE et al., 2014).  

Para medir a obesidade, os pesquisadores costumam usar uma escala 

conhecida como índice de massa corporal (IMC). O IMC é calculado dividindo o 

peso de uma pessoa (em quilogramas) pela sua altura (em metros) ao quadrado 

(comumente expressa como kg / m2). De acordo com esse cálculo, os indivíduos 

com peso normal se encontram com IMC entre 18,5 e 24,9, enquanto indivíduos 

com sobrepeso possuem IMC acima de 25, sendo que obesos são classificados na 

categoria de IMC acima de 30. O IMC fornece uma medida mais precisa da 

obesidade do que apenas o peso e, para a maioria das pessoas, é um indicador 

bastante bom (embora indireto) da gordura corporal (WHO, 2021). 

Sabe-se que a localização abdominal de gordura (obesidade central) se 

mostra mais associada a distúrbios metabólicos e riscos cardiovasculares como 

dislipidemias, DM2 e hipertensão arterial (SANGMI et al., 2009). Além disso, há 

evidências consistentes de que maiores quantidades de gordura corporal estão 

associadas a riscos aumentados de vários tipos de câncer (LAUBY-SECRETAN et 

al., 2016). A obesidade não apenas aumenta o aparecimento de desequilíbrios 
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metabólicos, mas também diminui a expectativa de vida e impacta os processos 

celulares de maneira semelhante ao envelhecimento (REXFORD S, 2009).  

Com base em diversos estudos, duas hipóteses distintas podem ser 

propostas. Uma é que as respostas celulares provocadas por um excesso de 

nutrientes causam obesidade, e que a obesidade é responsável por acelerar o ritmo 

de envelhecimento. Apoiando essa hipótese estão as observações de que o nocaute 

do receptor de insulina específico para a gordura, para produzir camundongos 

extremamente magros (LOCKE et al., 2015), e a remoção da gordura visceral em 

ratos (RADHIKA et al., 2008), aumentaram a expectativa de vida (C et al., 2015). A 

possibilidade alternativa é que as respostas celulares provocadas por um excesso 

de nutrientes sejam responsáveis por aumentar o ritmo de envelhecimento. Este 

solo comum compartilhado por envelhecimento e obesidade foi chamado de 

"adipaging" (LAURA M et al., 2016), e há algumas evidências de pontos comuns: a 

hiperglicemia, por exemplo, induz a senescência em células endoteliais e 

macrófagos (FRANCESCO et al., 2018), enquanto a redução de glicose a impede, 

em células-tronco mesenquimais humanas (TING et al., 2011).  

Se a hiperfunção / disfunção do tecido adiposo é causa do declínio funcional 

do envelhecimento ou representa simplesmente um marcador do avanço do 

processo de envelhecimento, ficará mais claro em estudos futuros. Além disso, nem 

todos os depósitos de gordura são iguais em seu impacto para a saúde (DEREK M; 

N, 2010) e também pode acontecer que ambas as hipóteses sejam simultaneamente 

verdadeiras (MICHAEL B et al., 2017). 

O tecido adiposo marrom ou BAT (do inglês, Brown Adipose Tissue) têm 

como função principal a termogênese, ou seja, a capacidade de queimar calorias 

para gerar calor, em mamíferos. Estudos com roedores mostram que a atividade 

termogênica do BAT pode proteger contra a obesidade (CARSTEN T; FIORAN W, 

2019). Descobertas recentes usando novos procedimentos de radiodiagnóstico 

revelaram alta atividade inesperada de BAT em humanos adultos (KIRSI A, 2016). 

Além disso, processos complexos de diferenciação celular que levam ao 

aparecimento de adipócitos marrons ativos foram recentemente identificados. Os 

adipócitos marrons agrupados em depósitos anatômicos de roedores surgem de 

células precursoras mesenquimais comuns à linhagem de células miogênicas. Eles 
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estão sendo chamados de adipócitos marrons ―clássicos‖ ou ―programados para o 

desenvolvimento‖ (TIZHONG et al., 2013).  

No entanto, os adipócitos marrons podem aparecer após estímulos 

termogênicos em locais anatômicos correspondentes ao WAT. Este processo é 

denominado ―escurecimento‖ do WAT. Os adipócitos marrons que aparecem no 

WAT derivam de células precursoras diferentes daquelas no BAT clássico e estão 

mais próximos da linhagem de células de adipócitos brancos. Esses adipócitos 

marrons que aparecem no WAT são frequentemente chamados de "indutíveis, bege 

ou brite". O aparecimento desses adipócitos marrons induzíveis no WAT também 

pode envolver processos de transdiferenciação de células adiposas brancas a 

marrons (ZOICO et al., 2019), como demonstrado na figura 3.  

 

 

Figura 3: Tipos de tecido adiposo. Células adiposas branca, bege e marrom. 

Características e funções dos tecidos adiposo branco e marrom. Extraído e adaptado de: 

RO et al., 2019. 

Não há evidências de que a função termogênica final dos adipócitos bege / 

brite difere daquela dos adipócitos marrons clássicos, embora alguns dados 

genéticos em roedores sugiram um papel relevante do processo de escurecimento 

na proteção contra a obesidade. Embora a ativação do BAT clássico e o processo 
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de escurecimento compartilhem mecanismos comuns de indução (por exemplo, 

indução mediada por noradrenérgicos pelo frio), vários novos fatores endócrinos 

independentes adrenérgicos que ativam o BAT e o escurecimento do BAT foram 

identificados recentemente. Em humanos adultos, o BAT é composto principalmente 

de adipócitos bege / brite, embora dados recentes indiquem a persistência do BAT 

clássico em alguns sítios anatômicos (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; WHITEHEAD 

et al., 2021). Compreender os processos biológicos que controlam a atividade e 

diferenciação dos adipócitos marrons pode ajudar na concepção de estratégias 

focadas no BAT para aumentar o gasto de energia e lutar contra a obesidade. 

2.1.3 Leucemia Linfocítica Crônica 

A leucemia linfocítica crônica (LLC) é um tipo de DCNT e representa um dos 

tipos de câncer mais comumente encontrados entre 60 e 80 anos. Cerca de 90% 

das pessoas diagnosticadas com a LCC possuem 50 anos ou mais. Sendo a 

leucemia mais comum no mundo Ocidental, a LLC é comumente diagnosticada em 

indivíduos idosos e abrange cerca de 40% de todas as leucemias em indivíduos 

adultos. No Brasil, a média de idade no diagnóstico da LLC é de 66 anos e sua 

incidência varia em torno de 0,3 a 0,8 por 100.000/ano (GONÇALVES et al., 2017). 

Individuos com ascendência caucasiana se encontram no grupo de risco, quando 

comparadas a afro-americana e asiática (YANG et al., 2015).  

A LLC representa e corresponde a uma neoplasia hematológica caracterizada 

pelo acúmulo de células B no sangue periférico, medula óssea e órgãos linfóides 

sólidos. O desenvolvimento da LLC, em geral, é precedido por um estado 

assintomático designado Linfocitose B monoclonal (LBM) onde aproximadamente 

50% dos pacientes apresentam aumento da contagem de linfócitos B no sangue 

periférico sem causa determinada. Segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS) a LLC é caracterizada pela presença, no sangue, de mais de 5 mil linfócitos 

clonais B com imunofenótipo caracterizado pela fraca expressão dos marcadores B 

(CD19, CD20, CD23, IgM e/ou IgD de superfície) e alta expressão do marcador T 

CD5 (MATUTES et al., 1994). 

Apesar de ser assintomático em muitos casos, possíveis sintomas 

encontrados em pacientes com LLC incluem fatiga, febre, infecções recorrentes e 

perda de peso. Outros achados comuns incluem: linfadenopatia, hepatomegalia e 
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esplenomegalia, assim como, infiltração na medula óssea resultando em anemia e 

trombocitopenia, devido a falhas no desenvolvimento da hematopoiese . 

Os critérios para iniciar o tratamento podem variar de acordo com o estágio 

do paciente. Na prática geral, os pacientes com doença em estágio inicial 

assintomática devem ser monitorados sem terapia, a menos que tenham evidência 

de progressão da doença ou sintomas relacionados à doença. Vários estudos 

mostraram que o tratamento de pacientes com doença em estágio inicial não resulta 

em benefício de sobrevida; portanto, uma terapia de intervenção precoce com 

medicamentos antileucêmicos, incluindo inibidores de sinalização ou antagonistas 

de Bcl2, isoladamente ou em combinação com anticorpos monoclonais, atualmente 

não é indicada (HALLEK et al., 2018). 

A quimioimunoterapia tem sido o tratamento de primeira linha padrão de 

pacientes com LLC. Nos últimos anos, grandes avanços foram feitos no 

entendimento da biologia da LLC e, felizmente, várias dessas descobertas estão 

sendo feitas seu caminho para as clínicas. Estes incluem novos anticorpos 

monoclonais CD20 (mAb) (ofatumumabe e obinutuzumabe), inibidores da tirosina 

quinase de Bruton (BTK) (ibrutinibe), inibidores da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) 

(idelalisibe), inibidores de Bcl-2 (ABT-199 ou venetoclax) e vários outros (RAI; JAIN, 

2016). 

O tratamento alopático convencional é indicado somente em casos 

avançados da doença devido a toxicidade das drogas. A avaliação da toxicidade 

relacionada ao tratamento requer uma consideração cuidadosa das manifestações 

da doença subjacente e das reações adversas previstas aos agentes usados na 

terapia. Um exemplo é a toxicidade hematológica; os pacientes com LLC avançada 

geralmente têm citopenias que podem ser causadas pela LLC subjacente e / ou 

terapia anterior (RAI; JAIN, 2016). 

Devido ao aumento dos efeitos colaterais das drogas no controle da LLC, 

estudos com o uso de produtos naturais em pacientes têm sido realizados. Alguns 

dos produtos naturais estudados são: resveratrol, genisteína, epigalocatequina 

galato e curcumina (KUMAR; SHANBHAG, 2017).  
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A curcumina causa a liberação de citocromo c da membrana mitocondrial, que 

pode contribuir para a apoptose de células de CLL. A curcumina é conhecida por 

potencializar as ações da vincristina nas células B da LLC in vitro. O EGCG é o 

principal polifenol presente no chá verde. EGCG e curcumina são ambos capazes de 

induzir poli (ADP-ribose) clivagem da polimerase (PARP) e inibição da atividade da 

telomerase em células de CLL. A curcumina não ativa a caspase-3 enquanto EGCG 

ativa caspase-3 enquanto induz a clivagem de PARP e apoptose em B-CLL 

(ANGELO; KURZROCK, 2009). 

2.1.3.1 Biologia da LLC 

Embora a exata causa da LLC seja ainda desconhecida, esta neoplasia é 

observada associada a danos nos genes relacionados ao desenvolvimento de 

linfócitos na medula óssea. Em adição, estas alterações estão correlacionadas com 

a mudança da meia-vida das células, tornando-as resistentes a apoptose, 

mecanismo na qual normalmente seriam renovadas. O estado mutacional das 

células LLC pode progredir devido ao acumulo de lesões genéticas, mudanças 

epigenéticas e fatores ambientais. Linhas de pesquisa evidenciam que o surgimento 

destas mutações e alterações epigenéticas pode ter seu surgimento ainda nas 

células tronco hematopoiéticas.  

Coletivamente, oito principais vias estão frequentemente alteradas em LLC, 

incluindo a sinalização BCR, a regulação do ciclo celular, apoptose, a resposta ao 

dano ao DNA, remodelamento da cromatina, a sinalização NF-kB, a sinalização 

NOTCH1 e o metabolismo de RNA (PUENTE et al., 2015).  

Através de estudos do sequenciamento genômico e exômico em pacientes de 

LLC foram identificadas mutações gênicas recorrentes. No diagnóstico, o gene mais 

frequentemente encontrado com mutações é o NOTCH1, seguido por ATM, SF3B1, 

BIRC3, CHD2, TP53 and MYD88 (NADEU et al., 2016; PUENTE et al., 2011). 

Mutações em NOTCH1 provocam um efeito estabilizador na sinalização de 

NOTCH1 em células de LLC, e consequente resistência a apoptose (IANNI et al., 

2009). Além disso, novas evidencias descrevem mecanismos da ativação de 

NOTCH1 independentemente do status mutacional (FABBRI et al., 2017). A ativação 

constitutiva de NOTCH1 é associada com pior prognóstico na LLC (SPORTOLETTI 
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et al., 2010). Portanto, a via de sinalização NOTCH1 representa uma peça chave 

nas terapias atuais e futuras para a LLC. 

2.1.4 Variação genética, Desequilíbrio de ligação e Haplótipos 

A variação genética é gerada continuamente pelo processo mutacional, mas 

sua persistência no genoma é determinada por diferentes fatores históricos e 

genômicos. A maioria das novas mutações que afetam a função do gene têm efeitos 

deletérios na aptidão reprodutiva. No entanto, como os genes representam apenas 

uma pequena fração do genoma humano, acredita-se que a maioria das mutações 

são neutras e não tem efeito sobre a aptidão reprodutiva (ELLEGREN; GALTIER, 

2016). 

 A maioria das variantes de DNA no genoma humano é considerada 

seletivamente neutra por três razões principais. Em primeiro lugar, a porção principal 

do genoma, estimada em cerca de 97%, não codifica um produto funcional, como 

proteína ou ácido ribonucléico (RNA), nem afeta indiretamente a função do gene, 

regulando a expressão ou replicação. Em segundo lugar, se uma nova variante 

ocorrer em 1,5% do genoma que codifica um produto funcional (regiões 

codificantes), pode não resultar em uma mudança de aminoácido (ou seja, pode ser 

uma substituição "sinônima"). Terceiro, as variantes que afetam as regiões 

regulatórias ou codificadoras e alteram um aminoácido (substituições não-

sinônimas) podem não ter efeito sobre a aptidão reprodutiva (WRIGHT, 2005). 

O polimorfismo genético é definido como a herança de uma característica 

controlada por um único locus genético com dois alelos, em que o alelo menos 

comum tem uma frequência de cerca de 1% ou mais. Polimorfismos e mutações são 

duas alterações genéticas freqüentes. Essas variações são representadas por 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), alterações na organização ou no 

tamanho das seqüências, incorporação do DNA extracromossômico e alterações 

anafásicas ou da citocinese e incluem: substituições, inserções, duplicações e 

fusões de nucleotídeos (ISMAIL; ESSAWI, 2012).  

Essas variações genéticas podem ser o resultado de processos casuais ou 

podem ter sido induzidos por agentes externos, como vírus ou radiação. Se uma 

diferença na sequência de DNA entre os indivíduos estiver associada a doenças, 
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geralmente será chamada de mutação genética. Mudanças na sequência de DNA 

que foram confirmadas como causadas por agentes externos também são 

geralmente chamadas de "mutações" em vez de "polimorfismos". Os SNPs são o 

tipo mais comum de variações genéticas em humanos. Compreender as funções 

dos SNPs pode nos ajudar muito a entender a genética da variação do fenótipo 

humano, especialmente a base genética de doenças humanas complexas (BULL, 

2013; ISMAIL; ESSAWI, 2012).  

Os polimorfismos de DNA compreendem três tipos: polimorfismo de repetição 

em tandem, variações do número de cópias e SNPs. A detecção desses 

polimorfismos pode ser realizada por diferentes métodos, incluindo PCR específico 

de alelo, polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição, a técnica de 

microarray e sequenciamento do genoma completo (ISMAIL; ESSAWI, 2012).  

A descoberta e genotipagem de diversos polimorfismos de nucleotídeo único 

ou SNPs permite o mapeamento desses padrões ao longo do genoma por 

associações não aleatórias, chamados de desequilíbrio de ligação ou LD (do inglês, 

Linkage Desequilibrium) (GABRIEL et al., 2002). O LD é um indicador sensível das 

forças genéticas populacionais que estruturam um genoma. Por causa do 

crescimento explosivo dos métodos para avaliar a variação genética em uma escala 

fina, os biólogos evolucionistas e os geneticistas humanos estão cada vez mais 

explorando o desequilíbrio de ligação para entender eventos evolutivos e 

demográficos passados, para mapear genes que estão associados a caracteres 

quantitativos e doenças hereditárias, e para compreender a evolução conjunta de 

conjuntos de genes ligados. Atualmente, o desequilíbrio de ligação é usado muito 

mais extensivamente no estudo de humanos do que em não humanos, mas isso 

está mudando à medida que avanços tecnológicos tornam extensos estudos 

genômicos viáveis em outras espécies (H; R; MH, 2003). 

Em particular, a clonagem posicional de genes para suscetibilidade a doenças 

depende do desequilíbrio de ligação (LD) e correlações entre alelos de variações 

vizinhas, refletindo ―haplótipos‖ descendentes de um cromossomo ancestral comum. 

Tornou-se claro que SNPs mapeados e ordenados cromossomicamente podem ser 

agrupados em "blocos de haplótipos" que abrigam um número limitado de haplótipos 

distintos (GABRIEL et al., 2002). Um haplótipo é um conjunto de alelos co-herdados 



34 
 

 

 

específicos; normalmente, esses alelos são co-herdados porque estão presentes em 

marcadores genéticos vizinhos. Um indivíduo que carrega o mesmo alelo em ambas 

as cópias de um locus é homozigoto para esse alelo, enquanto alguém que carrega 

dois alelos diferentes é heterozigoto. Neste contexto, marcadores genéticos são 

sequências específicas de DNA polimórficas e empregadas no mapeamento de 

genes de doenças (CRAWFORD; NICKERSON, 2005; H; R; MH, 2003). 

Vários estudos mostraram que o genoma humano é estruturado com tais 

segmentos dentro dos quais há forte LD entre SNPs relativamente comuns, mas 

entre os quais a recombinação deixou pouco LD (Patil et al. 2001). Quando os SNPs 

estão em LD forte, os alelos de alguns SNPs em um haplótipo sugerem os alelos 

dos outros SNPs, que, como resultado, fornecem informações redundantes. 

Consequentemente, um número modesto de SNPs comuns selecionados de cada 

segmento seria suficiente para definir os haplótipos relevantes em presumivelmente 

qualquer população (WALL; PRITCHARD, 2003).  

Essa hipótese levou ao projeto HAPMAP (http://www.hapmap.org), que visa 

desenvolver um mapa de padrões de haplótipos comuns em todo o genoma em 

várias populações étnicas. Uma vez que cada gene (ou fragmento cromossômico) é 

subdividido em blocos de haplótipos, os haplótipos podem ser ―marcados‖ por um 

subconjunto de todos os SNPs disponíveis, os chamados SNPs de marcação. 

Espera-se que a construção de um mapa de haplótipos do genoma humano e a 

definição de SNPs de marcação facilite os estudos de associação de variação 

genética comum, em particular, para determinar alelos causadores de doenças 

ainda não identificados (THE INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2005). 

O conhecimento da região candidata auxilia na escolha de um grupo de 

variantes (tag SNPs) que captura a maioria das variantes genéticas comuns na 

predição do status alélico de SNPs próximos (ZONDERVAN; CARDON, 2007).  

Os polimorfismos contribuem com grandes variações no genoma humano e 

podem definir como os indivíduos respondem aos medicamentos, seja alterando a 

farmacocinética e a farmacodinâmica dos medicamentos ou alterando a resposta 

celular aos agentes terapêuticos. Definir o efeito dos polimorfismos nos alvos dos 

quimioterápicos é necessário para a predição da farmacocinética alterada dos 

agentes terapêuticos (KOCAL; BASKIN, 2017). Portanto, o estudo e a identificação 



35 
 

 

 

de mutações e polimorfismos que impactam o risco de DCNT e/ou seus fatores de 

risco, assim como à resposta a fármacos por esses indivíduos é de fundamental 

importância. 

2.2 VIA DE SINALIZAÇÃO NOTCH1 E VARIANTES GENÉTICAS  

A sinalização NOTCH desempenha um papel na maioria dos programas de 

desenvolvimento de órgãos e tecidos e freqüentemente atua iterativamente durante 

a divisão e diferenciação celular. Existem muitas situações onde a sinalização 

NOTCH bloqueia a diferenciação e assegura um pool de células-tronco ou 

progenitoras, mas também há situações onde dois destinos celulares diferenciados 

são o resultado potencial para uma célula tronco ou progenitora e dita a sinalização 

NOTCH o equilíbrio entre os dois destinos de células disponíveis (CAPACCIONE; 

PINE, 2013). 

Altamente conservada entre as espécies (YAMAMOTO; SCHULZE; 

BELLEN, 2014), a via de sinalização NOTCH foi descoberta e descrita após a 

observação de diferentes fenótipos nas asas de Drosophila melanogaster causadas 

pela haploinsuficiência da região cromossômica codificante para NOTCH (MOHR, 

1919). Adicionalmente, a análise genética da via de sinalização NOTCH em 

Caenorhabdits elegans trouxe contribuições essenciais para o entendimento dos 

mecanismos moleculares deste sistema (GREENWALD; KOVALL, 2013). Como 

exemplo, a proteína glp-1, codificada pelo gene homologo de NOTCH em C. 

elegans, é requerida continuamente na proliferação da linhagem germinativa, e sua 

mutação provoca a formação de tumores na espécie (BERRY; WESTLUND; 

SCHEDL, 1997). Em humanos, NOTCH foi primeiramente identificado como um 

gene cuja translocação cromossômica t(7;9) (q34;q34.3) estaria presente em células 

T leucêmicas (ELLISEN; BIRD; WEST, 1991). 

Diversas evidências mostram que a sinalização NOTCH desempenha um 

papel fundamental na homeostase dos tecidos. A homeostase do tecido é definida 

como a manutenção de um estado estacionário através de um equilíbrio de 

proliferação e apoptose, e permite que um tecido responda dinamicamente a várias 

condições fisiológicas e também, em alguns casos, para montar uma defesa contra 

lesões e doenças (SIEBEL; LENDAHL, 2017).  
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A perturbação da via de sinalização NOTCH está ligada a uma variedade de 

doenças genéticas, não tumorais e cânceres. Além disso, estudos recentes 

empregando modelos de camundongos transgênicos de manipulação específica de 

tecido da sinalização NOTCH começaram a revelar os papéis da via NOTCH na 

regulação do metabolismo (SIEBEL; LENDAHL, 2017). 

2.2.1 Genética e estrutura dos receptores NOTCH 

Membros da família NOTCH codificam quatro tipos de receptores 

transmembranares (NOTCH1-4), codificadas nas regiões cromossômicas 9q34, 

1p13-p11, 19p13, 2-p13.1 e 6p21.3, respectivamente (KOJIKA; GRIFFIN, 2001). 

Estes receptores agem através da interação com diferentes ligantes de superfície 

celular, sendo eles: Jagged1, Jagged2 e Ligantes Delta-like 1, 3 e 4 (DLL1, DLL3 e 

DLL4). (TEJADA et al., 2014). Os ligantes de NOTCH são descritos na literatura 

comumente como presentes em células adjacentes influenciando somente a 

expressão gênica de células vizinhas. Entretanto, evidências recentes revelam a 

existência de ativação da via ligando-independente, por exemplo: o ligante Jagged1 

pode ser secretado, ativando a sinalização NOTCH sem a necessidade do contato 

célula-célula (LU et al., 2013). 

Os receptores NOTCH e seus ligantes são constituídos por proteínas 

multidomínio, sendo que os ectodomínios das proteínas contêm multiplas repetições 

do fator de crescimento epidermal EGF (do inglês, Epidermal Growth Factor). As 

repetições EGF sofrem modificações pós-traducionais por diversos glicanos que 

participam na estabilização da interação receptor-ligante. Juntamente com a região 

regulatória negativa NRR (do inglês, negative regulatory region), as repetições EGF 

compõem a parte extracelular NECD (do inglês, NOTCH Extracelular Domain) do 

receptor. Já na porção intracelular NICD (do inglês, NOTCH Intracelular Domain), se 

localizam: uma sequência RAM (do inglês, RBP-Jk-Associated Molecule), um 

domínio rico em prolina, glutamina, serina e treonina, chamado de PEST (do inglês, 

proline-P, glutamic acid-E, serine-S e threonine-T), além de repetições de anquirina 

ANK (do inglês, Ankyrin) responsáveis pela interação com fatores de transcrição no 

núcleo. As proteínas envolvidas neste complexo transcricional variam de acordo com 

a espécie estudada, sendo que nos humanos é representada pela CBF1/RBP-Jk, 

sendo referida como RBP-Jk nesta revisão. Além do NICD, se unem ao complexo 
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transcricional co-ativadores, como MAML, responsáveis pela transcrição dos genes-

alvo de NOTCH (ARRUGA; VAISITTI; DEAGLIO, 2018; KUROOKA; KURODA; 

HONJO, 1998). 

2.2.2. Ativação da via de sinalização NOTCH 

Para a ativação da via canônica de sinalização NOTCH é necessário o 

contato físico do receptor NOTCH e seu ligante. Assim sendo, após a interação, o 

receptor NOTCH expresso na superfície celular sofre sucessivas clivagens 

proteolítica e subsequente ativação transcricional, sendo a primeira clivagem 

dependente da endoprotease furina (clivagem S1) no NECD. Após isso, a 

metaloproteinase ADAM realiza uma segunda clivagem no NECD (clivagem S2), o 

que permite a facilitação da terceira clivagem (clivagem S3) e posterior liberação do 

NICD, realizada pelo complexo γ-secretase (HORI, 2013), processo representado na 

figura 4. Este complexo consiste em quatro proteases individuais: presinilina-1, 

nicastrina, Anterior-Pharynx-defective-1 e presenilina enhancer -2 (CAPACCIONA; 

PINE, 2013). 
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Figura 4: Via de sinalização NOTCH. Estrutura do receptor NOTCH, pontos 

de clivagem e mecanismo de ação através da interação com ligando de célula 

vizinha. Extraído e adaptado de: (ZHANG et al., 2016) 

O NICD, resultado da clivagem, sofre translocação diretamente ao núcleo e 

comumente se associa ao complexo proteico RBP-Jk. Na ausência de NICD, o RBP-

Jk se associa a um complexo de proteínas que atua como repressor transcricional. 

Ao contrario, se a porção NICD se liga ao mediador RBP-Jk, o fator de transcrição é 

convertido de um estado repressor a constitutivamente ativado através da 

dissociação do complexo SMRT/HDAC1 do RBP-Jk, o que permite a transcrição dos 

genes alvo de NOTCH (KOJIKA; GRIFFIN, 2001). 

2.2.3 NOTCH no desenvolvimento, metabolismo e adipogênese 

A sinalização NOTCH é notavelmente pleiotrópica e dificilmente existe um 

tecido que não seja afetado pelas escolhas do destino celular que são reguladas 

pela sinalização NOTCH. A consequência de desenvolvimento da regulação 

negativa ou positiva da sinalização NOTCH é estritamente específica ao contexto, e 

o mesmo sinal NOTCH pode, por exemplo, em um contexto promover a proliferação, 

enquanto em outro resultar em apoptose. Consequentemente, a maneira como a 

sinalização NOTCH é integrada a outras vias de sinalização no contexto de uma 

fisiologia celular específica, determina como a atividade NOTCH afeta o destino da 

célula. Apesar desta complexidade espacial e temporal, os eventos de especificação 

lateral são a marca registrada do destino da célula regulada por NOTCH (HORI; 

SEN; ARTAVANIS-TSAKONAS, 2013). 

Em geral, a ativação da via de sinalização NOTCH está associada a 

linhagens celulares precoces em desenvolvimento, tornando NOTCH um marcador 

muito bom para rastreamento de linhagem (FRE et al., 2011). A sinalização NOTCH 

tem sido implicada na regulação de um número crescente de células-tronco em 

muitos tecidos diferentes, fazendo com que seja caracterizada como uma "via de 

células-tronco" (LIU et al., 2010). É bom enfatizar que a atividade NOTCH é 

generalizada e importante para a diferenciação, manutenção e proliferação de 

células-tronco em quase todos os sistemas examinados, incluindo linhagens de 

células-tronco, intestinos, sistema hematopoiético, linha germinativa, vários epitélios, 
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músculos, mesênquima, sistema nervoso, adipócitos e outros (HORI; SEN; 

ARTAVANIS-TSAKONAS, 2013) 

A sinalização NOTCH foi recentemente descrita como um elemento-chave 

no metabolismo, por ser um regulador chave do destino celular e celular e 

homeostase em praticamente todos os órgãos metabólicos. No fígado, a sinalização 

NOTCH estimula os programas de gliconeogênese e lipogênese, que levam à 

hiperglicemia e doença hepática gordurosa. No tecido adiposo, a ativação genética 

da sinalização NOTCH induz o clareamento do BAT e da resistência à insulina, 

enquanto a inibição genética ou farmacológica da sinalização NOTCH promove o 

escurecimento dos adipócitos brancos e melhora a sensibilidade à insulina (BI et al., 

2014b).  

No músculo esquelético e no cérebro, a ativação NOTCH reforça ativamente 

a quiescência das células-tronco adultas locais, portanto, limitando seus potenciais 

de reparo de tecido e, subsequentemente, influenciando o metabolismo do corpo. No 

sistema imunológico, a ativação da sinalização NOTCH promove a polarização do 

macrófago M1, produzindo um estado de inflamação sistêmica de baixo grau que 

exacerba a resistência à insulina nos tecidos periféricos. A inibição da sinalização 

NOTCH em vários desses tecidos melhora consistentemente a tolerância à glicose, 

a sensibilidade à insulina e melhora a obesidade e a aterosclerose (BI et al., 2014a). 

O papel da via de NOTCH na adipogênese é controverso, e vários estudos 

afirmam que ela tem papel positivo no processo de diferenciação dos adipócitos, 

metabolismo energético e escurecimento dos adipócitos. Estudos demonstraram que 

a inibição ou deleção de NOTCH1 reduz a massa WAT e aumenta a expressão de 

genes de assinatura BAT, promovendo a formação de adipócitos bege. Além disso, 

aumenta o gasto de energia, melhora a sensibilidade à insulina e protege os ratos da 

obesidade induzida por uma dieta rica em gordura (HFD) (BI et al., 2014a). Por outro 

lado, a ativação da sinalização de NOTCH1 em adipócitos é suficiente para 

promover um fenótipo de clareamento no tecido adiposo perivascular (BOUCHER et 

al., 2020). Recentemente, Vastrad et al. (2020) identificou NOTCH1 como um gene 

diferencialmente expresso em análise in silico, sugerindo ser um gene chave na 

obesidade associada ao diabetes tipo 2. 
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Além disso, há evidências crescentes de interação entre a sinalização 

NOTCH1 e Wnt (relatada como desempenhando um papel fundamental na inibição 

da adipogênese) (ROSS; RAO; KADESCH, 2004). Isso é particularmente importante 

à luz das evidências que mostram que o knockdown de NOTCH1 parece modular 

significativamente a via canônica Wnt / β-catenina pela redução da proteína GSK3β 

total expressa, e que, por sua vez, parece ser um regulador negativo do 

escurecimento nos adipócitos. 

2.2.4 Polimorfismos e mutações em NOTCH1 e suas implicações 

A sinalização NOTCH desregulada está ligada a várias doenças, incluindo o 

câncer. Em alguns casos, a doença é causada por mutações nos membros da via 

NOTCH, enquanto em outros casos o efeito é mais indireto, sendo observado como 

uma regulação aberrante na sinalização NOTCH (SIEBEL; LENDAHL, 2017). 

Polimorfismos e mutações no gene NOTCH1 são comumente encontrados em 

má-formações cardíacas, como a estenose da valva aórtica, coarctação da aorta e 

síndrome do coração esquerdo hipoplásico. McBride et al. (2008) descreve que as 

mutações em NOTCH1 reduzem a sinalização através do ligante Jagged1, sendo 

que pequenas alterações na via podem provocar defeitos cardíacos. Além disso, 

diversos estudos associam polimorfismos em NOTCH1 com outras doenças não-

tumorais, como Diabetes tipo 1 (NYAGA et al., 2018), ansiedade e depressão 

(STEINE et al., 2016) e surdez (DING et al., 2018a). 

No entanto, a grande maioria dos estudos que envolve mutações e polimorfismos 

de NOTCH1 mostram sua associação com tumores. O polimorfismo rs3124591 

aparece associado ao risco de desenvolvimento de cancer de mama (CAO et al., 

2014), assim como o rs3124599 foi associado ao risco de câncer de pulmão em não 

fumantes (QUAN et al., 2017). Outros diversos trabalhos citam a presença de 

mutações de NOTCH1 em tecidos tumorais. 

No contexto da LLC, o proto-oncogene NOTCH1 sofre mutação em 

aproximadamente 10% dos pacientes quando eles inicialmente requerem 

tratamento, mas isso aumenta para mais de 20% na recidiva e até 40% na 

transformação de Richter. Mutações de NOTCH1 são essencialmente mutações 

truncadas dentro do exon 34 que resultam na perda do domínio PEST. Este domínio 
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é responsável pela instabilidade da proteína de tipo selvagem e sua perda 

demonstrou estabilizar as proteínas mutantes e, portanto, aumentar a sinalização de 

NOTCH. Uma deleção de frameshift [c.7544_7545delCT (p.P2514 fs)] dentro do 

exon 34 foi relatada como responsável por até 90% das mutações de NOTCH1 em 

CLL. Mutações não codificantes situadas na região 3′ UTR de NOTCH1 causam 

eventos de splicing aberrantes com um local doador de splice exônico críptico e 

resultam em uma deleção das últimas 158 bases de codificação do exon 34 e, da 

mesma forma, a perda do domínio PEST (PUENTE et al., 2015).  
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3      OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar se a variabilidade genética no gene NOTCH1 está associada ao risco de 

sobrepeso/obesidade e resposta à curcumina na Leucemia Linfocítica Crônica 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Verificar se polimorfismos em NOTCH1 estão associados ao sobrepeso / 

obesidade e outras variáveis clínicas associadas 

 Realizar análise de associação regional, obtendo as frequências alélicas, 

genotípicas e haplotípicas 

 Avaliar in silico a expressão gênica de células de LLC mutadas para NOTCH1 

e possíveis vias de sinalização como alvo 

 Avaliar resposta à curcumina em células mutadas para o gene NOTCH1 em 

cultura primária de LLC 

 Avaliar resposta ao tratamento com a curcumina em modelo murino de LLC 
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4    MÉTODOS  

4.1 ARTIGO 1 - ASSOCIAÇÃO DE VARIANTES GENÉTICAS EM NOTCH1 COM 

SOBREPESO E OBESIDADE EM UMA COORTE DE IDOSOS BRASILEIROS 

4.1.1 Coorte estudada 

 

Todos os participantes (com 59 anos ou mais) eram independentes e 

selecionados no projeto interdisciplinar SABE (Saúde, Bem Estar e Envelhecimento - 

Saúde, Bem-Estar e Envelhecimento). O SABE foi coordenado pela Organização 

Pan-Americana da Saúde (OPAS / OMS) como uma pesquisa multicêntrica de 

saúde e bem-estar de pessoas idosas em sete centros urbanos do Caribe e da 

América Latina, incluindo São Paulo - Brasil. O projeto SABE foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Saúde Pública da Universidade de 

São Paulo (CAAE: 47683115.4.0000.5421, Revisão: 3.600.782). A coleta contém 

todos os conjuntos de dados genômicos de nível individual que concordaram em 

participar e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo 

CEP / CONEP (Comitês de Ética locais e nacionais). A aprovação da ética foi dada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Saúde Pública da Universidade 

de São Paulo, Brasil (número de protocolo 2015/12837 / 1.015.223). Desde então, 

esta coorte foi analisada em estudos genéticos (BRIDE et al., 2021; NASLAVSKY et 

al., 2017, 2020).  

 

4.1.2 Dados bioquímicos e antropométricos 

 

A coleta de dados foi realizada por equipe treinada e descrita em outro lugar 

(NASLAVSKY et al., 2020). Um questionário padronizado (C10) com foco na história 

médica, estilo de vida e características sociodemográficas foi coletado de todos os 

indivíduos. O C10, proposto pela Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), foi 

traduzido e adaptado para uso na coorte brasileira. O DM2, hipertensão e tabagismo 

foram autorreferidos. Todos os participantes foram submetidos à punção venosa de 

sangue para análises bioquímicas e genômicas. 

As seguintes variáveis demográficas e de saúde foram registradas: sexo, 

idade, pressão arterial sistólica (PAS) (mmHg), pressão arterial diastólica (PAD) 

(mmHg), colesterol HDL (mg / dL), colesterol LDL (mg / dL), total colesterol (TC) (mg 
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/ dL), triglicerídeo em jejum (TG) (mg / dL), glicose plasmática em jejum (FPG) (mg / 

dL), hemoglobina glicada (Hb1Ac) (%), proteína C reativa (hsCRP) ( mg / L), IMC (kg 

/ m²) e Circunferência da Cintura (CC) (cm). O peso e a altura foram medidos em 

balança portátil (Seca, Alemanha) e antropômetro (Harpenden, Inglaterra), 

respectivamente. A CC foi medida a meio caminho entre a margem inferior da última 

costela palpável e o topo da crista ilíaca usando uma fita métrica inelástica, com 

aproximação de 0,1 cm após a inspiração e expiração. O IMC foi calculado com o 

peso em quilogramas dividido pelo quadrado da altura em metros (kg / m2). 

Utilizando a classificação da OMS (WHO, [s.d.]), dividimos os indivíduos em 

grupos de acordo com os valores de IMC em sobrepeso / obesidade (≥25,0 kg / m2, 

excesso de peso) e peso normal (≤24,9 kg / m2). Após a exclusão dos indivíduos 

com dados incompletos ou que não realizaram o teste genético, foram incluídos no 

presente estudo 1.024 idosos. 

 

4.1.3 Sequenciamento de Nova Geração (NGS) e Seleção de Tag SNPs 

 

A extração do DNA, o sequenciamento do genoma completo e o controle de 

qualidade das variantes foram seguidos conforme descrito em outro lugar 

(NASLAVSKY et al., 2020). As frequências dos alelos foram depositadas no 

ABraOM - Arquivo Brasileiro Online de Mutações (Arquivo Online de Mutações 

Brasileiras, http://abraom.ib.usp.br). Usamos as ancestrais individuais europeias, 

africanas, americanas nativas e do leste asiático inferidas por Naslavsky et al. (2020) 

como covariáveis em nossos modelos.  

Filtramos SNPs localizados nas posições inicial e final de NOTCH1 mais 50-

Kb em ambos os lados, abrangendo Chr9: 136440101 a 136599978 da sequência 

de referência humana (GRCh38: NC_000009.12). Após a exclusão dos INDELs, 

primeiro retivemos SNPs com Freqüência Alélica Menor (MAF) ≥0,01 e em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (HWE) (P> 0,05). Em seguida, SNPs foram selecionados 

usando uma abordagem de tag SNP (algoritmo de tagging pairwise realizado com 

limiar de r2≥0,8) usando dados de genótipo HapMap (versão 28) no software 

Haploview 4.2 (BARRETT et al., 2005). Tag SNPs foram incluídos na análise de 

associação. As frequências de alelos e genótipos de SNPs associados foram 

comparadas com o projeto Allele Frequency Aggregator (ALFA) do banco de dados 

do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (PHAN et al., 2020). 
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4.1.4 Análises estatísticas 

 

As características dos indivíduos foram comparadas por meio de estatística 

descritiva. As variáveis categóricas foram apresentadas como frequências e 

porcentagens, N (%), e as variáveis contínuas foram expressas como mediana e 

valores extremos (mínimo e máximo) para dados não paramétricos. O teste de 

Kolmogorov-Smirnov para uma amostra foi usado para testar a normalidade da 

distribuição. As comparações entre indivíduos com sobrepeso/obesidade e 

eutróficos foram realizadas por meio do teste do qui-quadrado e do teste não 

paramétrico de Mann-Whitney. 

A análise de associação baseada em SNP foi realizada usando o pacote R 

―SNPassoc‖, sob diferentes modelos genéticos (codominante, dominante, recessivo, 

overdominant e log-aditivo) (GONZÁLEZ et al., 2007). A análise foi ajustada para 

idade, sexo e ancestralidade (Modelo 1) e para todas as variáveis de confusão 

(Modelo 2). Odds ratios (OR) e intervalos de confiança de 95% (IC) foram calculados 

por regressão logística multinomial. Blocos de haplótipos foram definidos com base 

em Gabriel et al. (2002) e gráficos de desequilíbrio de ligação (LD) foram gerados 

usando Haploview 4.2.31 As frequências de haplótipos foram estimadas pelo 

algoritmo Expectation - Maximization (algoritmo EM) usando o pacote estatístico R 

―HaploStats‖ (SCHAID et al., 2002). 

Adotamos significância de P<0,05 e correção de Bonferroni para 

comparações de testes múltiplos (P = 0,05 / N de SNPs de tag ou N de haplótipos 

testados) ou quando necessário. A análise estatística foi realizada no SPSS versão 

27.0 (IBM, Armonk, NY, EUA) e no ambiente computacional R versão 4.0.0 (R 

Development Core Team, 2020). 

 

4.1.5 Análises In Silico 

 

 
A anotação funcional dos SNPs associados foi obtida nos sites de previsão 

funcional: rVarBase (GUO et al., 2016), HaploReg (WARD; KELLIS, 2016), 

RegulomeDB (BOYLE et al., 2012), e portal Gtex (ARDLIE et al., 2015). O banco de 

dados rVarBase (versão 2.0 do rSNPBase) foi usado para descrever as 

características regulatórias do SNP na dimensão de estados de cromatina, 
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elementos regulatórios sobrepostos e genes alvo potenciais (GUO et al., 2016). 

HaploReg v4.1 (WARD; KELLIS, 2016) e RegulomeDB (BOYLE et al., 2012) foram 

usados para anotar os SNPs por mineração sistemática de dados comparativos, 

regulatórios e epigenômicos, com base no projeto Encyclopedia of DNA Elements 

(ENCODE). A pontuação RegulomeDB foi usada para identificar e comparar 

variantes regulatórias potenciais; pontuações mais baixas estão associadas a uma 

gama mais ampla de dados que sustentam a importância funcional. O portal GTEx 

(Genotype-Tissue Expression) (ARDLIE et al., 2015) foi usado para determinar a 

expressão significativa de loci de traços quantitativos (eQTL) para os SNPs 

associados. 

 

4.2 ARTIGO 2 – RESPOSTA INTEGRADA AO ESTRESSE EM LEUCEMIA 

LINFOCÍTICA CRÔNICA 

 
4.2.1 Fonte De Dados, Pré-Processamento e Análise Diferencial 

 

Os dados de expressão gênica foram obtidos do banco de dados público do 

Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia GEO (Barrett, T. et al., 2013) 

com o número de acesso GSE131114, GSE75122 e GSE92626. Neste estudo, 

selecionamos 52 amostras; incluindo 21 amostras de CLL com mutação de NOTCH1 

e 31 amostras de NOTCH1 WT CLL. Para manter a consistência ao longo do 

estudo, foram excluídas séries de amostras para ICN1 negativo ou mutações em 

outros genes. Dados de microarray normalizados foram transformados em log2 e 

fragmentos normalizados por quilobase de modelo de exon por milhão de leituras 

mapeadas (FPKM) contendo valores de dados de RNA-Seq foram transformados 

seguindo Mooney et al. (2013). Os dados RNA-Seq transformados foram 

combinados com conjuntos de dados de microarray com ID Entrez exclusivo. A 

função Combat do pacote SVA R (LEEK; JOHNSON, 2012) foi usada para ajustar os 

efeitos de lote conhecidos de conjuntos de dados combinados de diferentes GSEs. A 

análise do Rank Product foi usada para calcular os valores do Rank Product (RP) 

que foram baseados na mudança de dobra (FC) do rank usando o pacote RankProd 

R (Hong, 2006). A taxa de descoberta falsa (FDR) usando o método Benjamini-

Hochberg (BH) foi controlada em 0,01, abaixo da qual todos os genes foram 

extraídos representando listas de genes DE para cada comparação de dados de 
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microarray e RNA-Seq. Como o produto de classificação é um método baseado em 

classificação e os valores de FC eram heterogêneos, um valor de FC maior do que 1 

foi identificado como genes DE regulados positivamente e menos de 1 identificado 

como genes DE regulados negativamente. O teste de correlação de pares de logFC 

dos genes DE para as duas comparações dentro e entre as duas tecnologias foi 

realizado usando o teste de correlação de ―Spearman‖ na base R. 

 

4.2.2 Ontologia genética (GO) e análise de enriquecimento de vias 

 

Para realizar a análise funcional da lista de genes resultante com o Gene 

Ontology (GO), as anotações foram realizadas usando o pacote clusterProfiler do 

Bioconductor em R (Yu, G., Wang, L.-G., Han, Y. & He, Q .-Y., 2012). O 

enriquecimento funcional foi realizado para cada comparação contra as três 

categorias GO (BP, CC e MF). Genoma de anotação ampla, com base no 

mapeamento usando Entrez Gene Identifiers (―org.Hs.eg.db‖), o método do valor p 

ajustado foi Benjamini e Hochberg (BH), e os pontos de corte para os valores p e q 

foram definidos como 0,05 . Os termos GO redundantes foram eliminados usando a 

função ―simplificar‖ do pacote clusterProfiler. O último pacote também foi usado para 

visualizar algumas categorias e genes GO usando um gráfico de mapa de calor 

(heatplot) e uma rede circular (cnetplot). O enriquecimento da via da Enciclopédia de 

Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) também foi realizado. 

 

4.2.3 Análise de enriquecimento de conjunto de genes (GSEA) 

 

A análise de enriquecimento do conjunto de genes (GSEA) foi realizada 

usando o método pré-classificado na implementação GSEA Java. A lista de genes, 

organizada por escores z em ordem decrescente, foi usada como conjuntos de 

genes pré-classificados e convertidos para o formato de lista de classificação de 

acordo com Jung et al. (Jung et al., 2018). Genes Hallmark do banco de dados de 

assinaturas moleculares (MsigDB, http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb) 

foram usados como conjuntos de genes (Liberzon et al., 2015). 
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4.2.4 Isolamento de células de LLC 

 

Amostras de sangue periférico (PB) foram obtidas de pacientes com LLC não 

tratados. Todos os experimentos foram realizados de acordo com a Declaração de 

Helsinque e aprovados pelo Comitê de Revisão Institucional da Universidade de 

Perugia. As características do paciente são descritas na Tabela Suplementar S1. As 

células CLL foram isoladas de sangue total usando centrifugação em gradiente de 

densidade Ficoll seguida por rosetagem de eritrócitos de ovelha. Resumidamente, 

este procedimento permitiu a separação de células leucêmicas B não rosetadas 

altamente purificadas (93,8 ± 2,7% CD5+ / CD19+) de células T rosetadas. A pureza 

das células foi avaliada por análise de citometria de fluxo (EPICS-XLMCL; Beckman 

Coulter, Fullerton, CA) usando anticorpos monoclonais anti CD45, CD19, CD5, 

CD11b, CD3 (mAb) em 7AAD negativo (todos da Beckman Coulter). Os casos de 

LLC foram caracterizados quanto ao status mutacional IGHV, SF3B1 e MYD88, as 

principais anormalidades citogenéticas descritas (DÖHNER et al., 2000; GHIA et al., 

2007; PATNAIK et al., 2012). 

 

4.2.5 Status mutacional de NOTCH1 

 

A carga alélica de NOTCH1 em células de LLC foi determinada por PCR 

específico de alelo (AS-PCR) e PCR digital (ddPCR) conforme descrito 

anteriormente (DI IANNI et al., 2018). 

 

4.2.6 Cultura de células e tratamento com a curcumina 

 

Células de LLC colhidas a fresco ou congeladas de forma viável foram 

ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% ou 20% de soro humano 

inativado por calor (FBS, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), L-glutamina 2mM e 

100U / ml penicilina / 100μg / ml estreptomicina a 37 ° C em atmosfera umidificada 

de 5% de CO2. Para ativar especificamente a sinalização de NOTCH1, 2x106 

células / ml foram tratadas com EDTA 0,5 mM por 1 h. As células de LLC foram 

tratadas com veículo (dimetilsulfóxido) ou curcumina (Sigma-Aldrich) adicionado 

diretamente ao meio em diferentes momentos. 
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4.2.7 Análise de citometria de fluxo 

 

As células apoptóticas foram enumeradas por citometria de fluxo em um 

analisador FACSCalibur (BD Biosciences) após coloração com Anexina-V-APC / 

Iodeto de Propídio (Immunotech, Beckman Coulter) realizada de acordo com as 

instruções do fabricante. Os resultados foram expressos como a porcentagem de 

células viáveis (AnV- / PI-) ou apoptóticas (An + / PI- ou AnV + / PI +) em relação ao 

controle tratado com veículo. A medição do fluxo de Ca2+ foi realizada usando o kit 

de ensaio de cálcio Fluo-4 DirectTM (Life technologies, Thermo Scientific, Eugene, 

Oregon, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. A análise dos dados foi realizada 

com o software FlowJo versão 10 (FlowJo, LLC, Ashland, OR, EUA). 

 

4.2.8 Western blotting 

 

A análise de Western blot foi conduzida com protocolos previamente 

relatados. Em resumo, em cada ponto de tempo, as células foram coletadas e 

lavadas com PBS. As proteínas de células inteiras foram extraídas por tampão de 

lise RIPA frio contendo coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich). A 

concentração de proteína foi determinada pelo ensaio de Bradford e fracionada por 

SDS-PAGE e eletrotransferida para uma membrana de nitrocelulose (Millipore). Os 

blots foram bloqueados e incubados com anticorpos primários durante a noite a 4ºC, 

e então visualizados com substrato quimioluminescente Supersignal (Thermo Fisher 

Scientific) em filme de raios-X. A quantificação densitométrica da intensidade do 

sinal em relação ao controle de carregamento GAPDH foi realizada usando o 

software Quantity One. 

 

4.2.9 Reação em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR) 

 

O RNA total foi extraído das células usando RNeasy Micro Kit® (Qiagen, 

Hilden, Alemanha). Um kit PrimeScript ™ RT Master Mix (Takara Biotechnology Co., 

Ltd.) foi usado para sintetizar cDNA conforme as instruções do fabricante e RT-PCR 

foi realizado com PCR Master Mix Power SYBER Green (Applied Biosystem, 

Warrington, Reino Unido) usando o 7900HT fast Sistema PCR em tempo real 
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(Biossistema Aplicado). Os níveis de expressão relativa do mRNA foram calculados 

usando o método 2 − ΔΔCq e normalizados para GAPDH. 

 

4.2.10 Modelo de mouse Eu-TCL1 

 

Os camundongos foram mantidos em condições específicas livres de 

patógenos e os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado 

pelo Comitê Universitário para o Cuidado Ético e Uso de Animais em Experimentos. 

Camundongos Eµ-TCL1 mais velhos (8 meses de idade, CD5+ / CD19+ (%) periférico 

= 5 ± 3,25) com alta carga de CLL no sangue periférico foram identificados 

examinando a porcentagem de células CLL em PBMCs. Estes camundongos foram 

tratados diariamente por 8 semanas com curcumina (50 mg / kg) administrada 

diariamente por injeção intra-peritoneal. O grupo de controle recebeu i.p. injeções 

com óleo de milho (Sigma-Aldrich), usado como veículo. O desenvolvimento de LLC 

foi seguido por hemograma completo e medições de citometria de fluxo no sangue 

periférico com sangramentos mensais. No sacrifício, o peso do rato e o tamanho do 

baço foram medidos. Sangue periférico, medula óssea, baço, fígado e gânglios 

linfáticos foram analisados por citometria de fluxo. Os lisados do baço e da medula 

óssea foram analisados em western blotting. O baço inteiro do veículo e dos 

camundongos tratados foi injetado em camundongos C57BL / 6 imunocompetentes 

e eles foram monitorados para CD5+ / CD19+ (%) periférico por citometria de fluxo e 

taxa de sobrevivência. A sobrevivência geral dos animais foi estimada pela análise 

de Kaplan-Meier. 

 

4.2.11 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com GraphPad Software (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados são apresentados como média ± DP e 

as diferenças estatísticas entre os valores médios foram avaliadas usando testes 

não paramétricos como Wilcoxon para dados pareados e Mann-Whitney para dados 

não pareados. Os resultados foram indicados como significativos e marcados da 

seguinte forma: * P ≤ 0,05; ** P ≤ 0,01; *** P ≤ 0,001. 
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5    RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1 ARTIGO SUBMETIDO: Associação de variantes genéticas em NOTCH1 com 

sobrepeso e obesidade em uma coorte de idosos brasileiros 

 

Artigo referente ao estudo de associação de tag SNPs e haplótipos do gene 

NOTCH1 com sobrepeso e obesidade na coorte de idosos do projeto SABE. O 

referido artigo está foi submetido para a revista Diabetes, Metabolic Syndrome and 

Obesity: Targets and Therapy (Qualis A1 - Biotecnologia), tendo o estudante de 

doutorado Estevão Carlos Silva Barcelos como primeiro autor. Segue a partir da 

próxima página o artigo na íntegra juntamente com material suplementar. 
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RESUMO 

Introdução: O sobrepeso e a obesidade são distúrbios comuns que envolvem fatores 

genéticos e ambientais, associados a doenças cardiovasculares, diabetes tipo 2 e 

outros. NOTCH1 é fundamental para a manutenção de células-tronco e tecidos 

adultos, sendo relatado como um jogador-chave na adipogênese. 

Objetivo: Investigamos se os polimorfismos de nucleotídeo único NOTCH1 (SNPs) 

estão associados ao sobrepeso / obesidade em uma coorte brasileira. Dados 

antropométricos, bioquímicos, histórico médico e estilo de vida foram coletados. 

Métodos: Foram analisados dados de sequenciamento de 1.024 indivíduos (com 

idade entre 59 e 99 anos): 424 apresentavam sobrepeso, 320 obesidade e 280 eram 

eutróficos. Analisamos cento e sessenta e um tag SNPs abrangendo todo o gene 

NOTCH1 e fronteiras através da abordagem de marcação SNP (frequência de alelo 

menor≥0,01 e desequilíbrio de ligação em pares r2≥0,8). 

Resultados: Observamos associação do SNP rs9411207 com o risco de sobrepeso / 

obesidade, sob o modelo aditivo, e a distribuição dos genótipos mostrou aumento da 

frequência de TT homozigoto (OR = 1,50, IC 95%: 1,20-1,88; P = 0,0002) O 
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haplótipo GAT construído a partir deste e de outros SNPs em alto Linkage 

Disequilibrium foi mais frequente em indivíduos com sobrepeso / obesidade (P = 

0,003). A análise In silico sugeriu que esses SNPs provavelmente afetam a 

transcrição de NOTCH1 e outros genes. 

Conclusão e perspectivas: Este é o primeiro estudo relatando associação entre 

SNPs de NOTCH1 e risco de sobrepeso / obesidade. Considerando a possibilidade 

de modulação NOTCH1, estudos populacionais adicionais são necessários para 

replicar esses resultados e confirmar a utilidade desses genótipos de risco para 

novas estratégias terapêuticas. 

Palavras-chave: Idoso, Haplótipo, gene NOTCH1, Peso excessivo, Polimorfismo de 

nucleotídeo único 

INTRODUÇÃO 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a frequência de pessoas com 

Índice de Massa Corporal (IMC) elevado está aumentando rapidamente em todo o 

mundo (KALISH, 2016; SARMA; SOCKALINGAM; DASH, 2021). A obesidade deve 

afetar 50-60% da população adulta até 2050 (AGHA; AGHA, 2017). Paralelamente a 

esse aumento, cresce a proporção da população acima de 65 anos e, 

consequentemente, a alta prevalência de obesos e idosos (DHANA et al., 2016). 

Essas condições estão associadas a um maior risco de doenças cardiovasculares, 

diabetes tipo 2 (T2D) e muitas outras condições crônicas (POWELL-WILEY et al., 

2021). 

O sobrepeso e a obesidade (excesso de peso) consistem em um distúrbio 

multifatorial caracterizado por células de gordura anormais ou excessivas em 

depósitos específicos no corpo. O tecido adiposo é composto por tecido adiposo 

branco (WAT) e tecido adiposo marrom (BAT). O WAT armazena o excesso de 

energia como triglicerídeos; O BAT é especializado em termogênese e recentemente 

apontado como um regulador do metabolismo sistêmico (YUKO; SAITO, 2021). Além 

disso, os adipócitos bege, uma subpopulação de progenitores no WAT, têm uma 

capacidade termogênica altamente induzível mediante estimulação (WU et al., 

2012). 
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O sobrepeso e a obesidade são geneticamente complexos resultantes da interação 

entre um perfil genético de risco e fatores ambientais (GHOSH; BOUCHARD, 2017). 

O componente genético da obesidade é responsável por 40% a 50% da 

variabilidade no status do peso corporal, mas varia entre as classes de IMC, sendo 

menor entre indivíduos com peso normal (~30%) e maior em indivíduos com 

obesidade leve a grave (60% -80%). Dois terços da herdabilidade do IMC podem ser 

atribuídos a variantes comuns de DNA, enquanto as variantes raras e de baixa 

frequência explicam a fração restante (BOUCHARD, 2021). Os alelos promotores da 

obesidade exercem efeitos mínimos em indivíduos com peso normal, mas podem ter 

maior penetrância em indivíduos com tendência à obesidade (BOUCHARD, 2021). 

Muitos estudos de associação do genoma (GWAS) detectaram polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNP) associados a IMC elevado, por exemplo, aqueles dentro do 

gene FTO (SCUTERI et al., 2007; TM et al., 2007). No entanto, uma das principais 

preocupações é que GWAS acabará por implicar todo o genoma na predisposição 

de doenças e que a maioria dos sinais de associação refletem variantes e genes 

sem relevância biológica direta para doenças e características (TAM et al., 2019). 

Neste contexto, a abordagem do gene candidato oferece a possibilidade de 

priorizando genes e vias altamente relevantes, aumentando o poder estatístico para 

detectar diferenças (ALGHAMDI; PADMANABHAN, 2014). 

A sinalização NOTCH é uma via conservada que regula a proliferação celular, 

diferenciação, potencial de autorrenovação, apoptose, resposta inflamatória e 

decisões de destino celular (PAKVASA et al., 2021; PERDIGOTO; BARDIN, 2013). 

Esta via complexa envolve quatro receptores NOTCH. codificado por genes 

NOTCH1-4 e cinco ligantes das famílias Jagged / Delta-like (Jagged1/2, Dll1/3/4) 

(MATSUNO, 2020). NOTCH1 foi destacado em experimentos in vitro e em 

camundongos como um regulador do metabolismo, diferenciação de adipócitos, 

adipogênese e escurecimento dos adipócitos. Além disso, camundongos mutantes 

NOTCH1 são resistentes à obesidade induzida por dieta rica em gordura 

(BARTOLOME et al., 2019; BI et al., 2014; LIU; LOGAN; NEWMAN, 2020). 

O gene NOTCH1 (9q34) é composto por 34 exons e expresso em células-tronco e 

na maioria dos tecidos adultos. Modificações crípticas na mesma localização 

genômica são conhecidas por causar obesidade e síndromes de retardo mental 
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(CORMIER-DAIRE et al., 2003; D'ANGELO et al., 2018; GAWLIK-KUKLINSKA et al., 

2007). Os SNPs de NOTCH1 foram identificados em malformações cardiovasculares 

(PILEGGI et al., 2019), condições de estresse no início da vida (STEINE et al., 

2016), susceptibilidade a doenças de estilo de vida (DING et al., 2018) e câncer 

(SHAH et al., 2020), mas sobrepeso e obesidade não foram explorados. Assim, 

considerando as evidências experimentais acima de envolvimento de NOTCH1 no 

metabolismo e adipogênese, hipotetizamos que variações genéticas em NOTCH1 

estão associadas ao fenótipo de peso excessivo. Portanto, nosso principal objetivo é 

verificar se as variações genéticas no NOTCH1 estão associadas ao sobrepeso 

/obesidade e características relacionadas. 

METÓDOS 

Coorte de estudo 

Todos as amostras dos participantes (com 59 anos ou mais) eram independentes e 

selecionadas pelo projeto interdisciplinar SABE (Saúde, Bem Estar e 

Envelhecimento - Saúde, Bem-Estar e Envelhecimento). O SABE foi coordenado 

pela Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS / OMS) como uma pesquisa 

multicêntrica de saúde e bem-estar de idosos em sete centros urbanos do Caribe e 

da América Latina, incluindo São Paulo - Brasil. O projeto SABE foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Saúde Pública da Universidade de 

São Paulo (CAAE: 47683115.4.0000.5421, Revisão: 3.600.782). A coleta contém 

todos os conjuntos de dados genômicos de nível individual que concordaram em 

participar e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo 

CEP / CONEP (Comitês de Ética locais e nacionais). A aprovação da ética foi dada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Saúde Pública da Universidade 

de São Paulo, Brasil (número de protocolo 2015/12837 / 1.015.223). Desde então, 

esta coorte foi analisada em estudos genéticos (BRIDE et al., 2021; NASLAVSKY et 

al., 2017, 2020). 

Coleção de dados 

A coleta de dados foi realizada por equipe treinada e descrita em outro local 

(NASLAVSKY et al., 2020). Um questionário padronizado (C10) com foco na história 

médica, estilo de vida e características sociodemográficas foi coletado de todos os 
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indivíduos. O C10, proposto pela Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), foi 

traduzido e adaptado para uso na coorte brasileira. O DM2, hipertensão e tabagismo 

foram autorreferidos. Todos os participantes foram submetidos à punção venosa de 

sangue para análises bioquímicas e genômicas. 

As seguintes variáveis demográficas e de saúde foram registradas: sexo, idade, 

pressão arterial sistólica (PAS) (mmHg), pressão arterial diastólica (PAD) (mmHg), 

colesterol HDL (mg / dL), colesterol LDL (mg / dL), total colesterol (CT) (mg / dL), 

triglicerídeo em jejum (TG) (mg / dL), glicose plasmática em jejum (FPG) (mg / dL), 

hemoglobina glicada (Hb1Ac) (%), proteína C reativa (hsCRP) ( mg / L), IMC (kg / 

m²) e Circunferência da Cintura (CC) (cm). O peso e a altura foram medidos em 

balança portátil (Seca, Alemanha) e antropômetro (Harpenden, Inglaterra), 

respectivamente. A CC foi medida a meio caminho entre a margem inferior da última 

costela palpável e o topo da crista ilíaca usando uma fita métrica inelástica, com 

aproximação de 0,1 cm após a inspiração e expiração. O IMC foi calculado com o 

peso em quilogramas dividido pelo quadrado da altura em metros (kg / m2). 

Usando a classificação da OMS, (―Obesity and overweight‖, 2021) dividimos os 

indivíduos em grupos de acordo com os valores de IMC em sobrepeso / obesidade 

(≥25,0 kg / m2, excesso de peso) e peso normal (≤24,9 kg / m2). Após a exclusão 

dos indivíduos com dados incompletos ou que não realizaram o teste genético, um 

total de 1.024 idosos foram incluídos no presente estudo. 

Dados de sequenciamento de próxima geração e seleção de tag SNPs 

Extração de DNA, sequenciamento do genoma completo e controle de qualidade de 

variantes foram seguidos conforme descrito em outro lugar (NASLAVSKY et al., 

2020). As frequências alélicas foram depositadas no ABraOM - Arquivo Brasileiro 

Online de Mutações (Arquivo Online de Mutações Brasileiras, http: // abraom 

.ib.usp.br). Usamos as ancestrais individuais europeias, africanas, americanas 

nativas e do leste asiático inferidas por Naslavsky et al. (2020) como covariáveis em 

nossos modelos. Filtramos SNPs localizados nas posições inicial e final de NOTCH1 

mais 50-Kb em ambos os lados, abrangendo Chr9: 136440101 a 136599978 da 

sequência de referência humana (GRCh38: NC_000009.12). Após a exclusão dos 

INDELs, primeiro retivemos SNPs com Freqüência Alélica Menor (MAF) ≥0,01 e em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) (P> 0,05). Em seguida, os SNPs foram 
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selecionados usando uma abordagem de tag SNP (algoritmo de tagging pairwise 

realizado com limiar de r2≥0,8) usando dados de genótipo HapMap (versão 28) no 

software Haploview 4.2. (BARRETT et al., 2005) Tag SNPs foram incluídos na 

associação análise. As frequências de alelos e genótipos de SNPs associados foram 

comparadas com o projeto Allele Frequency Aggregator (ALFA) do banco de dados 

do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (PHAN et al., 2020). 

Análise estatística 

As características dos indivíduos foram comparadas por meio de estatística 

descritiva. As variáveis categóricas foram apresentadas como frequências e 

porcentagens, N (%), e as variáveis contínuas foram expressas como mediana e 

valores extremos (mínimo e máximo) para dados não paramétricos. O teste de 

Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar a normalidade da distribuição. As 

comparações entre indivíduos com sobrepeso / obesidade e peso normal foram 

realizadas por meio do teste do qui-quadrado e do teste não paramétrico de Mann-

Whitney. 

A análise de associação baseada em SNP foi realizada usando o pacote R 

―SNPassoc‖, sob diferentes modelos genéticos (codominante, dominante, recessivo, 

overdominante e log-aditivo) (GONZÁLEZ et al., 2007). A análise foi ajustada para 

idade, sexo e ancestralidade (Modelo 1) e para todas as variáveis de confusão 

(Modelo 2). Odds ratios (OR) e intervalos de confiança de 95% (IC) foram calculados 

por regressão logística multinomial. Blocos de haplótipos foram definidos com base 

em Gabriel et al (GABRIEL et al., 2002) e gráficos de desequilíbrio de ligação (LD) 

foram gerados usando Haploview 4.2 (BARRETT et al., 2005). As frequências de 

haplótipos foram estimadas pelo algoritmo de Expectativa - Maximização (algoritmo 

EM ) usando o pacote estatístico R ―HaploStats‖ (SCHAID et al., 2002). 

Adotamos significância de P<0,05 e correção de Bonferroni para comparações de 

testes múltiplos (P=0,05 / N de tag SNPs ou N de haplótipos testados) ou quando 

necessário. A análise estatística foi realizada no SPSS versão 27.0 (IBM, Armonk, 

NY, EUA) e no ambiente computacional R versão 4.0.0 (R Development Core Team, 

2020). 
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Análise funcional In silico 

A anotação funcional dos SNPs associados foi obtida nos sites de previsão 

funcional: rVarBase, (GUO et al., 2016) HaploReg, (WARD; KELLIS, 2016) 

RegulomeDB, (BOYLE et al., 2012) e portal Gtex (ARDLIE et al., 2015). O banco de 

dados rVarBase (versão 2.0 de rSNPBase) foi usado para descrever as 

características regulatórias do SNP na dimensão dos estados de cromatina, 

elementos regulatórios sobrepostos e genes alvo potenciais (GUO et al., 2016). 

HaploReg v4.1 (WARD; KELLIS, 2016) e RegulomeDB (BOYLE et al., 2012) foram 

usados para anotar os SNPs por mineração sistemática de dados comparativos, 

regulatórios e epigenômicos, com base no projeto Encyclopedia of DNA Elements 

(ENCODE). A pontuação RegulomeDB foi usada para identificar e comparar 

variantes regulatórias potenciais; pontuações mais baixas estão associadas a uma 

gama mais ampla de dados que sustentam a importância funcional. O portal GTEx 

(Genotype-Tissue Expression) (ARDLIE et al., 2015) foi usado para determinar a 

expressão significativa de loci de traços quantitativos (eQTL) para os SNPs 

associados. 

RESULTADOS 

 

Coorte de estudo 

Do total de indivíduos com dados de fenótipo e genótipo (N = 1.024), 424 

apresentavam sobrepeso (41,4%), 320 obesidade (31,25%) e 280 eram eutróficos 

(27,34%). A mediana de idade foi de 71,31 anos (variação de 59 a 99 anos) e 

64,28% eram mulheres. As características clínicas, antropométricas e 

sociodemográficas dos indivíduos, bem como as frequências de ancestrais 

europeus, africanos, nativos e asiáticos, foram apresentadas na Tabela 1. Indivíduos 

com sobrepeso / obesidade apresentaram valores aumentados de PAD e 

prevalência de hipertensão, mesmo como FPG, Hb1Ac, hsCRP, níveis de TG, em 

comparação com o peso normal (P<0,001). Níveis diminuídos de colesterol HDL 

foram observados em indivíduos com sobrepeso / obesidade (P<0,001). O 

sobrepeso / obesidade foi menos frequente em indivíduos fumantes (P<0,001) e ex-

fumantes (P<0,05). 
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Tabela 1 – Características clínicas, antropométricas e sócio-demográficas da coorte SABE 

Variáveis  Todos os indivíduos Peso normal Sobrepeso/Obesidade P-valor 

N  1024 280 (27.34%) 744 (72.65%) ─ 
Homens/Mulheres(%) 365(35.71%)/657(64.28%) 115(41.21%)/164(58.78%) 250(33.64%)/493(66.35%) 0.024 
Idade (anos) 71.31(59-99) 74.36(60-99) 68.97(59-98) <0.001 
Freq. Ancestralidade 

      Européia 72.53% 72.08% 72.69% 0.79 
  Africana 17.89% 16.13% 18.55% 0.04 
  Asiática 2.80% 5.26% 1.88% 0.22 
  Nativo-americana 6.75% 6.49% 6.85% 0.82 
IMC (kg/m

2
) 27.45(15.13-53.61) 22.83(15.13-25) 29.2(25.01-53.61) <0.001 

CC (cm) 94(62-142) 82(64-99) 98(62-142) <0.001 
Hipertensão (%) 702(68.55%) 167(59.64%) 535(71.9%) <0.001 
PAS (mmHg) 138(88-250) 135(88-242) 138.5(91-250) 0.13 
PAD (mmHg) 79(49-125) 76(50-117) 80(49-125) <0.001 
HDL (mg/dl) 48(19-133) 52(20-124) 46(19-133) <0.001 
LDL (mg/dl) 126(28-299) 126(41-226) 125(28-299) 0.89 
CT (mg/dl) 204(86-388) 204(89-321) 204(86-388) 0.94 
TG (mg/dl) 115(25-1283) 101(25-436) 121.5(34-1283) <0.001 
T2D (%) 259 (25.29%) 53 (18.92%) 206 (27.68%) 0.004 
FPG (mg/dl) 88(80-102) 85(78-95) 90(82-105.8) <0.001 
Hb1Ac (%) 5.8(4.8-13.7) 5.7(4.9-13.6) 5.8(4.8-13.7) <0.001 
hsCRP (mg/L) 2.34(0.14-141) 1.43(0.14-61.5) 2.83(0.14-141) <0.001 
Ex/fumante atual 375(36.62%)/121(11.81%) 110(39.28%)/52(18.57%) 265(35.61%)/69(9.27%) <0.001 

Resultados são apresentados como medianas e valores extremos (mínimo e máximo). P-valores indicam diferenças entre indivíduos com peso normal (IMC < 25Kg/m2) e sobrepeso/obesidade (IMC ≥ 25kg/m2) de acordo com o teste de Mann-

Whitney para variáveis não-paramétricas e o teste do qui-quadrado para as variáveis sexo e fumo. Frequencias de ancestralidade foram expressas como porcentagens dos valores médios. Números em negrito mostram valores com significância 

estatística (P < 0,05). Abreviações: IMC, Indice de massa corpórea; CC, Circunferência da cintura; PAS, Pressão Arterial Sistólica; PAD, Pressão Arterial Diastólica; HDL, Lipoproteína de alta densidade; LD,: Lipoproteína de baixa densidade; CT, 

Colesterol total; TG, triglicerídeos; T2D, Diabetes tipo 2; FPG: Glicose em jejum; Hb1Ac: Hemoglobina glicada; hsCRP: Proteína C reativa. 
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Associação de SNPs individuais com sobrepeso / obesidade 

 

De um total de 3816 SNPs na região e bordas de NOTCH1 (SEC16A, C9orf163 e 

NALT1), 566 eram pouco frequentes ou comuns, dos quais 453 se encontravam em 

HWE. Destes, 161 tag SNPs foram incluídos na análise de associação (Tabela 1 

suplementar). Após ajuste para idade, sexo e ancestralidade (Modelo 1), 

observamos associação entre o SNP rs9411207 e sobrepeso / obesidade. Usando o 

Critério de Informação de Akaike, o modelo aditivo para este SNP melhor se ajusta 

aos dados (OR = 1,49; IC 95% = 1,21-1,85; P = 0,0002), sobrevivendo à correção de 

Bonferroni [P ≤0,0003 (0,05 / 161)]. Observamos também, no modelo aditivo, uma 

associação sugestiva entre os SNPs rs2229971 (OR = 1,46; IC 95% = 1,17-1,81; P = 

0,0005), rs11574891 (OR = 1,43; IC 95% = 1,15-1,77; P = 0,0012), rs3125005 (OR = 

1,36; IC 95% = 1,10-1,67; P = 0,0038), rs3812604 (OR = 1,35; IC 95% = 1,10-1,65; 

P = 0,0041) e sobrepeso / obesidade (Tabela suplementar 2). 

Todos esses SNPs foram encontrados no gene NOTCH1. A frequência mundial para 

o alelo T de rs9411207 está em torno de 0,35 (projeto ALFA), e em nossa coorte 

variou de 0,36 a 0,43 entre os grupos. Outras variantes analisadas também 

apresentaram frequências semelhantes ao projeto ALFA (Tabela Suplementar 3). A 

distribuição dos genótipos para rs9411207 variou para ancestrais, LDL e FPG. Entre 

os SNPs marginalmente associados, a distribuição dos genótipos também diferiu de 

acordo com as variáveis (Tabela Suplementar 4). Em relação à antropometria, o 

genótipo AA de rs11574891 apresentou maiores valores para IMC (P = 0,0186) e CC 

(P = 0,0395), enquanto em ambos rs3125005 e rs3812604, os genótipos GG 

apresentaram valores de IMC aumentados (P <0,0001). Com relação às variáveis 

metabólicas, os genótipos rs3125005 diferiram nos níveis de colesterol LDL; com 

exceção do rs11574891, todos os SNPs variaram para os níveis de FPG e os 

genótipos rs2229971, rs3125005 e rs3812604 para Hb1Ac. Além disso, rs3125005 e 

rs3812604 apresentaram variação para hipertensão (P = 0,0168) e PAS (P = 

0,0307), respectivamente. 

Considerando que os genótipos diferiram em relação à ancestralidade e acima das 

variáveis clínicas, foi realizada uma regressão logística multinomial. Conforme 

mostrado na Tabela 2, após o ajuste para todas as variáveis de confusão no Modelo 

2 (idade, gênero, ancestralidade, HDL, TG, hsCRP, Hb1Ac e hipertensão), o 

genótipo TT de rs9411207 permaneceu associado com sobrepeso / obesidade (OR 
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= 1,50, 95 % CI = 1,20-1,88; P = 0,0002) (Tabela suplementar 5). Também incluímos 

o rs3124603 nos SNPs associados sugestivos, que têm uma significância 

aumentada no Modelo 2 e têm um LD moderado com rs9411207 (Figura 1). Neste 

último modelo, a inclusão da variável ―fumo‖ não alterou a associação para 

rs9411207 (OR = 1,51, IC 95% = 1,20-1,89; P = 0,0003) (Tabela Complementar 6).
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Tabela 2. Associações de SNPs de NOTCH1 com sobrepeso / obesidade sob o modelo aditivo ajustado para variáveis de confusão (Modelo 1 e 2) 

SNP  
(consequência) 

Genótipos 
 

Peso normal  
N(%) Sobrepeso/Obesidade N(%) 

OR (95% IC)  
M1 

P-valor  
M1 

OR (95% IC)  
M2 

P-valor  
M2 

rs9411207 
       (intrônico) CC 116(41.6%) 244(32.8%) 

    
 

CT 124(44.4%) 353(47.5%) 
    

 
TT 39(14%) 146(19.7%) 1.49 (1.21-1.85) 0.0002 1.50 (1.20-1.88) 0.0002 

rs2229971 
       (sinônimo) AA 127(45.5%) 266(35.8%) 

    
 

AG 114(40.9%) 347(46.8%) 
    

 
GG 38(13.6%) 129(17.4%) 1.46 (1.17-1.81) 0.0005 1.44 (1.15-1.81) 0.0013 

rs11574891 
       (intrônico) GG 137(48.9%) 304(40.9%) 

    
 

GA 123(43.9%) 335(45.0%) 
    

 
AA 20(7.1%) 105(14.1%) 1.43(1.15-1.77) 0.0012 1.41 (1.12-1.77) 0.0026 

rs3125005 
       (intrônico) AA 46(16.5%) 93(12.5%) 

    
 

AG 132(47.3%) 318(42.8%) 
    

 
GG 101(36.2%) 332(44.7%) 1.36 (1.10-1.67) 0.0038 1.35 (1.09-1.69) 0.0065 

rs3812604 
       (intrônico) AA 82(29.4%) 168(22.6%) 

    
 

GA 133(47.7%) 352(47.4%) 
    

 
GG 64(22.9%) 222(29.9%) 1.35 (1.10-1.65) 0.0041 1.38 (1.12-1.71) 0.0028 

rs3124603 
       (intrônico) TT 109(38.92%) 249(33.46%) 

    
 

TC 122(43.57%) 346(46.50%) 
    

 
CC 49(17.50%) 149(20.02%) 1.32 (1.07-1.63) 0.01 1.36 (1.09-1.69) 0.0068 

IC: intervalo de confiança; OR: Odds Ratio. Modelo 1 (M1): Ajustado para idade, gênero e ancestralidade; Modelo 2 (M2): Ajustado para idade, sexo, ancestralidade, HDL, triglicerídeos, hsCRP e hemoglobina glicada. 
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Estrutura LD e análise de haplótipos 

Conforme demonstrado na figura 1, o rs9411207 mostrou LD alto com rs2229971 (D 

’= 0,93 e r2 = 0,79) e rs11574891 (D’ = 0,99 e r2 = 0,74). Nós investigamos o efeito 

da associação combinada desses SNPs em uma análise de haplótipos. 

Considerando todos os haplótipos possíveis, sete haplótipos foram identificados 

(Tabela Suplementar 7). Destes, três tiveram uma frequência acima de 5% e o 

haplótipo GAT, envolvendo alelos de risco, foi mais frequente no sobrepeso / 

obesidade (32,30%) do que no peso normal (25,66%) (OR = 1,42; IC 95% = 1,14-

1,78, P = 0,003) (Tabela 3). 

 

Figura 1. Gráfico de associação regional do gene NOTCH1 com sobrepeso / obesidade. –Log 10 (P-

valor) é mostrado no painel superior, e o círculo branco representa o SNP rs9411207 associado e os 

círculos pretos os SNPs marginalmente associados. A dimensão dos círculos pretos é diretamente 

proporcional ao LD (r
2
) com rs9411207. A linha tracejada representa o P-valor da correção de 

Bonferroni e a linha pontilhada o valor P nominal. No meio, as linhas verticais tracejadas indicam a 

posição dos SNPs associados na estrutura LD. Os blocos de LD foram mostrados em triângulos 

pretos, representando LD alto. No painel inferior, mostramos a estrutura genômica. O mapa LD foi 

criado usando o software HaploView. 
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Tabela 3. Análise de haplótipo dos tag SNPs de NOTCH1, sob o modelo aditivo 

no rs2229971 rs11574891 rs9411207 
Peso 

normal Sobrepeso/Obesidade 
Odds Ratio (95% 

IC) 
P-

valor 

1 A G C 62.45% 54.97% 1 ─ 

2 G G T 7.14% 6.79% 1.08(0.76-1.54) 0.80 

3 G A T 25.66% 32.30% 1.42(1.14-1.78) 0.003 

 

Análise funcional In silico 

A rVarBase previu que rs9411207, rs2229971, rs11574891, rs3125005, rs3812604 e 

rs3124603 estavam localizados em uma região que pode regular os elementos 

distais e ligados à proteína de RNA. Este banco de dados sugere que esses SNPs 

interagem com NOTCH1, AGPAT2, C9orf163, NALT1 e os microRNAs miR4673 e 

miR4674, ambos originados da sequência do gene NOTCH1. Esses SNPs estão 

localizados na região interativa da cromatina com função de transcrição forte 

predominante em vários tipos de células, incluindo células-tronco mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo e núcleos adiposos (Tabela 4). O rs9411207 tem uma 

pontuação Regulome DB de 3a, e os SNPs rs11574891 e rs3125005 de 2b, 

prevendo seu papel como susceptível de afetar o nível de expressão do gene. Além 

disso, esta região é um sítio de ligação para RFX1, um regulador transcricional. O 

banco de dados HaploReg destacou ainda mais esses SNPs como marcadores de 

histonas no cérebro e tecidos musculares. Destes, apenas o SNP rs2229971 é 

susceptível de influenciar o aumento das marcadores de histonas em núcleos de 

gordura adiposa. Usando o portal GTEx, encontramos atividade eQTL significativa 

para o SNP rs3125005 relacionado a CARD9 no tecido do pâncreas e SEC16A no 

estômago, para o SNP rs3812604 relacionado a SDCCAG3 no tecido adiposo 

subcutâneo e para rs3124603 relacionado a NALT1 no sangue total e outros tecidos. 
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Tabela 4. Análise funcional In silico dos tag SNPs de NOTCH1 

SNP Estado da cromatina Genes de interação 
Regulome 

Db 
Marcadores de histona 

(enhancer) Gtex (eQTL) 

rs9411207 ↑ (ADMSC; AN) 
NOTCH1; AGPAT2; C9orf163; NALT1; MIR4673; 

MIR4674 3a CRB, MUS and 5 tecidos ─ 

rs2229971 
Enhancer (AN) and ↑ 

(ADMSC) 
NOTCH1; AGPAT2; C9orf163; NALT1; MIR4673; 

MIR4674 4 
AN, CRB, MUS and 8 

tecidos ─ 

rs11574891 ↑ (ADMSC; AN) 
NOTCH1; AGPAT2; C9orf163; NALT1; MIR4673; 

MIR4674 2b CRB, MUS and 5 tecidos ─ 

rs3125005 ↑ (ADMSC; AN) 
NOTCH1; AGPAT2; C9orf163; NALT1; MIR4673; 

MIR4674 2b CRB, MUS and 5 tecidos 
Pancreas, Estômago 

and WB 

rs3812604 ↑ (AN) and ↓ (ADMSC) C9orf163; NOTCH1 4 2 tecidos Subcutâneo adiposo 

rs3124603 ↑ (AN) and ↓ (ADMSC) NOTCH1; NALT1; MIR4673; MIR4674 2b CRB and 5 tecidos WB and 3 tecidos 

Os dados são derivados de rvarBase (https://rv.psych.ac.cn), RegulomeDB (https://www.regulomedb.org), HaploReg v4 (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg .php) e portal Gtex (https://www.gtexportal.org). Abreviaturas: ADMSC, 

Cultura de células-tronco adiposas derivadas de células mesenquimais; AN, Núcleos Adiposos; CRB, Cérebro; MUS, músculo esquelético; WB, sangue total. ↑ significa transcrição forte e ↓ significa transcrição fraca. 
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DISCUSSÃO 

A via NOTCH conservada evolutiva emergiu como um regulador do 

metabolismo em estudos in vitro e em camundongos. (BARTOLOME et al., 2019; BI 

et al., 2014a; BOUCHER et al., 2020; LIU; LOGAN; NEWMAN, 2020) Com base 

nisso, avaliamos a associação genética de SNPs no gene NOTCH1 e nas fronteiras 

com sobrepeso / obesidade em uma coorte de idosos brasileiros. Mostramos uma 

associação independente entre o rs9411207, localizado no íntron 13, e o risco de 

sobrepeso / obesidade conferido pelo genótipo TT. O rs9411207 está em LD com o 

SNP sinônimo rs2229971 e outros 4 SNPs intrônicos (rs11574891, rs3125005, 

rs3812604 e rs3124603) sugestivamente associados ao fenótipo. Além disso, o 

haplótipo GAT, dos SNPs rs2229971, rs11574891 e rs9411207, pode ser um fator 

de risco para sobrepeso / obesidade. Usando a análise funcional in silico, 

descobrimos que o rs2229971 estava localizado em uma região potenciadora, e 

todos os SNPs estavam localizados em uma região envolvida na regulação da 

transcrição de NOTCH1 e outros genes. 

SNPs intrônicos foram associados à obesidade, T2D e outros distúrbios 

metabólicos, por exemplo, variantes em FTO (FRAYLING et al., 2007) e TCF7L2 

(BRIDE et al., 2021; LOCKE et al., 2015; STRUAN F et al., 2006 ) O rs9411207 e os 

outros SNPs intrônicos estão em LD com o sinônimo rs2229971, que foi associado à 

válvula aórtica bicúspide (FOFFA et al., 2013) e câncer (JYK et al., 2018; LI et al., 

2017), a análise funcional revelou que ambos os SNPs intrônicos e sinônimos 

podem afetar a expressão dos genes por diferentes mecanismos (COOPER, 2010; 

ROBERT; PELLETIER, 2018; SHAUL, 2017). De acordo com isso, as variantes 

intrônicas e sinônimas de NOTCH1 foram associado à alta expressão de NOTCH1 e 

seus genes alvos a jusante (CAO et al., 2014), bem como ao aumento do risco de 

defeitos de desenvolvimento (HELLE et al., 2019). 

A estrutura do haplótipo forneceria informações cruciais para aumentar nossa 

compreensão sobre a interação entre as variações genéticas e os traços das 

doenças, bem como a região responsável por regular a expressão gênica. 

(NIANJUN; KUI; HONGYU, 2008) Porém, a possibilidade de LD com outras 

variantes reais funcionais ou não sinônimas associadas ao fenótipo não podem ser 

omitidas. É plausível que uma dessas variantes esteja em uma região regulatória e 
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que o alelo de risco aumente ou diminua a taxa de transcrição. (CHRISTINA; 

ALEJANDRA; LUIS, 2017) 

Neste contexto, de acordo com a análise funcional in silico, o rs9411207 e 

outros SNPs podem interagir com a cromatina relacionada ao NOTCH1 e outros 

genes. A rVarBase sugere que esta região interage com AGPAT2, que desencadeia 

a síntese de triglicerídeos dentro do adipócito (GARG, 2011) e regula a adipogênese 

(SUBAUSTE et al., 2012). Estudos em modelos in vitro e em camundongos 

mostraram que AGPAT2 é essencial para o desenvolvimento pós-natal e 

manutenção de WAT e BAT, juntamente com a sinalização de insulina (CORTÉS et 

al., 2009; KELLY M et al., 2016; LILA et al., 2021). Além disso, as mutações de 

AGPAT2 causam lipodistrofias humanas, que estão relacionadas com a síndrome 

metabólica, semelhante ao encontrado na obesidade (SUBAUSTE et al., 2012). 

Além disso, os SNPs podem interagir com o gene NALT1 de RNA não 

codificador longo e os microRNAs miR4673 e miR4674, todos envolvidos na 

expressão de NOTCH1 por diferentes mecanismos. Embora a superexpressão de 

NALT1 esteja associada à regulação positiva da via de sinalização de NOTCH1, 

(PIAO et al., 2019) o miR4673 e miR4674 podem estar envolvidos na inibição ou 

degradação de NOTCH1 (SCOTT M, 2015). Além disso, o miR4673 está envolvido 

no reparo e inflamação do DNA da oxaguanina (HL et al., 2017) e o miR4674 na 

regulação da γ-sinucleína, um gene adipócito-neurônio com atividade aumentada na 

obesidade e controle do metabolismo lipídico corporal, (MILLERSHIP et al., 2013 ; 

PIETER J et al., 2008) e angiogênese (ICLI et al., 2020). 

O rs11574891 e rs3125005 (pontuação 2b no Regulome DB) parecem estar 

em um sítio de ligação para RFX1, um fator de transcrição importante para 

adipogênese e implicado na síndrome de Alstron, que é considerado um modelo 

humano para obesidade, T2D e outros distúrbios metabólicos (HEARN , 2019; 

PURVIS et al., 2010). Além disso, é importante observar que rs3125005, rs3812604 

e rs3124603 estão na região eQTL. O genótipo GG para rs3125005 aumenta a 

expressão de CARD9 no pâncreas e SEC16A no estômago, e o genótipo GG para 

rs3812604 aumenta o SDCCAG3 no tecido adiposo subcutâneo. O CARD9 

desempenha um papel em várias doenças metabólicas, como obesidade, resistência 

à insulina e aterosclerose (TIAN et al., 2020). Junto com SDCCAG3, CARD9 
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também interage em uma rede conectando Diabetes tipo 1 e 2 (LIJUAN et al. ., 

2020). O SEC16A é um efetor RAB10 necessário para o tráfego de GLUT4 

estimulado por insulina em adipócitos (BRUNO et al., 2016). Os SNPs em SEC16B, 

um ortólogo SEC16A, estão consistentemente associados ao risco de obesidade, 

em diferentes populações (SAHIBDEEN et al., 2018). 

O papel da via NOTCH na adipogênese não é totalmente compreendido. Há 

um crosstalk entre as vias de sinalização NOTCH1 e Wnt, que por sua vez regula 

negativamente a adipogênese (LIU; LOGAN; NEWMAN, 2020; SARAH E et al., 

2000). Vários estudos afirmam ter papel positivo de NOTCH1 para o processo de 

diferenciação de adipócitos (BA et al., 2012; GARCÉS et al., 1997; ROSS; RAO; 

KADESCH, 2004; URS et al., 2012), metabolismo energético e escurecimento dos 

adipócitos (BI et al., 2014a; GRIDLEY; KAJIMURA, 2014) ; PASUT et al., 2016; 

SHAN et al., 2017). A inibição ou deleção de NOTCH1 reduz a massa WAT e 

aumenta a expressão de genes de assinatura BAT, promovendo a formação de 

adipócitos bege (WU et al., 2012). Além disso, aumenta o gasto de energia, melhora 

a sensibilidade à insulina e protege camundongos da obesidade induzida por uma 

dieta rica em gordura (BI et al., 2014b). Por outro lado, a ativação da sinalização 

NOTCH1 em adipócitos é suficiente para promover um fenótipo de clareamento no 

tecido adiposo perivascular (BOUCHER et al., 2020), com potencial contribuição 

para o risco cardiovascular.  

Os pontos fortes do presente estudo incluem a análise de uma população 

multiétnica, o que aumenta o potencial de identificação de novos genes e variantes; 

e a mediana de idade de nossa população, que ultrapassa a idade de aparecimento 

de diabetes e obesidade, minimizando um viés típico na seleção do grupo controle 

(PAOLO et al., 2013). No entanto, nosso estudo tem potenciais limitações. (a) O 

tamanho da amostra pode enviesar os resultados. Como o SNP individual tem um 

pequeno impacto biológico, o tamanho da amostra pode ter sido insuficiente para 

uma análise estatística apropriada. (b) A classificação do IMC para a idade mediana 

de nossa coorte. Os idosos são particularmente suscetíveis à obesidade 

sarcopênica, que envolve a diminuição da massa muscular e óssea, enquanto o 

aumento da massa gorda. Assim, os valores de IMC aparentemente permanecem 

estáveis, sendo superestimados para os idosos com obesidade sarcopênica. (c) 
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Fatores ambientais. Embora a fumaça não tenha alterado nossos resultados, outros 

fatores importantes como atividade física e dieta não foram avaliados. 

Apesar dessas limitações, nosso estudo fornece informações sobre achados 

experimentais anteriores sobre a sinalização NOTCH1 em adipócitos, adipogênese e 

metabolismo, melhorando a etiologia e patogênese do sobrepeso / obesidade 

humana. Portanto, pode ser usado para melhor caracterizar pessoas com peso 

excessivo em alto risco de desenvolvimento de doenças e direcionar biomarcadores 

causadores de doenças em estratégias personalizadas de prevenção e tratamento, 

fornecendo hipóteses para estudos futuros. 

CONCLUSÃO 

Em resumo, nossos dados sugerem que o alelo T e o genótipo TT de rs9411207, 

bem como o haplótipo GAT no gene NOTCH1 estão associados a um maior risco de 

sobrepeso / obesidade na população brasileira. As variantes de NOTCH1 podem 

afetar a transcrição de genes relevantes para as vias adipogênicas e sustentam que 

é possível que a atividade anormal de NOTCH1 possa estar associada e / ou 

implicada no risco de sobrepeso / obesidade. Uma análise mais aprofundada será 

necessária para obter uma visão dos mecanismos subjacentes.  
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DADOS SUPLEMENTARES 

 

Tabela suplementar 1. Descrição dos tag SNPs de NOTCH1 e bordas na coorte SABE. 

# SNP 
Posição 

(GRCh38) Alelos Gene : Consequência 
HW P-
valor MAF 

1 rs1127152 136441147 A>G 
SEC16A | INPP5E : UTR3 | 

upstream 0.80 0.41 
2 rs7874956 136442361 T>G SEC16A : intrônico 0.74 0.46 
3 rs4242709 136443070 G>A SEC16A : intrônico 0.88 0.11 
4 rs3124996 136443286 T>C SEC16A : intrônico 0.92 0.30 
5 rs190571105 136446329 G>A SEC16A : intrônico 0.68 0.02 
6 rs45509099 136447803 T>C SEC16A : intrônico 0.45 0.02 
7 rs35288226 136450914 G>A SEC16A : intrônico 0.10 0.24 
8 rs45564338 136451470 G>A SEC16A : intrônico 0.36 0.01 
9 rs45613441 136459985 G>A SEC16A : intrônico 0.88 0.08 

10 rs57994353 136462535 T>C SEC16A : intrônico 0.28 0.27 
11 rs140150555 136464204 C>T SEC16A : intrônico 0.40 0.03 
12 rs142408856 136464447 C>T SEC16A : sinônimo 1.00 0.03 
13 rs12346977 136465376 G>A SEC16A : intrônico 0.10 0.04 
14 rs116931252 136470267 G>C SEC16A : intrônico 0.26 0.01 
15 rs45459100 136474229 G>A SEC16A : sinônimo 0.21 0.04 
16 rs7022785 136474431 A>G SEC16A : missense 0.66 0.04 
17 rs148167113 136474614 G>A SEC16A : missense 0.22 0.01 
18 rs17567909 136474760 G>A SEC16A : sinônimo 0.87 0.13 
19 rs76562693 136475765 G>A SEC16A : missense 1.00 0.04 

20 rs112316758 136481340 G>A 
SEC16A | C9orf163 : intrônico | 

upstream 0.87 0.02 

21 rs190488261 136481385 G>A 
SEC16A | C9orf163 : intrônico | 

upstream 1.00 0.04 

22 rs7869821 136481430 G>A 
SEC16A | C9orf163 : intrônico | 

upstream 0.09 0.14 

23 rs76259794 136482953 C>A 
SEC16A | C9orf163 : intrônico | 

upstream 0.28 0.23 

24 rs7020201 136483046 C>G 
SEC16A | C9orf163 : intrônico | 

UTR5 0.83 0.46 

25 rs1139057 136485868 C>T 
SEC16A | C9orf163 : upstream | 

UTR3 0.24 0.19 
26 rs10870073 136489616 A>G C9orf163 : None 0.32 0.19 
27 rs57052773 136491249 T>C C9orf163 : None 0.28 0.01 
28 rs116846597 136492353 T>C C9orf163 : None 0.89 0.02 
29 rs7856092 136493166 A>G C9orf163 | NOTCH1 : intergenic 0.88 0.20 
30 rs9314867 136493394 C>T C9orf163 | NOTCH1 : intergenic 0.32 0.49 
31 rs75837171 136494184 C>G NOTCH1 : downstream 0.51 0.03 
32 rs60543770 136494296 A>G NOTCH1 : downstream 0.25 0.04 
33 rs6563 136494732 A>G NOTCH1 : UTR3 0.52 0.48 
34 rs3124591 136495945 C>T NOTCH1 : UTR3 0.10 0.41 
35 rs61751489 136496886 C>T NOTCH1 : missense 0.76 0.02 
36 rs7852557 136498615 C>T NOTCH1 : intrônico 0.27 0.41 
37 rs9632944 136498855 A>G NOTCH1 : intrônico 0.88 0.14 
38 rs7029129 136499703 C>T NOTCH1 : intrônico 0.21 0.14 
39 rs11574909 136500507 C>T NOTCH1 : intrônico 0.09 0.03 
40 rs11574908 136500859 G>A NOTCH1 : intrônico 0.34 0.05 
41 rs3124999 136501021 C>T NOTCH1 : intrônico 0.46 0.42 
42 rs3124594 136501956 A>G NOTCH1 : intrônico 0.16 0.38 
43 rs113377894 136502993 G>T NOTCH1 : intrônico 0.18 0.02 
44 rs10125481 136504604 G>A NOTCH1 : intrônico 0.30 0.01 
45 rs11574903 136504618 G>A NOTCH1 : intrônico 0.97 0.21 
46 rs61751543 136506781 C>T NOTCH1 : missense 0.48 0.02 
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47 rs3124596 136507052 G>A NOTCH1 : intrônico 0.34 0.43 
48 rs7870145 136507113 A>G NOTCH1 : intrônico 0.39 0.15 
49 rs11574902 136507194 T>C NOTCH1 : intrônico 0.72 0.12 
50 rs112134816 136508206 C>T NOTCH1 : intrônico 0.79 0.02 
51 rs3812604 136508507 A>G NOTCH1 : intrônico 0.30 0.48 
52 rs11145765 136508828 C>T NOTCH1 : intrônico 0.72 0.11 
53 rs11145766 136510443 C>T NOTCH1 : intrônico 0.75 0.14 
54 rs3125001 136510809 C>T NOTCH1 : intrônico 0.74 0.46 
55 rs117063264 136510898 G>A NOTCH1 : intrônico 1.00 0.03 
56 rs3125002 136510909 A>G NOTCH1 : intrônico 0.15 0.38 
57 rs139672274 136511558 C>T NOTCH1 : intrônico 0.41 0.01 
58 rs3124600 136511882 G>A NOTCH1 : intrônico 0.17 0.41 
59 rs72775784 136512044 C>T NOTCH1 : intrônico 0.27 0.07 
60 rs180752476 136512844 C>T NOTCH1 : intrônico 0.89 0.02 
61 rs3812608 136513000 C>T NOTCH1 : intrônico 0.05 0.42 
62 rs114517771 136513299 T>C NOTCH1 : intrônico 0.26 0.01 
63 rs2229971 136513480 A>G NOTCH1 : sinônimo 0.15 0.39 
64 rs11574891 136514017 G>A NOTCH1 : intrônico 0.62 0.34 
65 rs9411207 136514099 C>T NOTCH1 : intrônico 0.30 0.41 
66 rs3125005 136514304 A>G NOTCH1 : intrônico 0.16 0.36 
67 rs3812609 136514440 C>T NOTCH1 : intrônico 0.31 0.17 
68 rs12001048 136515120 G>A NOTCH1 : intrônico 1.00 0.04 
69 rs62579232 136515196 G>A NOTCH1 : intrônico 0.19 0.21 
70 rs3124603 136515725 T>C NOTCH1 : intrônico 0.06 0.42 
71 rs3125006 136515972 A>G NOTCH1 : intrônico 1.00 0.13 
72 rs4880099 136516137 A>G NOTCH1 : intrônico 0.23 0.40 
73 rs11574887 136517167 G>A NOTCH1 : intrônico 0.79 0.05 
74 rs11574886 136517212 C>A NOTCH1 : intrônico 0.81 0.02 
75 rs9411254 136517428 G>A NOTCH1 : intrônico 0.51 0.36 

76 rs10870078 136519087 C>T 
NOTCH1 | MIR4673 : intrônico | 

downstream 0.84 0.14 

77 rs146264157 136519192 C>T 
NOTCH1 | MIR4673 : intrônico | 

downstream 0.94 0.02 

78 rs114239631 136520149 C>T 
NOTCH1 | MIR4673 : intrônico | 

upstream 0.26 0.01 

79 rs3125011 136520810 G>T 
NOTCH1 | MIR4673 : intrônico | 

upstream 0.22 0.43 

80 rs117803933 136520840 G>A 
NOTCH1 | MIR4673 : intrônico | 

upstream 1.00 0.03 

81 rs79769117 136520865 C>G 
NOTCH1 | MIR4673 : intrônico | 

upstream 0.53 0.03 

82 rs142663187 136521023 C>T 
NOTCH1 | MIR4673 : intrônico | 

upstream 0.34 0.03 
83 rs61751557 136522881 G>A NOTCH1 : sinônimo 0.22 0.01 
84 rs4489420 136523808 A>G NOTCH1 : sinônimo 0.05 0.43 
85 rs138159889 136524699 G>A NOTCH1 : intrônico 1.00 0.03 
86 rs77905917 136525068 C>T NOTCH1 : intrônico 0.38 0.01 
87 rs115770975 136526019 C>T NOTCH1 : intrônico 0.22 0.01 
88 rs7021932 136526138 T>C NOTCH1 : intrônico 0.13 0.16 
89 rs11574864 136526807 C>T NOTCH1 : intrônico 1.00 0.04 
90 rs35608614 136527728 C>T NOTCH1 : intrônico 0.15 0.02 
91 rs146815569 136527896 C>T NOTCH1 : intrônico 0.41 0.04 
92 rs13285021 136529462 T>C NOTCH1 : intrônico 0.13 0.19 
93 rs113055984 136529830 C>T NOTCH1 : intrônico 0.92 0.04 
94 rs9411257 136530146 G>A NOTCH1 : intrônico 0.43 0.36 
95 rs117670131 136530409 G>C NOTCH1 : intrônico 0.62 0.07 
96 rs13290840 136531121 A>G NOTCH1 : intrônico 0.11 0.42 
97 rs73668319 136531163 G>A NOTCH1 : intrônico 0.80 0.04 
98 rs117705975 136531244 C>T NOTCH1 : intrônico 1.00 0.03 
99 rs79764723 136531624 C>T NOTCH1 : intrônico 0.71 0.04 
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100 rs10870080 136534350 T>C NOTCH1 : intrônico 0.07 0.45 
101 rs60544817 136534457 C>T NOTCH1 : intrônico 0.39 0.09 
102 rs78664929 136534574 C>A NOTCH1 : intrônico 1.00 0.03 
103 rs139376118 136535926 A>G NOTCH1 : intrônico 0.46 0.02 
104 rs71508858 136535983 T>G NOTCH1 : intrônico 0.75 0.17 
105 rs73567913 136537177 C>G NOTCH1 : intrônico 0.10 0.08 
106 rs147485651 136542331 A>C NOTCH1 : intrônico 0.76 0.02 
107 rs73668324 136542352 T>C NOTCH1 : intrônico 0.56 0.07 
108 rs3013305 136542958 G>A NOTCH1 : intrônico 0.23 0.30 

109 rs7028061 136545938 A>G 
NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 : 

UTR5 | up | down 0.50 0.26 

110 rs116201188 136546762 A>G 
NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 : up | 

up | up 0.24 0.05 

111 rs2990583 136546871 T>C 
NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 : up | 

up | up 0.27 0.18 

112 rs78875602 136547910 C>A 
NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 : up | 

none | up 0.36 0.05 
113 rs3013308 136548550 G>A NALT1 : intrônico 0.50 0.06 
114 rs3013309 136548801 A>G NALT1 : intrônico 0.18 0.36 
115 rs11792084 136549235 G>T NALT1 : intrônico 0.24 0.49 
116 rs710411 136549504 G>A NALT1 : intrônico 0.19 0.40 
117 rs1058232 136549639 A>G NALT1 : none 0.12 0.27 
118 rs10870081 136550111 C>T NALT1 : downstream 1.00 0.03 
119 rs1110126 136550185 G>A NALT1 : downstream 1.00 0.09 
120 rs9314868 136550475 G>A NALT1 : downstream 0.69 0.40 
121 rs3013312 136551171 G>A NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.33 0.23 
122 rs73567941 136551348 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.19 0.04 
123 rs73567944 136551670 G>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 1.00 0.04 
124 rs73567947 136551740 A>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.38 0.01 
125 rs2990584 136552036 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.77 0.05 
126 rs2095116 136552901 G>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.64 0.11 
127 rs2990585 136553167 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.76 0.14 
128 rs10870082 136554653 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 1.00 0.11 
129 rs1571986 136555209 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.40 0.10 
130 rs56235385 136556340 G>A NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.97 0.02 
131 rs12685115 136556591 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.97 0.15 
132 rs73668330 136556749 A>G NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.66 0.02 
133 rs148021184 136558315 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.73 0.02 
134 rs10781501 136559758 C>A NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.14 0.45 
135 rs4242706 136560656 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.53 0.11 
136 rs944754 136566988 C>G NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.62 0.11 
137 rs59978396 136568313 G>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.41 0.01 
138 rs59456072 136569438 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.60 0.02 
139 rs7042742 136571182 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.80 0.04 
140 rs56011832 136571327 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.64 0.18 
141 rs6560637 136571625 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.46 0.24 
142 rs117040488 136571922 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.08 0.02 
143 rs145235137 136572593 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.36 0.01 
144 rs10870085 136573733 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.68 0.27 
145 rs78718864 136573924 C>A NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.94 0.05 
146 rs117533136 136576144 T>A NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.12 0.03 
147 rs181025844 136580052 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.24 0.01 
148 rs11145785 136586938 C>A NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.36 0.03 
149 rs944758 136589502 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.95 0.39 
150 rs7021438 136590694 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.68 0.02 
151 rs4880105 136591998 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.46 0.25 
152 rs12682786 136592895 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.23 0.13 
153 rs7030963 136593287 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.44 0.03 
154 rs112785742 136593316 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.08 0.04 
155 rs10116408 136594284 A>G NALT1 | LINC01451 : intergenic 1.00 0.04 
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156 rs10115243 136594440 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.52 0.32 
157 rs7046856 136595539 A>G NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.66 0.06 
158 rs914749 136596606 G>A NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.18 0.10 
159 rs146811809 136596716 T>C NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.12 0.02 
160 rs7848167 136598435 C>T NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.36 0.04 
161 rs112417797 136598476 A>G NALT1 | LINC01451 : intergenic 0.24 0.01 

Os dados de genes e consequências foram baseados no portal NCBI (dbSNP). O valor P de HW e o MAF dos tag SNPs de nossa coorte são mostrados nesta 

tabela. 

 
Tabela suplementar 2. Valores de P para associações entre SNPs de NOTCH1 e sobrepeso / 
obesidade em diferentes modelos genéticos, ajustados para variáveis de confundimento (Modelo 1) 

SNP codominante dominante recessivo 
Super-

dominante log-aditivo 

rs1127152 0.8673 0.6418 0.6929 0.8793 0.5938 
rs7874956 0.8738 0.8524 0.6037 0.8016 0.6750 
rs4242709 0.4475 0.2118 0.9637 0.2074 0.2503 
rs3124996 0.3080 0.5463 0.1270 0.7465 0.2418 
rs190571105 0.6498 0.9186 0.3533 0.9748 0.8212 
rs45509099 0.3263 0.1647 0.4502 0.1976 0.1492 
rs35288226 0.3611 0.7513 0.1553 0.6625 0.3999 
rs45564338 0.0758 0.0254 0.4502 0.0325 0.0237 
rs45613441 0.4227 0.2380 0.4315 0.3075 0.2039 
rs57994353 0.7333 0.8316 0.5123 0.5636 0.9125 
rs140150555 0.1886 0.0731 0.4893 0.0931 0.0678 
rs142408856 0.4748 0.3845 0.4462 0.3374 0.4441 
rs12346977 0.2124 0.9213 0.0804 0.7946 0.6741 
rs116931252 0.6394 0.9351 0.3461 0.9311 0.8161 
rs45459100 0.7131 0.5191 0.5189 0.6197 0.4571 
rs7022785 0.2384 0.2621 0.1560 0.3665 0.1989 
rs148167113 0.5570 0.6560 0.3739 0.5350 0.7915 
rs17567909 0.1428 0.4555 0.0512 0.8901 0.2213 
rs76562693 0.8221 0.9228 0.5327 0.9627 0.8847 
rs112316758 0.6951 0.5723 0.4874 0.6222 0.5327 
rs190488261 0.0438 0.0199 0.4718 0.0163 0.0265 
rs7869821 0.9670 0.9603 0.7963 0.9585 0.8981 
rs76259794 0.3880 0.9702 0.1864 0.5378 0.5843 
rs7020201 0.7062 0.5969 0.4360 0.8783 0.4247 
rs1139057 0.0847 0.9595 0.0327 0.3559 0.4889 
rs10870073 0.6211 0.7455 0.3296 0.9219 0.5359 
rs57052773 0.3169 0.6888 0.1305 0.9536 0.4875 
rs116846597 0.1707 0.1528 0.1601 0.2164 0.1147 
rs7856092 0.5897 0.3391 0.9071 0.3044 0.4401 
rs9314867 0.1006 0.2644 0.1814 0.0327 0.9058 
rs75837171 0.5031 0.2909 0.4863 0.3507 0.2570 
rs60543770 0.9092 0.6661 0.9788 0.6635 0.6824 
rs6563 0.7835 0.4955 0.7086 0.7593 0.5130 
rs3124591 0.9291 0.7014 0.9057 0.7883 0.7468 
rs61751489 0.4539 0.2644 0.4874 0.2956 0.2444 
rs7852557 0.9016 0.9019 0.6500 0.8213 0.7432 
rs9632944 0.8196 0.8206 0.6072 0.6845 0.9587 
rs7029129 0.8108 0.5627 0.9036 0.5187 0.6464 
rs11574909 0.2206 0.1511 0.2319 0.2175 0.1190 
rs11574908 0.8750 0.6844 0.6951 0.7465 0.6430 
rs3124999 0.6110 0.5028 0.3630 0.9628 0.3426 
rs3124594 0.3051 0.2332 0.1878 0.8616 0.1279 
rs113377894 0.0318 0.0102 0.3786 0.0144 0.0091 
rs10125481 0.1447 0.3426 0.1501 0.1769 0.5767 
rs11574903 0.1151 0.0406 0.3808 0.0844 0.0407 
rs61751543 0.6637 0.9668 0.3739 0.8597 0.9307 
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rs3124596 0.5236 0.2554 0.7221 0.4303 0.3409 
rs7870145 0.9607 0.7788 0.9226 0.7973 0.7790 
rs11574902 0.3813 0.5406 0.1759 0.8251 0.3593 
rs112134816 0.1602 0.0777 0.3288 0.1034 0.0659 
rs3812604 0.0161 0.0263 0.0147 0.8424 0.0041 
rs11145765 0.6654 0.4403 0.5349 0.5364 0.3883 
rs11145766 0.4583 0.6717 0.2146 0.9727 0.4634 
rs3125001 0.1509 0.1278 0.1046 0.9289 0.0530 
rs117063264 0.3101 0.8439 0.1260 0.9696 0.6784 
rs3125002 0.1851 0.0721 0.3488 0.3079 0.0828 
rs139672274 0.2886 0.9127 0.1285 0.6686 0.8552 
rs3124600 0.2595 0.1048 0.4373 0.3564 0.1299 
rs72775784 0.4579 0.3463 0.3174 0.4763 0.2736 
rs180752476 0.3098 0.8572 0.1260 0.9493 0.6854 
rs3812608 0.0957 0.0529 0.1155 0.5755 0.0311 
rs114517771 0.6207 0.8442 0.3288 0.9983 0.7170 
rs2229971 0.0022 0.0009 0.0369 0.0822 0.0006 
rs11574891 0.0030 0.0154 0.0024 0.6202 0.0013 
rs9411207 0.0009 0.0012 0.0052 0.2920 0.0002 
rs3125005 0.0138 0.0062 0.0635 0.1733 0.0039 
rs3812609 0.1235 0.0529 0.8322 0.0408 0.0973 
rs12001048 0.5203 0.5220 0.3152 0.5928 0.4641 
rs62579232 0.1028 0.0851 0.5034 0.0348 0.2500 
rs3124603 0.0362 0.0217 0.0671 0.4201 0.0101 
rs3125006 0.8460 0.8721 0.6154 0.7464 0.9952 
rs4880099 0.9126 0.6724 0.8398 0.7999 0.6913 
rs11574887 0.3075 0.9111 0.1256 0.8933 0.7352 
rs11574886 0.3628 0.9724 0.1577 0.8502 0.8072 
rs9411254 0.1802 0.0648 0.4950 0.1794 0.0906 
rs10870078 0.9998 0.9871 0.9873 0.9909 0.9849 
rs146264157 0.1357 0.4476 0.0853 0.2989 0.6311 
rs114239631 0.5636 0.3628 0.4879 0.4185 0.3305 
rs3125011 0.0330 0.0370 0.0305 0.8470 0.0092 
rs117803933 0.5335 0.3371 0.5150 0.3641 0.3173 
rs79769117 0.6717 0.5515 0.5958 0.4684 0.6500 
rs142663187 0.6671 0.5495 0.5958 0.4619 0.6538 
rs61751557 0.5649 0.3790 0.4502 0.4517 0.3387 
rs4489420 0.0335 0.0364 0.0322 0.8636 0.0092 
rs138159889 0.6294 0.4953 0.5327 0.4610 0.5360 
rs77905917 0.4485 0.2628 0.4502 0.3114 0.2368 
rs115770975 0.5678 0.5428 0.3288 0.6782 0.4535 
rs7021932 0.4280 0.2906 0.3052 0.4887 0.2155 
rs11574864 0.4166 0.2883 0.4840 0.2592 0.3262 
rs35608614 0.8124 0.9871 0.5280 0.8912 0.8778 
rs146815569 0.8395 0.5955 0.7239 0.6440 0.5667 
rs13285021 0.1462 0.1241 0.1058 0.3871 0.0635 
rs113055984 0.0143 0.2323 0.0159 0.0946 0.4714 
rs9411257 0.1864 0.3230 0.0753 0.7739 0.1052 
rs117670131 0.8783 0.7072 0.7777 0.6651 0.7573 
rs13290840 0.5231 0.2557 0.7523 0.3999 0.3436 
rs73668319 0.5673 0.8809 0.3096 0.7303 0.9691 
rs117705975 0.2639 0.8423 0.1140 0.6705 0.9830 
rs79764723 0.8488 0.5709 0.8528 0.5902 0.5674 
rs10870080 0.1986 0.0935 0.2574 0.5083 0.0774 
rs60544817 0.6905 0.7486 0.3945 0.9387 0.6070 
rs78664929 0.1599 0.5808 0.0588 0.7682 0.4280 
rs139376118 0.3785 0.2897 0.4555 0.2378 0.3640 
rs71508858 0.3826 0.2947 0.5476 0.1906 0.4722 
rs73567913 0.5938 0.4902 0.3679 0.6672 0.3864 
rs147485651 0.3003 0.4287 0.1501 0.5690 0.3284 
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rs73668324 0.6699 0.3796 0.7362 0.4175 0.3711 
rs3013305 0.3932 0.1884 0.4568 0.3797 0.1777 
rs7028061 0.5150 0.3312 0.7431 0.2499 0.5139 
rs116201188 0.1860 0.1442 0.2120 0.2005 0.1126 
rs2990583 0.9598 0.9160 0.7780 0.9908 0.8472 
rs78875602 0.4217 0.7827 0.1904 0.9329 0.6546 
rs3013308 0.9588 0.7847 0.9631 0.7740 0.8023 
rs3013309 0.0775 0.8073 0.0267 0.2157 0.2048 
rs11792084 0.3643 0.2356 0.7379 0.1824 0.5955 
rs710411 0.1240 0.1067 0.0839 0.8002 0.0432 
rs1058232 0.3287 0.2042 0.2525 0.5143 0.1397 
rs10870081 0.6322 0.6404 0.3792 0.7103 0.5816 
rs1110126 0.9458 0.8970 0.7842 0.8383 0.9563 
rs9314868 0.1357 0.3135 0.0503 0.6331 0.0832 
rs3013312 0.8316 0.6165 0.6341 0.7862 0.5527 
rs73567941 0.9531 0.8077 0.8915 0.7773 0.8457 
rs73567944 0.4270 0.4947 0.3207 0.3877 0.6198 
rs73567947 0.1259 0.0456 0.5259 0.0534 0.0430 
rs2990584 0.3494 0.3620 0.3183 0.2851 0.4559 
rs2095116 0.3869 0.7607 0.2098 0.5043 0.9661 
rs2990585 0.3283 0.5180 0.1500 0.8408 0.3232 
rs10870082 0.1578 0.0712 0.3221 0.1195 0.0563 
rs1571986 0.3789 0.2739 0.2783 0.4202 0.2040 
rs56235385 0.0543 0.0174 0.5259 0.0201 0.0164 
rs12685115 0.4107 0.1826 0.8060 0.2000 0.2075 
rs73668330 0.1435 0.0544 0.5259 0.0626 0.0511 
rs148021184 0.0250 0.0080 0.3461 0.0111 0.0071 
rs10781501 0.1881 0.2798 0.0790 0.6619 0.0875 
rs4242706 0.2865 0.1331 0.4110 0.1998 0.1144 
rs944754 0.3314 0.2825 0.2169 0.4577 0.1966 
rs59978396 0.1505 0.0567 0.5259 0.0663 0.0534 
rs59456072 0.1926 0.0784 0.5259 0.0897 0.0734 
rs7042742 0.4328 0.2406 0.5345 0.2580 0.2280 
rs56011832 0.2970 0.4229 0.2984 0.1979 0.7603 
rs6560637 0.3127 0.1809 0.7898 0.1274 0.3336 
rs117040488 0.9272 0.9185 0.6974 0.9952 0.8494 
rs145235137 0.3048 0.4154 0.1501 0.5866 0.3043 
rs10870085 0.2810 0.1198 0.4198 0.2516 0.1175 
rs78718864 0.5318 0.7535 0.2692 0.8501 0.6682 
rs117533136 0.4592 0.9927 0.2191 0.8192 0.8473 
rs181025844 0.0054 0.0027 0.5082 0.0016 0.0062 
rs11145785 0.9021 0.7143 0.7546 0.7673 0.6779 
rs944758 0.5676 0.9580 0.3068 0.4948 0.5718 
rs7021438 0.1084 0.0388 0.5259 0.0448 0.0365 
rs4880105 0.7564 0.4642 0.9481 0.4730 0.5324 
rs12682786 0.5080 0.3465 0.3680 0.5098 0.2735 
rs7030963 0.2354 0.2593 0.3083 0.1697 0.3850 
rs112785742 0.0655 0.0509 0.4331 0.0246 0.1161 
rs10116408 0.6476 0.4611 0.5345 0.4895 0.4383 
rs10115243 0.2387 0.1321 0.2409 0.4094 0.0908 
rs7046856 0.3108 0.2570 0.2577 0.3116 0.2191 
rs914749 0.3326 0.1430 0.5920 0.1871 0.1402 
rs146811809 0.7349 0.6928 0.5277 0.6398 0.7516 
rs7848167 0.3887 0.7701 0.1699 0.9535 0.6197 
rs112417797 0.8200 0.8589 0.5331 0.9297 0.7979 
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Tabela suplementar 3. Comparações de frequências SNP do projeto ALFA e coorte SABE 

SNP Alelos 
Projeto 
ALFA  Coorte SABE 

P-
valor Peso normal 

P-
valor 

Sobrepeso/ 
Obesidade 

P-
valor 

rs9411207 
C 0.65 0.59 ─ 0.64 ─ 0.57 ─ 

T 0.35 0.41 0.38 0.36 0.88 0.43 0.22 

rs2229971 
A 0.66 0.61 ─ 0.66 ─ 0.59 ─ 

G 0.34 0.39 0.46 0.34 1.00 0.41 0.58 

rs11574891 
G 0.66 0.65 ─ 0.71 ─ 0.63 ─ 

A 0.34 0.35 0.88 0.29 0.45 0.37 0.96 

rs3125005 
A 0.45 0.36 ─ 0.40 ─ 0.34 ─ 

G 0.55 0.64 0.19 0.60 0.47 0.66 0.29 

rs3812604 
A 0.56 0.48 ─ 0.53 ─ 0.46 ─ 

G 0.44 0.52 0.26 0.47 0.73 0.54 0.18 

 

 

Tabela suplementar 4. Diferenças em variáveis de coorte de acordo com tag SNPs do gene NOTCH1 

Variáveis 

rs9411207 

CC CT TT P-valor 

N (%) 361(35.25%) 478(46.67%) 185(18.06%) 
 Mulheres/Homens 234/126 298/179 125/60 0.44 

IMC (Kg/m2) 27.02(16.19-47.05) 27.54(15.13-53.61) 27.93(19.12-47.33) 0.07 

CC (cm) 94(62-129) 95(64-142) 95(65-140) 0.47 

Freq ancestralidade 
     Européia  77.35% 73.44% 60.8% <0.001 

  Africana 16.09% 17.74% 21.81% 0.13 

  Asiática 0.04% 1.87% 10.59% <0.001 

  Nativo americana 6.54% 6.89% 6.79% 0.37 

Hipertensão (%) 233(22.75%) 336(32.81%) 133(12.98%) 0.11 

PAS (mmHg) 136(89-236) 140(88-250) 137(89-242) 0.08 

PAD (mmHg) 78(50-125) 80(49-117) 80(54-123) 0.31 

HDL (mg/dl) 48(20-107) 48(23-106) 49(19-133) 0.33 

LDL (mg/dl) 128(41-235) 121(54-299) 127(28-261) 0.03 

CT (mg/dl) 205(89-317) 200(110-388) 210(86-344) 0.11 

TG (mg/dl) 114(25-505) 119(38-1283) 113(38-389) 0.73 

T2D (%) 81(7.91%) 125(12.20%) 53(5.17%) 0.24 

FPG (mg/dl) 87(41-331) 89.5(20-437) 90(37-290) 0.01 

Hb1Ac (%) 5.8(4.8-13.4) 5.8(4.9-13.7) 5.9(4.9-13.6) 0.09 

hsCRP (mg/L) 2.07(0.14-80.5) 2.49(0.14-68.3) 2.31(0.14-141) 0.50 

  

 
rs2229971 

 
AA AG GG P-value 

N (%) 394(38.47%) 462(45.11%) 167(16.30%) 
 Mulheres/Homens 256/137 287/174 113/54 0.41 

IMC (Kg/m2) 27.02(16.19-51.02) 27.55(15.13-53.61) 28.10(19.12-45.24) 0.06 
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CC (cm) 94(62-129) 95(64-142) 96(65-140) 0.28 

Freq ancestralidade 
     Européia  79.32% 71.8% 58.4% <0.0001 

  Africana 14.48% 18.76% 23.65% 0.00 

  Asiática 0.04% 2.15% 11.15% 0.05 

  Nativo americana 6.15% 7.24% 6.80% 0.00 

Hipertensão (%) 254(24.80%) 327(31.93%) 120(11.71%) 0.08 

PAS (mmHg) 136(89-236) 140(88-250) 139(96-242) 0.09 

PAD (mmHg) 78(50-125) 80(49-117) 80.5(54-123) 0.18 

HDL (mg/dl) 48(20-106) 48(19-107) 50(22-133) 0.41 

LDL (mg/dl) 128(41-235) 122(28-299) 127(58-261) 0.36 

CT (mg/dl) 204(89-317) 200.5(86-388) 209(117-344) 0.47 

TG (mg/dl) 114(25-505) 117.5(38-1283) 115(38-389) 0.89 

T2D (%) 89(8.69%) 121(11.81%) 49(4.78%) 0.20 

FPG (mg/dl) 87(41-331) 89.5(20-437) 93(37-290) 0.00 

Hb1Ac (%) 5.8(4.8-13.4) 5.8(4.9-13.7) 5.9(4.9-13.6) 0.01 

hsCRP (mg/L) 2.06(0.14-50.6) 2.49(0.14-80.5) 2.28(0.14-141) 0.25 

 

 
 
 

 
rs11574891 

 
GG GA AA P-value 

N (%) 441(43.06%) 458(44.72%) 125(12.2%) 
 Mulheres/Homens 285/155 286/171 86/39 0.42 

IMC (Kg/m2) 27.16(16.19-47.05) 27.52(15.13-53.61) 28.48(21.03-47.3) 0.02 

CC (cm) 94(62-140) 94(64-142) 97(73-138) 0.04 

Freq ancestralidade 
     Européia  70.5% 73.66% 71.93% 0.40 

  Africana 21.27% 18.0% 16.83% 0.04 

  Asiática 0.78% 1.52% 4.70% 0.00 

  Nativo americana 7.47% 6.74% 6.55% 0.16 

Hipertensão (%) 290(28.32%) 319(31.15%) 93(9.08%) 0.14 

PAS (mmHg) 136(89-250) 139(88-231) 138(89-242) 0.13 

PAD (mmHg) 78(50-125) 80(49-123) 80(54-123) 0.25 

HDL (mg/dl) 88(41-361) 88(20-437) 90(56-290) 0.09 

LDL (mg/dl) 48(20-107) 49(23-124) 46(19-133) 0.76 

CT (mg/dl) 127(41-235) 122(54-299) 129(28-261) 0.23 

TG (mg/dl) 204(89-317) 202(110-388) 208(86-344) 0.44 

T2D (%) 112(10.93%) 114(14.06%) 33(3.22%) 0.92 

FPG (mg/dl) 113(25-1283) 117(38-1185) 117(42-389) 0.72 

Hb1Ac (%) 2.26(0.14-80.5) 2.4(0.14-141) 2.43(0.16-21.4) 0.65 

hsCRP (mg/L) 5.8(4.8-13.4) 5.8(4.9-13.7) 5.8(4.9-13.6) 0.69 

  

 
rs3125005 
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AA GA GG P-value 

N (%) 140(13.6%) 451(44.0%) 433(42.3%) 
 Mulheres/Homens 92/47 283/167 282/151 0.69 

IMC (Kg/m2) 27.86(15.68-47.33) 27.43(15.13-53.61) 26.8(17.78-42.26) <0.0001 

CC (cm) 96(64-140) 93(64-142) 94(62-123) 0.06 

Freq ancestralidade 
     Européia  79.74% 76.33% 66.23% <0.0001 

  Africana 12.77% 15.49% 22.06% 0.13 

  Asiática 0.05% 1.77% 4.78% 0.13 

  Nativo americana 7.47% 6.37% 6.91% 0.25 

Hipertensão (%) 87(8.49%) 298(29.10%) 317(30.95%) 0.02 

PAS (mmHg) 133.5(95-221) 138(88-236) 139(89-250) 0.05 

PAD (mmHg) 77(50-108) 79(49-125) 80(51-123) 0.05 

HDL (mg/dl) 47(20-106) 49(23-107) 47(19-133) 0.47 

LDL (mg/dl) 132(41-235) 123(45-299) 125(28-261) 0.05 

CT (mg/dl) 209(89-313) 202(101-388) 204(86-344) 0.22 

TG (mg/dl) 116(25-505) 117.5(30-1283) 114(38-528) 0.78 

T2D (%) 35(3.41%) 104(10.15%) 120(11.71%) 0.26 

FPG (mg/dl) 84(41-331) 88(40-361) 89(20-437) 0.01 

Hb1Ac (%) 5.7(4.8-13.4) 5.8(4.8-13.0) 5.8(4.8-13.7) 0.05 

hsCRP (mg/L) 1.81(0.14-41) 2.41(0.14-80.5) 2.45(0.14-141) 0.07 

 

 
 
 
 

 
rs3812604 

 
AA GA GG P-value 

N (%) 251(24.51%) 487(47.55%) 286(27.92%) 
 Mulheres/Homens 152/98 314/172 191/95 0.35 

IMC (Kg/m2) 26.94(15.44-51.02) 27.57(15.13-53.61) 27.60(16.19-45.24) <0.0001 

CC (cm) 94(62-129) 94(64-142) 95(65-140) 0.71 

Freq ancestralidade 
     Européia  63.01% 74.13% 80.29% <0.0001 

  Africana 12.98% 16.79% 24.08% 0.01 

  Asiática 0.02% 2.25% 6.18% 0.01 

  Nativo americana 6.68% 6.82% 6.69% 0.49 

Hipertensão (%) 160 (15.62%) 333 (32.51%) 209 (20.41%) 0.07 

PAS (mmHg) 136(95-231) 137(89-242) 141(88-250) 0.03 

PAD (mmHg) 78(50-112) 79(49-125) 81(51-123) 0.11 

HDL (mg/dl) 47 (20-106) 48 (23-106) 49 (19-133) 0.09 

LDL (mg/dl) 129 (41-299) 123 (45-261) 125 (28-238) 0.12 

CT (mg/dl) 205 (89-388) 201 (101-344) 205 (86-340) 0.54 

TG (mg/dl) 122(25-505) 116.5(30-1283) 111.5(38-421) 0.43 

T2D (%) 53 (5.17%) 123 (12.01%) 83 (8.10%) 0.10 

FPG (mg/dl) 96.12 (41-361) 88 (20-437) 91 (23-315) 0.01 
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Hb1Ac (%) 5.7(4.8-13.4) 5.8(4.8-13.7) 5.8(4.8-12.4) 0.02 

hsCRP (mg/L) 2.1(0.14-80.5) 2.28(0.14-68.3) 2.45(0.14-141) 0.42 

Os resultados são apresentados como medianas e valores extremos (mínimo e máximo). Os valores de P indicam diferenças entre os genótipos de acordo 

com o teste de Kruskal-Wallis. Os valores em negrito denotam significância estatística no nível P <0,05. 

 

 

Tabela suplementar 5. Valores de P para associações entre SNPs de NOTCH1 e sobrepeso / obesidade 
sob diferentes modelos genéticos, ajustados para variáveis de confusão (Modelo 2) 

SNP codominante dominante recessivo Super-dominante log-aditivo 

rs1127152 0.8473 0.6602 0.6228 0.9561 0.5702 
rs7874956 0.8991 0.9220 0.6474 0.7768 0.7441 
rs4242709 0.6167 0.3634 0.8682 0.3277 0.4361 
rs3124996 0.4034 0.3318 0.2352 0.8123 0.1984 
rs190571105 0.9045 0.9543 0.6611 0.9251 0.9835 
rs45509099 0.4082 0.2417 0.4026 0.2979 0.2129 
rs35288226 0.5494 0.6208 0.2787 0.9303 0.3986 
rs45564338 0.1264 0.0481 0.4026 0.0642 0.0438 
rs45613441 0.3573 0.1794 0.4546 0.2319 0.1568 
rs57994353 0.9194 0.8537 0.7713 0.7276 0.9821 
rs140150555 0.1043 0.0356 0.4708 0.0470 0.0337 
rs142408856 0.4989 0.3437 0.5384 0.3117 0.3860 
rs12346977 0.3242 0.9251 0.1353 0.8457 0.7239 
rs116931252 0.6068 0.8671 0.3176 0.9830 0.7402 
rs45459100 0.5917 0.5534 0.3424 0.7129 0.4446 
rs7022785 0.2381 0.2107 0.1896 0.2910 0.1643 
rs148167113 0.6202 0.7825 0.3829 0.6555 0.9141 
rs17567909 0.0717 0.4274 0.0227 0.9316 0.1743 
rs76562693 0.6369 0.5310 0.5089 0.4907 0.5782 
rs112316758 0.9191 0.7982 0.7370 0.8137 0.7843 
rs190488261 0.0227 0.0085 0.5517 0.0071 0.0112 
rs7869821 0.8784 0.7169 0.6563 0.8436 0.6472 
rs76259794 0.5289 0.9216 0.2716 0.6535 0.6092 
rs7020201 0.7508 0.5201 0.5589 0.9150 0.4492 
rs1139057 0.1108 0.6861 0.0363 0.6536 0.2837 
rs10870073 0.8494 0.8512 0.5682 0.9533 0.7184 
rs57052773 0.1786 0.7624 0.0638 0.8901 0.4832 
rs116846597 0.0905 0.0571 0.1791 0.0857 0.0428 
rs7856092 0.9280 0.7215 0.9583 0.6991 0.7751 
rs9314867 0.0601 0.0952 0.3040 0.0191 0.6812 
rs75837171 0.3999 0.1840 0.6010 0.2147 0.1758 
rs60543770 0.7901 0.5137 0.7217 0.5612 0.4943 
rs6563 0.7907 0.5200 0.6588 0.8263 0.5040 
rs3124591 0.8987 0.8720 0.7206 0.6704 0.9289 
rs61751489 0.6500 0.3770 0.7370 0.3872 0.3698 
rs7852557 0.9723 0.8141 0.9583 0.8521 0.8505 
rs9632944 0.8370 0.6017 0.8792 0.5570 0.6750 
rs7029129 0.8633 0.5898 0.9273 0.6019 0.6214 
rs11574909 0.2892 0.3043 0.1730 0.4529 0.2242 
rs11574908 0.8288 0.9808 0.5454 0.9041 0.8772 
rs3124999 0.6906 0.5836 0.4213 0.9311 0.4179 
rs3124594 0.4132 0.3095 0.2529 0.8975 0.1899 
rs113377894 0.0211 0.0062 0.4177 0.0085 0.0056 
rs10125481 0.1123 0.3474 0.1160 0.1645 0.6124 
rs11574903 0.0742 0.0253 0.3107 0.0629 0.0243 
rs61751543 0.6747 0.9732 0.3829 0.8664 0.9250 
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rs3124596 0.6921 0.4083 0.6247 0.6957 0.4106 
rs7870145 0.8132 0.8990 0.5559 0.7596 0.9663 
rs11574902 0.2411 0.3512 0.1149 0.6210 0.2067 
rs112134816 0.1577 0.0814 0.2875 0.1129 0.0671 
rs3812604 0.0116 0.0152 0.0155 0.9987 0.0028 
rs11145765 0.3192 0.2327 0.2506 0.3625 0.1667 
rs11145766 0.2898 0.4779 0.1271 0.8019 0.2867 
rs3125001 0.1482 0.1685 0.0807 0.8940 0.0565 
rs117063264 0.9537 NA NA NA NA 
rs3125002 0.2683 0.1071 0.4885 0.3096 0.1399 
rs139672274 0.3589 0.9973 0.1613 0.7596 0.7892 
rs3124600 0.3296 0.1366 0.5979 0.3289 0.1966 
rs72775784 0.4305 0.4154 0.2439 0.5973 0.3084 
rs180752476 0.9520 NA NA NA NA 
rs3812608 0.1646 0.0965 0.1542 0.6847 0.0580 
rs114517771 0.5544 0.9940 0.2875 0.8203 0.8277 
rs2229971 0.0055 0.0025 0.0446 0.1288 0.0014 
rs11574891 0.0058 0.0263 0.0038 0.6997 0.0026 
rs9411207 0.0012 0.0024 0.0036 0.4390 0.0003 
rs3125005 0.0228 0.0104 0.0788 0.2116 0.0066 
rs3812609 0.0890 0.0286 0.7912 0.0318 0.0418 
rs12001048 0.3997 0.3361 0.2953 0.3956 0.2919 
rs62579232 0.2171 0.1803 0.5195 0.0869 0.4029 
rs3124603 0.0256 0.0176 0.0477 0.4339 0.0068 
rs3125006 0.8074 0.6803 0.6921 0.5830 0.7960 
rs4880099 0.9463 0.7609 0.9806 0.7574 0.8459 
rs11574887 0.2787 0.9025 0.1198 0.6941 0.8931 
rs11574886 0.5713 0.9388 0.2912 0.9353 0.8239 
rs9411254 0.1680 0.0590 0.5278 0.1553 0.0899 
rs10870078 0.9722 0.8783 0.8318 0.9293 0.8438 
rs146264157 0.1432 0.2719 0.1457 0.1772 0.4030 
rs114239631 0.6107 0.3692 0.5940 0.4045 0.3489 
rs3125011 0.0333 0.0573 0.0211 0.9170 0.0101 
rs117803933 0.4589 0.3240 0.3927 0.3690 0.2915 
rs79769117 0.5039 0.4493 0.3280 0.5254 0.3924 
rs142663187 0.5107 0.4596 0.3280 0.5410 0.3994 
rs61751557 0.6030 0.4744 0.4026 0.5799 0.4117 
rs4489420 0.0491 0.0563 0.0378 0.9712 0.0144 
rs138159889 0.4218 0.2822 0.5089 0.2533 0.3211 
rs77905917 0.4767 0.3111 0.4026 0.3795 0.2731 
rs115770975 0.5676 0.7896 0.2875 0.9810 0.6419 
rs7021932 0.5038 0.4675 0.2799 0.7331 0.3328 
rs11574864 0.3989 0.2756 0.4772 0.2457 0.3150 
rs35608614 0.7770 0.9631 0.4923 0.8508 0.9311 
rs146815569 0.7380 0.4420 0.7867 0.4705 0.4361 
rs13285021 0.1901 0.1944 0.1091 0.5215 0.0998 
rs113055984 0.1170 0.1496 0.1963 0.1021 0.2201 
rs9411257 0.1554 0.4774 0.0540 0.5036 0.1324 
rs117670131 0.2754 0.8039 0.1213 0.6434 0.9716 
rs13290840 0.5693 0.3515 0.8630 0.3092 0.5856 
rs73668319 0.5190 0.7961 0.2907 0.6408 0.9564 
rs117705975 0.4861 0.9679 0.2320 0.8968 0.8414 
rs79764723 0.3924 0.1734 0.7023 0.1916 0.1735 
rs10870080 0.2460 0.0942 0.6473 0.2349 0.1646 
rs60544817 0.6031 0.6199 0.3340 0.8258 0.4801 
rs78664929 0.9123 NA NA NA NA 
rs139376118 0.1930 0.3871 0.1629 0.2433 0.5826 
rs71508858 0.3961 0.2888 0.5744 0.1953 0.4496 
rs73567913 0.5275 0.3444 0.4024 0.4800 0.2805 
rs147485651 0.2216 0.3272 0.1160 0.4670 0.2349 
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rs73668324 0.5730 0.2924 0.8924 0.2997 0.3144 
rs3013305 0.4262 0.1953 0.8229 0.2422 0.2706 
rs7028061 0.3313 0.4204 0.3288 0.1898 0.7949 
rs116201188 0.2420 0.1437 0.3389 0.1782 0.1235 
rs2990583 0.8722 0.6102 0.9877 0.6085 0.6650 
rs78875602 0.4269 0.9097 0.1925 0.9293 0.7651 
rs3013308 0.8932 0.6353 0.9052 0.6477 0.6374 
rs3013309 0.0363 0.6769 0.0108 0.2052 0.1219 
rs11792084 0.3004 0.1527 0.9272 0.1827 0.4073 
rs710411 0.1093 0.0951 0.0761 0.7888 0.0371 
rs1058232 0.2896 0.1929 0.2107 0.5349 0.1216 
rs10870081 0.9113 0.8326 0.6995 0.8502 0.8164 
rs1110126 0.9330 0.7264 0.8432 0.7601 0.7113 
rs9314868 0.1201 0.3270 0.0425 0.5731 0.0792 
rs3013312 0.8167 0.6234 0.5948 0.8162 0.5432 
rs73567941 0.7303 0.5723 0.6786 0.4899 0.6766 
rs73567944 0.2729 0.4587 0.1920 0.3339 0.6086 
rs73567947 0.0887 0.0289 0.6281 0.0319 0.0281 
rs2990584 0.3721 0.5405 0.2401 0.4271 0.6695 
rs2095116 0.1228 0.4295 0.0950 0.1905 0.7890 
rs2990585 0.1681 0.7079 0.0590 0.8073 0.3759 
rs10870082 0.1918 0.1184 0.2268 0.2150 0.0818 
rs1571986 0.3100 0.5952 0.1284 0.9349 0.3788 
rs56235385 0.0333 0.0095 0.6281 0.0105 0.0092 
rs12685115 0.2497 0.1187 0.8333 0.0958 0.1863 
rs73668330 0.0810 0.0263 0.6281 0.0288 0.0254 
rs148021184 0.0183 0.0058 0.3176 0.0084 0.0050 
rs10781501 0.2466 0.2453 0.1263 0.8627 0.1032 
rs4242706 0.3506 0.2414 0.2698 0.3961 0.1755 
rs944754 0.2847 0.4420 0.1277 0.7352 0.2759 
rs59978396 0.0866 0.0281 0.6281 0.0310 0.0273 
rs59456072 0.1295 0.0458 0.6281 0.0499 0.0442 
rs7042742 0.7412 0.5641 0.5808 0.5901 0.5424 
rs56011832 0.5135 0.4587 0.5339 0.2964 0.6884 
rs6560637 0.4923 0.2780 0.9048 0.2355 0.4102 
rs117040488 0.6126 0.8973 0.3570 0.7140 0.9286 
rs145235137 0.2602 0.4335 0.1160 0.6438 0.2992 
rs10870085 0.3507 0.1549 0.4848 0.2855 0.1577 
rs78718864 0.4996 0.6344 0.2622 0.7318 0.5533 
rs117533136 0.6262 0.9028 0.3333 0.9868 0.8033 
rs181025844 0.0225 0.0092 0.6121 0.0068 0.0160 
rs11145785 0.7036 0.6363 0.4570 0.7625 0.5388 
rs944758 0.7914 0.7577 0.4980 0.8519 0.5704 
rs7021438 0.0490 0.0147 0.6281 0.0161 0.0143 
rs4880105 0.6257 0.4240 0.7707 0.3362 0.5871 
rs12682786 0.4575 0.3436 0.2994 0.5444 0.2538 
rs7030963 0.0997 0.0630 0.4937 0.0409 0.1038 
rs112785742 0.0321 0.0173 0.6338 0.0091 0.0437 
rs10116408 0.8441 0.8240 0.5808 0.8560 0.7945 
rs10115243 0.1822 0.0721 0.3605 0.2057 0.0710 
rs7046856 0.3286 0.2386 0.3072 0.2825 0.2083 
rs914749 0.3160 0.1370 0.5413 0.1892 0.1301 
rs146811809 0.9208 0.8887 0.7107 0.8672 0.9110 
rs7848167 0.3519 0.9089 0.1500 0.8808 0.7249 
rs112417797 0.8080 0.8530 0.5179 0.9300 0.7873 
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Tabela suplementar 6. Valores de P para associações entre SNPs de NOTCH1 e sobrepeso / obesidade 
sob diferentes modelos genéticos, ajustados para variáveis de confundimento (Modelo 2 + fumo) 

SNP codominante dominante recessivo 
Super-

dominante log-aditivo 

rs1127152 0.8753 0.6537 0.7015 0.8852 0.6058 
rs7874956 0.8385 0.9712 0.5682 0.6676 0.7257 
rs4242709 0.7721 0.4970 0.9362 0.4723 0.5532 
rs3124996 0.4865 0.4084 0.2798 0.8757 0.2587 
rs190571105 0.9264 0.9853 0.6979 0.9618 0.9915 
rs45509099 0.4064 0.2222 0.4611 0.2633 0.2016 
rs35288226 0.4686 0.5363 0.2276 0.9765 0.3203 
rs45564338 0.1605 0.0624 0.4611 0.0780 0.0578 
rs45613441 0.3575 0.1764 0.4690 0.2264 0.1556 
rs57994353 0.8743 0.9810 0.6170 0.8044 0.8189 
rs140150555 0.1539 0.0572 0.4765 0.0744 0.0531 
rs142408856 0.3551 0.2183 0.5315 0.1931 0.2550 
rs12346977 0.3449 0.9643 0.1477 0.8197 0.7692 
rs116931252 0.5148 0.8748 0.2504 0.9303 0.7121 
rs45459100 0.7722 0.9666 0.4790 0.8877 0.8389 
rs7022785 0.3659 0.3393 0.2433 0.4292 0.2799 
rs148167113 0.5739 0.7177 0.3663 0.5834 0.8619 
rs17567909 0.0887 0.3896 0.0300 0.8555 0.1646 
rs76562693 0.4703 0.5256 0.3290 0.4487 0.6154 
rs112316758 0.9373 0.7844 0.8063 0.7929 0.7769 
rs190488261 0.0355 0.0135 0.5665 0.0116 0.0172 
rs7869821 0.9846 0.9689 0.8605 0.9756 0.9269 
rs76259794 0.4604 0.8307 0.2175 0.6942 0.5116 
rs7020201 0.7726 0.5769 0.5440 0.9945 0.4743 
rs1139057 0.1365 0.7053 0.0465 0.6591 0.3086 
rs10870073 0.7651 0.7900 0.4659 0.9627 0.6293 
rs57052773 0.1197 0.8894 0.0415 0.7268 0.5475 
rs116846597 0.0898 0.0460 0.2403 0.0651 0.0369 
rs7856092 0.9686 0.8124 0.8847 0.8548 0.8005 
rs9314867 0.0280 0.0945 0.1589 0.0076 0.8532 
rs75837171 0.4095 0.1888 0.6226 0.2170 0.1815 
rs60543770 0.9651 0.8123 0.8631 0.8412 0.7961 
rs6563 0.8940 0.6826 0.7164 0.9438 0.6363 
rs3124591 0.9376 0.7766 0.9060 0.7227 0.8994 
rs61751489 0.6872 0.4005 0.8063 0.4063 0.3963 
rs7852557 0.9504 0.9157 0.8042 0.7739 0.9520 
rs9632944 0.8029 0.5637 0.8631 0.5144 0.6451 
rs7029129 0.8456 0.5665 0.9401 0.5735 0.6042 
rs11574909 0.3285 0.2979 0.2182 0.4191 0.2310 
rs11574908 0.6976 0.9769 0.4121 0.8040 0.8661 
rs3124999 0.7632 0.6489 0.4887 0.9303 0.4925 
rs3124594 0.4766 0.5138 0.2363 0.8055 0.2786 
rs113377894 0.0134 0.0036 0.4933 0.0046 0.0034 
rs10125481 0.0870 0.3228 0.0944 0.1455 0.5896 
rs11574903 0.0848 0.0323 0.2579 0.0867 0.0268 
rs61751543 0.6198 0.8167 0.3663 0.7022 0.9342 
rs3124596 0.8651 0.6725 0.6506 0.9659 0.5926 
rs7870145 0.8939 0.9648 0.6523 0.8549 0.9343 
rs11574902 0.2853 0.3756 0.1393 0.6399 0.2310 
rs112134816 0.1916 0.0924 0.3618 0.1186 0.0802 
rs3812604 0.0232 0.0423 0.0165 0.7398 0.0063 
rs11145765 0.3671 0.2398 0.3102 0.3558 0.1823 
rs11145766 0.3066 0.3871 0.1522 0.6681 0.2365 
rs3125001 0.1873 0.1653 0.1173 0.9793 0.0701 
rs117063264 0.7168 NA NA NA NA 
rs3125002 0.4579 0.2304 0.4716 0.5465 0.2265 
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rs139672274 0.3627 0.8994 0.1730 0.6704 0.8836 
rs3124600 0.5215 0.2688 0.5354 0.5813 0.2772 
rs72775784 0.4971 0.5053 0.2718 0.6924 0.3862 
rs180752476 0.6948 NA NA NA NA 
rs3812608 0.1574 0.1148 0.1165 0.8305 0.0547 
rs114517771 0.6521 0.9802 0.3618 0.8739 0.8498 
rs2229971 0.0063 0.0029 0.0459 0.1369 0.0016 
rs11574891 0.0069 0.0474 0.0032 0.9059 0.0044 
rs9411207 0.0013 0.0033 0.0029 0.5207 0.0003 
rs3125005 0.0277 0.0147 0.0686 0.2746 0.0077 
rs3812609 0.1653 0.0587 0.7966 0.0651 0.0781 
rs12001048 0.4361 0.3467 0.3324 0.4009 0.3064 
rs62579232 0.2814 0.2259 0.5489 0.1195 0.4542 
rs3124603 0.0367 0.0197 0.0801 0.3561 0.0105 
rs3125006 0.8516 0.7853 0.6762 0.6789 0.8993 
rs4880099 0.8499 0.5949 0.9858 0.6028 0.7247 
rs11574887 0.1652 0.8784 0.0665 0.6061 0.8515 
rs11574886 0.6055 0.9613 0.3186 0.9205 0.8524 
rs9411254 0.1572 0.0544 0.5695 0.1341 0.0906 
rs10870078 0.9578 0.9468 0.7933 0.8779 0.9883 
rs146264157 0.1599 0.3087 0.1471 0.2041 0.4499 
rs114239631 0.7430 0.5019 0.6521 0.5342 0.4808 
rs3125011 0.0370 0.0544 0.0255 0.9858 0.0110 
rs117803933 0.4112 0.3154 0.3281 0.3726 0.2749 
rs79769117 0.5100 0.7095 0.2545 0.8327 0.6059 
rs142663187 0.5150 0.7420 0.2545 0.8742 0.6304 
rs61751557 0.6198 0.4424 0.4611 0.5223 0.3961 
rs4489420 0.0668 0.0580 0.0590 0.8566 0.0200 
rs138159889 0.3592 0.3518 0.3290 0.2895 0.4316 
rs77905917 0.4727 0.2803 0.4611 0.3302 0.2536 
rs115770975 0.6514 0.7336 0.3618 0.8781 0.6252 
rs7021932 0.5046 0.4355 0.2934 0.6853 0.3144 
rs11574864 0.3059 0.1951 0.4749 0.1708 0.2293 
rs35608614 0.7257 0.8435 0.4667 0.7337 0.9536 
rs146815569 0.7059 0.4694 0.5868 0.5384 0.4272 
rs13285021 0.2152 0.1475 0.1727 0.3634 0.0909 
rs113055984 0.1480 0.2806 0.1396 0.1924 0.3988 
rs9411257 0.1651 0.3386 0.0632 0.7056 0.1007 
rs117670131 0.1301 0.5623 0.0655 0.3815 0.7797 
rs13290840 0.6892 0.4169 0.9948 0.4368 0.5817 
rs73668319 0.6326 0.9486 0.3522 0.8078 0.9158 
rs117705975 0.3620 0.8912 0.1544 0.9367 0.7354 
rs79764723 0.3380 0.1408 0.7680 0.1507 0.1482 
rs10870080 0.2799 0.1128 0.5094 0.3428 0.1497 
rs60544817 0.6416 0.7220 0.3514 0.9354 0.5669 
rs78664929 0.9104 NA NA NA NA 
rs139376118 0.2896 0.4947 0.2087 0.3404 0.6864 
rs71508858 0.4306 0.2827 0.6631 0.2059 0.4219 
rs73567913 0.5357 0.3086 0.4802 0.4130 0.2687 
rs147485651 0.1989 0.3568 0.0944 0.5176 0.2488 
rs73668324 0.4766 0.2250 0.8866 0.2308 0.2482 
rs3013305 0.4538 0.2088 0.6890 0.3045 0.2502 
rs7028061 0.3811 0.4388 0.3740 0.2153 0.7899 
rs116201188 0.2330 0.1229 0.3995 0.1470 0.1089 
rs2990583 0.7074 0.4361 0.8937 0.4067 0.5370 
rs78875602 0.4216 0.9618 0.1908 0.8736 0.8104 
rs3013308 0.9521 0.7601 0.8985 0.7772 0.7541 
rs3013309 0.0535 0.6171 0.0161 0.2707 0.1231 
rs11792084 0.2805 0.1645 0.7851 0.1455 0.4862 
rs710411 0.1089 0.1255 0.0598 0.9578 0.0408 
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rs1058232 0.3296 0.2589 0.2003 0.6706 0.1541 
rs10870081 0.8097 0.5616 0.7505 0.5718 0.5532 
rs1110126 0.9275 0.7859 0.7430 0.8496 0.7417 
rs9314868 0.0881 0.2830 0.0302 0.5593 0.0582 
rs3013312 0.8011 0.6174 0.5691 0.8258 0.5288 
rs73567941 0.7932 0.6323 0.7154 0.5566 0.7253 
rs73567944 0.2245 0.3876 0.1758 0.2725 0.5313 
rs73567947 0.0741 0.0237 0.5922 0.0268 0.0229 
rs2990584 0.3382 0.5180 0.2200 0.4028 0.6507 
rs2095116 0.1777 0.5235 0.1188 0.2572 0.8811 
rs2990585 0.1415 0.5873 0.0487 0.9037 0.2841 
rs10870082 0.1377 0.0712 0.2403 0.1362 0.0505 
rs1571986 0.3424 0.4747 0.1579 0.7655 0.3084 
rs56235385 0.0160 0.0042 0.5922 0.0048 0.0041 
rs12685115 0.2035 0.1105 0.6888 0.0766 0.1968 
rs73668330 0.0602 0.0189 0.5922 0.0211 0.0181 
rs148021184 0.0255 0.0092 0.2504 0.0147 0.0076 
rs10781501 0.2431 0.1964 0.1454 0.9921 0.0951 
rs4242706 0.2662 0.1634 0.2506 0.2911 0.1170 
rs944754 0.2905 0.3441 0.1506 0.5896 0.2186 
rs59978396 0.0594 0.0184 0.5922 0.0207 0.0177 
rs59456072 0.0639 0.0202 0.5922 0.0226 0.0194 
rs7042742 0.7663 0.6516 0.5458 0.6853 0.6226 
rs56011832 0.6314 0.4937 0.6636 0.3662 0.6754 
rs6560637 0.5923 0.3239 0.9522 0.3207 0.4163 
rs117040488 0.6277 0.8576 0.3818 0.6805 0.9708 
rs145235137 0.2264 0.4510 0.0944 0.6833 0.3005 
rs10870085 0.3392 0.1810 0.3166 0.4169 0.1415 
rs78718864 0.4082 0.5911 0.2006 0.7124 0.4936 
rs117533136 0.5569 0.9681 0.2878 0.8327 0.9036 
rs181025844 0.0454 0.0168 0.6976 0.0141 0.0241 
rs11145785 0.6091 0.7717 0.3272 0.9452 0.6229 
rs944758 0.6416 0.8953 0.4038 0.4642 0.7342 
rs7021438 0.0772 0.0252 0.5922 0.0280 0.0242 
rs4880105 0.8169 0.5250 0.8637 0.5687 0.5584 
rs12682786 0.4063 0.3840 0.2248 0.6425 0.2598 
rs7030963 0.1435 0.1087 0.4312 0.0691 0.1757 
rs112785742 0.0590 0.0397 0.5188 0.0197 0.0943 
rs10116408 0.8320 0.9206 0.5458 0.9603 0.8829 
rs10115243 0.2901 0.1554 0.2876 0.4220 0.1157 
rs7046856 0.4365 0.3619 0.3213 0.4179 0.3203 
rs914749 0.4287 0.1952 0.6925 0.2353 0.2002 
rs146811809 0.8405 0.7167 0.6654 0.6877 0.7494 
rs7848167 0.3009 0.9916 0.1274 0.7632 0.7978 
rs112417797 0.8612 0.9848 0.5863 0.9554 0.9288 
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Tabela suplementar 7. Frequências de haplótipos derivadas do haplótipo 
rs2229971_rs11574891_rs9411207 

no  rs2229971   rs11574891  rs9411207 
Todos os 
indivíduos 

Peso 
normal 

Sobrepeso/ 
Obesidade 

1 A A T 4.03% 3.44% 4.25% 

2 A G C 57.02% 62.45% 54.97% 

3 A G T 0% 0% 0% 

4 G A C 0.05% 0% 0.07% 

5 G A T 30.49% 25.67% 32.30% 

6 G G C 1.52% 1.29% 1.61% 

7 G G T 6.88% 7.14% 6.79% 
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5.2 ARTIGO PARA SUBMISSÃO: Resposta integrada ao estresse em Leucemia 

Linfocítica Crônica 

 

Artigo referente ao estudo de células de LLC com mutação no gene NOTCH1 e sua 

resposta ao fármaco curcumina. O referido artigo deverá ser submetido em revista 

de grande impacto tendo o estudante de doutorado Estevão Carlos Silva Barcelos 

como primeiro autor. Segue a partir da próxima página o artigo na íntegra. 
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RESUMO  

Introdução: A ativação constitutiva da sinalização de NOTCH1 está associada ao 

pior prognóstico na Leucemia Linfocítica Crônica (LLC), e mutações recorrentes de 

NOTCH1 são responsáveis pela estabilização do estado de sinalização.  

Objetivo: Investigamos o efeito anti-LLC da curcumina e sua capacidade de interferir 

na resposta integrada ao estresse e na via de sinalização NOTCH1 em células 

primárias com mutação no gene NOTCH1 e no modelo murino de LLC Eμ-TCL1. 

Métodos: Foram analisados dados de expressão gênica de células com mutação em 

NOTCH1 em confronto com dados de células Wild-Type. Células primárias de LLC 

foram coletadas e cultivadas com curcumina para posterior análise com Western 

blotting e PCR em tempo real. Além disso, utilizamos o modelo murino de LLC Eμ-

TCL1 no tratamento com a curcumina.  

Resultados: A analise in silico da expressão gênica das células de LLC com 

mutação de NOTCH1 mostraram um aumento na expressão de genes envolvidos no 

estresse de Retículo Endoplasmático (RE) e resposta do estresse integrado (ISR). 

Após a exposição in vitro à curcumina, um composto natural que tem como alvo o 

estresse do ER, encontramos um ISR aumentado em células primárias com 

NOTCH1 mutado em comparação com células WT. Essa resposta foi precedida por 

uma liberação precoce de Ca2+ no citoplasma das células de LLC mutadas em 

NOTCH1, que pode desencadear e manter o estresse do RE. Além disso, a 

curcumina causou níveis mais elevados de apoptose em células de LLC portadoras 

da mutação de NOTCH1, independentemente da carga alélica, quando comparada 
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com células WT. A sinalização de NOTCH1 parece ser modulada após a exposição 

à curcumina. Em particular, as células de LLC mutadas em NOTCH1 mostraram 

redução na porção ativa de NOTCH1 (ICN1) e nas proteínas da família BCL2 anti-

apoptóticas (BCL2 e MCL1), e a combinação de curcumina com o venetoclax anti-

BCL2, parece ter um efeito sinérgico em células de LLC. Finalmente, a 

administração in vivo de curcumina no modelo Eμ-TCL1 reduziu significativamente a 

porcentagem de células leucêmicas CD5+/CD19+ infiltrantes no fígado e na medula 

óssea, com inibição concomitante da sinalização de NOTCH1 em células leucêmicas 

na medula óssea.  

Conclusão e perspectivas: Nossos resultados sugerem que a ativação de ISR 

induzida por estresse de RE e a inibição da sinalização de NOTCH1 convergem 

para a amplificação da morte de células de LLC e fornecem uma chave direcionável 

para o gerenciamento de LLC. 

Palavras-chave: Mutação de NOTCH1; resposta integrada ao estresse; resposta de 

proteína não dobrada; estresse de retículo endoplasmático; curcumina, LLC 

INTRODUÇÃO 

A sinalização de NOTCH1 desregulada está implicada na resistência a apoptose e 

na sobrevivência de células de leucemia linfocítica crônica (LLC) (ROSATI et al., 

2018b). O acúmulo do domínio intracelular de NOTCH1 (ICN1) e a subsequente 

estabilização da via de sinalização são frequentemente observados em células de 

LLC que abrigam mutações de NOTCH1. Como a lesão genética mais comum na 

LLC (aproximadamente 13-15% dos pacientes, no momento do diagnóstico 

(PUENTE et al., 2015; VAVROVA et al., 2017), a mutação de NOTCH1 é associada 

prognóstico desfavorável, refratariedade ao tratamento e maior risco de 

transformação em síndrome de Richter (ARRUGA et al., 2014; PUENTE et al., 2011; 

SPORTOLETTI et al., 2010). Assim, a compreensão dos mecanismos e vias 

associadas à ativação constitutiva da sinalização de NOTCH1 pode fornecer o 

desenvolvimento de uma estratégia terapêutica potencial de grande interesse no 

manejo da LLC. 

Dada a alta taxa de proliferação e subsequente aumento da demanda por síntese de 

proteínas, o direcionamento ao retículo endoplasmático (RE) oferece uma nova 
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abordagem terapêutica no tratamento da leucemia. Sob condições de estresse do 

Retículo Endoplasmático (RE), o acúmulo de proteínas não dobradas ou dobradas 

incorretamente no RE resulta na ativação da Resposta de Proteína Não Dobrada 

(UPR), seguida pela dissociação da proteína chaperona proteína regulada por 

glicose 78 (HSPA5 / GRP78, também conhecida como BiP) e subsequentemente 

ativação de três sensores ativadores de UPR: cinase ER semelhante a PKR (PERK), 

fator de transcrição 6 ativado (ATF6) e endonuclease 1α regulada por inositol (IREα). 

Assim, o estresse do RE e outros estímulos de estresse ativam a Resposta 

Integrada ao Estresse (ISR) para restaurar a homeostase celular, o que leva a 

indução de genes selecionados, como o fator de transcrição ATF4 e a inibição global 

da tradução de proteínas. No entanto, sob estresse severo e prolongado, esse 

programa homeostático pode conduzir a sinalização em direção à morte celular, por 

meio de interações com a proteína homóloga C / EBP pró-apoptótica (CHOP). UPR 

e ISR também são acompanhados por interrupção da homeostase do Ca2+ 

intracelular e regulação negativa das proteínas da família Bcl-2 anti-apoptóticas 

(Marciniak et al, 2004), conferindo uma maior sensibilidade à apoptose induzida por 

estresse no RE. 

Nossos estudos anteriores mostraram que as células de LLC exibem uma via 

apoptótica desencadeada por estresse do RE funcional que pode ser ainda mais 

potenciada por indutores de estresse do RE e uma UPR protetora contribuindo para 

a sobrevivência anômala das células de LLC, sugerindo que a via de estresse do RE 

/ UPR pode ser um alvo em CLL (Rosati 2010 Blood). Também demonstramos que o 

inibidor de γ-secretase I (GSI), usado para inibir a sinalização de NOTCH, induz nas 

células de LLC um forte efeito apoptótico mediado por uma via dependente do 

estresse do RE e inibição da ativação de NOTCH1 / 2, mesmo se a interação entre 

NOTCH e a via de estresse do RE / UPR não foram exploradas (Rosati 2013). 

Com base em todas as observações acima, formulamos a hipótese de que a 

indução de resposta do estresse integrado e consequente inibição de NOTCH1 

podem representar uma estratégia para controlar as células de LLC. Em outro 

contexto que não LLC, a curcumina exibiu atividade como indutor de estresse de RE 

e inibidor de NOTCH1. Assim, investigamos os efeitos da curcumina no contexto da 

LLC com desregulação na via de sinalização de NOTCH1. 
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MÉTODOS 

Fonte de dados, pré-processamento e análise diferencial 

 

Os dados de expressão gênica foram obtidos do banco de dados público do Centro 

Nacional de Informações sobre Biotecnologia GEO (Barrett, T. et al., 2013) com o 

número de acesso GSE131114, GSE75122 e GSE92626. Neste estudo, 

selecionamos 52 amostras; incluindo 21 amostras de LLC com mutação de NOTCH1 

e 31 amostras de NOTCH1 WT. Para manter a consistência ao longo do estudo, 

foram excluídas séries de amostras para ICN1 negativo ou mutações em outros 

genes. Dados de microarray normalizados foram transformados em log2 e 

fragmentos normalizados por quilobase de modelo de exon por milhão de leituras 

mapeadas (FPKM) contendo valores de dados de RNA-Seq foram transformados 

seguindo Mooney et al. (2013). Os dados RNA-Seq transformados foram 

combinados com conjuntos de dados de microarray com ID Entrez exclusivo. A 

função Combat do pacote SVA R (LEEK; JOHNSON, 2012) foi usada para ajustar os 

efeitos de lote conhecidos de conjuntos de dados combinados de diferentes GSEs. A 

análise do Rank Product foi usada para calcular os valores do Rank Product (RP) 

que foram baseados na fold change (FC) do rank usando o pacote RankProd R 

(Hong, 2006). A taxa de descoberta falsa (FDR) usando o método Benjamini-

Hochberg (BH) foi controlada em 0,01, abaixo da qual todos os genes foram 

extraídos representando listas de genes DE para cada comparação de dados de 

microarray e RNA-Seq. Como o produto de classificação é um método baseado em 

classificação e os valores de FC eram heterogêneos, um valor de FC maior do que 1 

foi identificado como genes DE regulados positivamente e menos de 1 identificado 

como genes DE regulados negativamente. O teste de correlação de pares de logFC 

dos genes DE para as duas comparações dentro e entre as duas tecnologias foi 

realizado usando o teste de correlação de ―Spearman‖ na base R. 

 

Ontologia genética (GO) e análise de enriquecimento de vias 

 

Para realizar a análise funcional da lista de genes resultante com o Gene Ontology 

(GO), as anotações foram realizadas usando o pacote clusterProfiler do 

Bioconductor em R (Yu, G., Wang, L.-G., Han, Y. & He, Q .-Y., 2012). O 
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enriquecimento funcional foi realizado para cada comparação contra as três 

categorias GO (BP, CC e MF). Genoma de anotação ampla, com base no 

mapeamento usando Entrez Gene Identifiers (―org.Hs.eg.db‖), o método do valor p 

ajustado foi Benjamini e Hochberg (BH), e os pontos de corte para os valores p e q 

foram definidos como 0,05 . Os termos GO redundantes foram eliminados usando a 

função ―simplificar‖ do pacote clusterProfiler. O último pacote também foi usado para 

visualizar algumas categorias e genes GO usando um gráfico de mapa de calor 

(heatplot) e uma rede circular (cnetplot). O enriquecimento da via da Enciclopédia de 

Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) também foi realizado. 

 

Análise de enriquecimento de conjunto de genes (GSEA) 

 

A análise de enriquecimento do conjunto de genes (GSEA) foi realizada usando o 

método pré-classificado na implementação GSEA Java. A lista de genes, organizada 

por escores z em ordem decrescente, foi usada como conjuntos de genes pré-

classificados e convertidos para o formato de lista de classificação de acordo com 

Jung et al. (Jung et al., 2018). Genes Hallmark do banco de dados de assinaturas 

moleculares (MsigDB, http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb) foram usados 

como conjuntos de genes (Liberzon et al., 2015). 

 
Isolamento de células de LLC 

 

Amostras de sangue periférico foram obtidas de pacientes com LLC não tratados. 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a Declaração de Helsinque 

e aprovados pelo Comitê de Revisão Institucional da Universidade de Perugia. As 

características do paciente são descritas na Tabela Suplementar S1. As células de 

LLC foram isoladas de sangue total usando centrifugação em gradiente de 

densidade Ficoll seguida por rosetagem de eritrócitos de ovelha. Resumidamente, 

este procedimento permitiu a separação de células leucêmicas B não rosetadas 

altamente purificadas (93,8 ± 2,7% CD5+ / CD19+) de células T rosetadas. A pureza 

das células foi avaliada por análise de citometria de fluxo (EPICS-XLMCL; Beckman 

Coulter, Fullerton, CA) usando anticorpos monoclonais anti CD45, CD19, CD5, 

CD11b, CD3 (mAb) em 7AAD negativo (todos da Beckman Coulter). Os casos de 
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LLC foram caracterizados quanto ao status mutacional IGHV, SF3B1 e MYD88, as 

principais anormalidades citogenéticas descritas (DÖHNER et al., 2000; GHIA et al., 

2007; PATNAIK et al., 2012). 

 

Status mutacional de NOTCH1 

 

A carga alélica de NOTCH1 em células de LLC foi determinada por PCR específico 

de alelo (AS-PCR) e PCR digital (ddPCR) conforme descrito anteriormente (DI IANNI 

et al., 2018). 

 

Cultura de células e tratamento com a curcumina 

 

Células de LLC colhidas a fresco ou congeladas de forma viável foram ressuspensas 

em meio RPMI 1640 suplementado com 10% ou 20% de soro humano inativado por 

calor (FBS, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), L-glutamina 2mM e 100U / ml 

penicilina / 100μg / ml estreptomicina a 37 ° C em atmosfera umidificada de 5% de 

CO2. Para ativar especificamente a sinalização de Notch1, 2x106 células / ml foram 

tratadas com EDTA 0,5 mM por 1 h. As células de LLC foram tratadas com veículo 

(dimetilsulfóxido) ou curcumina (Sigma-Aldrich) adicionado diretamente ao meio em 

diferentes momentos. 

 

Análise de citometria de fluxo 

 

As células apoptóticas foram enumeradas por citometria de fluxo em um analisador 

FACSCalibur (BD Biosciences) após coloração com Anexina-V-APC / Iodeto de 

Propídio (Immunotech, Beckman Coulter) realizada de acordo com as instruções do 

fabricante. Os resultados foram expressos como a porcentagem de células viáveis 

(AnV- / PI-) ou apoptóticas (An+ / PI- ou AnV+ / PI+) em relação ao controle tratado 

com veículo. A medição do fluxo de Ca2+ foi realizada usando o kit de ensaio de 

cálcio Fluo-4 DirectTM (Life technologies, Thermo Scientific, Eugene, Oregon, EUA) 

seguindo o protocolo do fabricante. A análise dos dados foi realizada com o software 

FlowJo versão 10 (FlowJo, LLC, Ashland, OR, EUA). 

 



108 
 

 

Western blotting 

 

A análise de Western blot foi conduzida com protocolos previamente relatados. Em 

resumo, em cada ponto de tempo, as células foram coletadas e lavadas com PBS. 

As proteínas de células inteiras foram extraídas por tampão de lise RIPA frio 

contendo coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich). A concentração de 

proteína foi determinada pelo ensaio de Bradford e fracionada por SDS-PAGE e 

eletrotransferida para uma membrana de nitrocelulose (Millipore). Os blots foram 

bloqueados e incubados com anticorpos primários durante a noite a 4ºC, e então 

visualizados com substrato quimioluminescente Supersignal (Thermo Fisher 

Scientific) em filme de raios-X. A quantificação densitométrica da intensidade do 

sinal em relação ao controle de carregamento GAPDH foi realizada usando o 

software Quantity One. 

 

Reação em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR) 

 

O RNA total foi extraído das células usando RNeasy Micro Kit® (Qiagen, Hilden, 

Alemanha). Um kit PrimeScript ™ RT Master Mix (Takara Biotechnology Co., Ltd.) foi 

usado para sintetizar cDNA conforme as instruções do fabricante e RT-PCR foi 

realizado com PCR Master Mix Power SYBER Green (Applied Biosystem, 

Warrington, Reino Unido) usando o 7900HT fast Sistema PCR em tempo real 

(Biossistema Aplicado). Os níveis de expressão relativa do mRNA foram calculados 

usando o método 2 − ΔΔCq e normalizados para GAPDH. 

 

Modelo de camundongos Eu-TCL1 

 

Os camundongos foram mantidos em condições específicas livres de patógenos e 

os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado pelo Comitê 

Universitário para o Cuidado Ético e Uso de Animais em Experimentos. 

Camundongos Eµ-TCL1 mais velhos (8 meses de idade, CD5+ / CD19+ (%) 

periférico = 5 ± 3,25) com alta carga de LLC no sangue periférico foram identificados 

examinando a porcentagem de células de LLC em PBMCs. Estes camundongos 

foram tratados diariamente por 8 semanas com curcumina (50 mg / kg) administrada 
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diariamente por injeção intra-peritoneal. O grupo de controle recebeu i.p. injeções 

com óleo de milho (Sigma-Aldrich), usado como veículo. O desenvolvimento de LLC 

foi seguido por hemograma completo e medições de citometria de fluxo no sangue 

periférico com sangramentos mensais. No sacrifício, o peso do rato e o tamanho do 

baço foram medidos. Sangue periférico, medula óssea, baço, fígado e gânglios 

linfáticos foram analisados por citometria de fluxo. Os lisados do baço e da medula 

óssea foram analisados em western blotting. O baço inteiro do veículo e dos 

camundongos tratados foi injetado em camundongos C57BL / 6 imunocompetentes 

e eles foram monitorados para CD5+ / CD19+ (%) periférico por citometria de fluxo e 

taxa de sobrevivência. A sobrevivência geral dos animais foi estimada pela análise 

de Kaplan-Meier. 

 

Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com GraphPad Software (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados são apresentados como média ± DP e 

as diferenças estatísticas entre os valores médios foram avaliadas usando testes 

não paramétricos como Wilcoxon para dados pareados e Mann-Whitney para dados 

não pareados. Os resultados foram indicados como significativos e marcados da 

seguinte forma: * P ≤ 0,05; ** P ≤ 0,01; *** P ≤ 0,001. 

 

RESULTADOS 

Células de LLC com NOTCH1 mutado exibem uma assinatura gênica de 

estresse de Retículo Endoplasmático e Resposta integrada ao estresse 

alterada 

Para identificar vias candidatas diferencialmente expressas em amostras de LLC 

com NOTCH1 mutado versus tipo selvagem (WT), analisamos o dataset GSE75122 

com dados de expressão gênica extraídos do Gene Expression Omnibus (GEO). A 

análise de Enriquecimento de Conjunto de Genes (GSEA) destacou o 

enriquecimento de" Resposta de Proteína Não Dobrada "(UPR) na expressão gênica 

de NOTCH1 mutado versus amostras de LLC WT (FDR = 0,13, FWER = 0,1, P-valor 

= 0.008) (Figura 1A). Após isso, combinamos este dataset com outros dois, todos 
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com dados independentes (GSE131114 e GSE92626, Tabela suplementar1). Os 

três conjuntos de dados independentes continham coletivamente 21 amostras 

mutadas em NOTCH1 e 31 amostras não mutadas de LLC. Os resultados da análise 

de cluster de genes expressos diferenciais (DEGs) ajustados para efeitos em lote 

mostraram uma lista classificada de 620 genes desregulados entre NOTCH1 mutado 

em comparação com amostras de LLC WT que eram comuns nos três conjuntos de 

dados (pfp <0,05), incluindo 455 suprarregulados e 165 genes regulados 

negativamente (Tabela suplementar 2). A análise da via da ontologia do gene 

evidenciou que DEGs eram termos significativamente enriquecidos relacionados à 

função ER, incluindo "localização de proteína na membrana ER", "estabelecimento 

de localização de proteína em ER", "direcionamento de proteína em ER", 

"direcionamento de proteína cotranslacional dependente de SRP na membrana ‖e― 

UPR mediada por PERK. Como mostrado na figura 1B, destacamos a análise de 

redes de interação dos genes com a resposta integrada ao estresse (ISR) e 

processos relacionados com a produção de proteína. No total, esses dados sugerem 

que o UPR / ISR é uma marca registrada de LLC com mutações em NOTCH1. 
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Figura 1. A assinatura de estresse UPR / ISR é enriquecida em células LLC mutadas em 

NOTCH1. (A) Plot de enriquecimento do GSEA para UPR usando amostras do banco de 

dados GSE75122. (B) Enriquecimento do conjunto gênico baseado na ontologia gênica 

(processo biológico), com posterior análise da rede (pfp <0,05). As linhas refletem a via de 

enriquecimento. Os conjuntos de genes são codificados por cores de acordo com sua 

função ampla. 

Células de LLC mutadas para NOTCH1 são mais sensíveis ao estresse do RE / 

UPR / ISR induzido 

Para examinar o comportamento das células primárias de LLC sob condições 

induzidas por estresse UPR / ER, desafiamos células com mutação em NOTCH1 e 
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WT com o composto natural curcumina, uma vez que estudos anteriores mostraram 

sua capacidade de interferir na homeostase do RE em outros tipos de células (LI et 

al., 2018; MOUSTAPHA et al., 2015). Tratamos as células primárias derivadas de 

pacientes com LLC (Tabela suplementar 3) com 15 μM de curcumina e examinamos 

a expressão de marcadores associados ao estresse do RE / UPR / ISR 

selecionados. Curiosamente, os níveis de mRNA dos marcadores PERK, ATF4 e 

GADD34 foram significativamente maiores em NOTCH1 mutado em comparação 

com células WT sob tratamento com curcumina e normalizado para o respectivo 

controle DMSO (Figura 2A). A análise de Western blot confirmou a superexpressão 

da proteína ATF4 e mostrou uma porcentagem aumentada da proteína chaperona 

de estresse do RE GRP78 / BiP (Fig. 2B). Em seguida, analisamos os efeitos da 

curcumina na ativação da proteína homóloga da proteína de ligação ao intensificador 

do fator de transcrição CCAAT (CHOP), que desempenha um papel importante na 

apoptose induzida pelo estresse. Notavelmente, as células com mutação de 

NOTCH1 mostraram um aumento significativo de ambos os níveis de mRNA e 

proteína de CHOP após 24h de tratamento com curcumina, indicando uma 

sinalização pró-apoptótica de PERK / ATF4-CHOP mais elevada (Fig. 2C) do que as 

células WT. 

O distúrbio do RE também foi implicado na ativação específica da proteína caspase-

4 da membrana do RE, desempenhando um papel essencial na resposta apoptótica 

ao estresse do RE em LLC (ROSATI et al., 2010, 2012). A análise de WB da 

caspase-4 mostrou que as células com mutação de NOTCH1 exibiram um aumento 

marcante da subunidade ativa de 20 kDa em comparação com as células NOTCH1 

WT após o tratamento com curcumina. A ativação da caspase-4 ocorreu de maneira 

dependente do tempo, atingindo um pico em 6 horas, seguido por uma redução da 

forma ativa e da pró-enzima em 24 horas (Fig. 2D). Dado que em células de LLC, a 

caspase-4 inicia uma cascata envolvendo a ativação da caspase-3 (ROSATI et al., 

2010), essencial para a amplificação de feedback de eventos apoptóticos a 

montante (MCCOMB et al., 2019), analisamos a expressão desta caspase efetora. 

Apenas células com mutação de NOTCH1 sob tratamento com curcumina exibiram 

uma expressão marcada de produtos de caspase-3 clivada que apareceu com uma 

cinética semelhante à da caspase-4 (Fig. 2D). Além disso, analisamos o produto de 

clivagem da caspase da proteína BAP31 da membrana do RE na subunidade 
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BAP20 pró-apoptótica, um comunicador de sinais de apoptose do RE para a 

mitocôndria e responsável pela sensibilização a apoptose (KOCZIAN et al., 2019). 

Descobrimos que as células com mutação de NOTCH1 mostraram níveis 

aumentados significativos de BAP20 quando comparadas ao DMSO de controle, 

enquanto as células NOTCH1 WT tratadas com curcumina mostraram apenas um 

aumento marginal de BAP20, sugerindo uma interação potencial RE / mitocôndria na 

presença de mutações em NOTCH1 na LLC (Fig. 2E). Ao todo, esses dados 

mostram que a presença da mutação de NOTCH1 torna as células de LLC 

incapazes de neutralizar o estresse do RE. 
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Figura 2. A resposta ao estresse do RE / UPR / ISR difere entre células de LLC mutadas 

para NOTCH1 e células WT após o tratamento com curcumina. Células de LLC primárias (2 

x 106 células / mL) foram tratadas continuamente com 15 µM de curcumina ou veículo 

(DMSO). (A) Os gráficos de barras mostram que a expressão transcricional de PERK, ATF4 

e GADD34 foi avaliada por PCR em tempo real (n = 5, por grupo), após 6h de incubação. (B) 

Os lisados de células inteiras de células LLC após 24 horas de tratamento foram coletados e 

analisados por Western blot para determinar o efeito nos níveis de proteína ATF4 e GRP78 / 

BiP (C). Os resultados são representativos de n = 5, por grupo. (D) Cinética da expressão 

gênica de CHOP e proteína após 24h de incubação com curcumina. (E) Cinética da ativação 

da caspase-4 e caspase 3. (F) Clivagem de Bap31 após 24h de incubação com curcumina. * 

P <0,05, ** P <0,01. 

Células de LLC mutada para NOTCH1 mostraram perturbações precoces da 

homeostase do Ca2+  

A homeostase do cálcio representa um evento-chave na progressão do estresse do 

RE. Assim, investigamos a influência desse evento precoce à indução de estresse 

de RE. A análise de Ca2+ intracelular revelou níveis significativamente aumentados 

de Ca2+ citosólico após o tratamento com curcumina de células mutadas em 

NOTCH1 quando comparados com o controle DMSO, indicando uma forte 

perturbação na homeostase de Ca2+. Em células NOTCH1 WT, a curcumina 

aumentou apenas marginalmente os níveis de Ca2+ citosólico (Fig.3), e em células 

com a mutação em NOTCH1, houve um aumento significativo de Ca2+ citosólico, o 

que pode aumentar a sensibilidade à indução de estresse de RE em células de LLC 

mutadas para NOTCH1. 

 

Figura 3. Liberação precoce de Ca2+ após incubação com a curcumina. Células de LLC com 

mutação de NOTCH1 e WT foram incubadas com curcumina ou DMSO (controle) após um 
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minuto de aquisição pelo citômetro. O gráfico mostra a diferença significativa de Ca2+ 

citoplasmático nas células após a incubação com curcumina. 

A mutação de NOTCH1 está associada a alta apoptose de células de LLC após 

indução de estresse de RE 

O estresse do RE pode mediar muitos processos celulares, incluindo a morte celular 

por apoptose sob estresse severo ou falha de resposta adaptativa. A curcumina 

pode sensibilizar as células a apoptose devido à sua capacidade de causar estresse 

no RE (PAE et al., 2007). Para avaliar o efeito citotóxico da curcumina em células 

leucêmicas, testamos diversas concentrações e examinamos a apoptose em células 

isoladas de 10 pacientes com LLC. A apoptose avaliada pela dupla positividade da 

anexina V / PI mostrou um efeito de resposta dependente da concentração após o 

tratamento com curcumina por 24 h, tendo variabilidade da resposta citotóxica entre 

as amostras de pacientes. Notavelmente, em amostras mutadas de NOTCH1, a 

curcumina induz um aumento significativo nas células apoptóticas precoce e tardia 

nas concentrações de 15 e 20 μM em comparação ao controle DMSO, enquanto nas 

amostras de NOTCH1 WT, o aumento da apoptose não foi significativo nas 

concentrações de curcumina testadas (Fig 4A e 4B). Para investigar ainda mais o 

efeito da curcumina em células de LLC mutadas para NOTCH1, estratificamos as 

amostras mutadas de acordo com um limite de frequência de alelo de 12% (NADEU 

et al., 2016; ROSATI et al., 2018b) e as subdividimos em alta e baixa carga alélica 

(NOTCH1 M high e M low), enquanto as amostras NOTCH1 com uma razão alélica 

<0,03% foram consideradas NOTCH1 WT (N = 12). Como mostrado na figura 4C, a 

taxa de apoptose de NOTCH1 M low (N = 13) e NOTCH1 M high (N = 9) exposto à 

curcumina foi significativamente maior em comparação com as células NOTCH1 WT 

(59,2% e 62,3% em comparação com 29,3%, respectivamente) (P = 0.0024 e P = 

0.0009, respectivamente). Estes dados indicaram que a resposta induzida ao 

estresse do RE foi independente da carga mutacional de NOTCH1. De acordo com o 

ensaio de anexina V / PI, a análise de WB do marcador apoptótico PARP mostrou 

que a curcumina induziu uma clivagem significativa da proteína em células de LLC 

mutadas para NOTCH1 em comparação com o controle DMSO (P = 0.03), enquanto 

que em células NOTCH1 WT o efeito não foi significativo (Fig.4D). Em conjunto, 

esses resultados indicam que o status mutacional de NOTCH1 influencia a 
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suscetibilidade das células de LLC a apoptose mediada pelo estresse do RE 

induzida pela curcumina. 

Na LLC, o Bcl-2 contribui para a sobrevivência anormal das células leucêmicas e 

representa um alvo terapêutico para o medicamento anti-Bcl2 Venetoclax, 

atualmente usado na prática clínica. Assim, testamos os efeitos da curcumina e 

venetoclax em células de LLC mutadas em NOTCH1, demonstrando um aumento 

significativo da citotoxicidade por combinações de drogas (Figura 4E).  
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Figura 4. As células primárias LLC NOTCH1 mutadas exibem alta sensibilidade após o 

tratamento com curcumina. (A) Resposta à dose antileucêmica de curcumina em células 

LLC primárias avaliadas pelo ensaio de ligação de Anexina-V / PI. As populações que 

testaram anexina V positiva / PI negativa foram classificadas como células apoptóticas em 

estágio inicial, e células duplamente positivas foram classificadas como células apoptóticas 
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em estágio avançado. (B) Gráfico de % de células (vivas, em apoptose precoce e tardia e 

necrose) após incubação com curcumina por 24h em relação às células incubadas com 

DMSO. (C) % de células apoptóticas. Os símbolos representam NT1 WT (n = 11) e NT1 M 

com uma carga de mutação baixa (n = 13) ou alta (n = 16) de células de LLC. (D) Analise de 

clivagem de PARP por western blot nos diversos subgrupos (NT1-WT, n = 6; NT1-Mlow, n = 

6; NT1-Mhigh, n = 6). (E) % de células apoptóticas tratadas com curcumina, venetoclax 

(2nM) e a combinação de curcumina e venetoclax. Análise estatística realizada pelo teste 

não paramétrico de Wilcoxon pareado. * p <0.05 e ** p <0.01.  

A indução de estresse UPR / ER resultou em regulação negativa de sinalização 

de NOTCH1 em LLC mutado para NOTCH1 

Avaliamos se os efeitos antitumorais da indução de estresse do RE / UPR 

desencadeada pela curcumina estavam associados à inibição de NOTCH1. Para 

este fim, primeiro medimos a expressão do mRNA de NOTCH1 em células de LLC 

primárias após 3h de exposição à curcumina. Os resultados mostraram que a 

transcrição de NOTCH1 foi significativamente reduzida em células com mutação 

NOTCH1 (P <0.002, n = 7), ao passo que foi apenas marginalmente afetada em 

células NOTCH1 WT (Fig. 5A). Em seguida, examinamos o efeito da curcumina na 

ativação de NOTCH1, realizando a análise de WB da expressão do ICN1 clivado. 

Conforme mostrado na Figura 5B, os níveis de ICN1 foram significativamente 

diminuídos em LLC mutado em NOTCH1. Para testar ainda mais a capacidade da 

curcumina de inibir a ativação da sinalização de NOTCH1, analisamos os níveis de 

genes alvo da transcrição de NOTCH1 após a exposição a este composto. Usando a 

transcrição reversa quantitativa-PCR, encontramos níveis de mRNA 

significativamente diminuídos de HES1 e DTX1 em LLC mutado em NOTCH1. Por 

outro lado, a curcumina induziu um acúmulo significativo de proteína ICN1, e mRNA 

de HES1 e DTX1 em células NOTCH1 WT (p = 0.0078) ( Fig. 5B e 5C). Além disso, 

investigamos o efeito da curcumina em MCL1, um membro Bcl-2 pró-sobrevivência 

que é conhecido pela associação às respostas UPR e estresse de RE e ativação de 

sinalização de NOTCH1. A análise de WB mostrou que a curcumina reduziu a 

expressão de MCL1 em células com mutação de NOTCH1, enquanto os níveis são 

mais elevados em células NOTCH1 WT em comparação com DMSO de controle 

(Fig. 5D). Notavelmente, houve uma correlação positiva significativa entre os níveis 

de ICN1 e MCL1 induzidos pela curcumina (p = 0.0006; Fig. 5E), reforçando a 
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relação entre a sinalização de NOTCH1 e MCL1 em células de LLC. No geral, esses 

resultados sugerem um papel para a via NOTCH1 na resistência a apoptose 

induzida por estresse de RE. 

 

Figura 5. Expressão e ativação de NOTCH1 após cultura in vitro. (A) avaliação qRT-PCR 

dos níveis de mRNA de NOTCH1 de células de LLC primárias NOTCH1-WT (n = 5) e 

células de LLC primárias NOTCH1-mutadas (n = 7) após 3h de cultura com curcumina 

(15μM) ou controle de DMSO. (B) Análise de Western blot de ICN1 em lisados celulares 

totais cultivados com curcumina ou DMSO em NOTCH1-WT e células primárias de LLC 
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mutadas. Gráfico que representa dados cumulativos de quantificação de intensidade de 

banda de ICN1-WT (n = e -mutado após cultura de 24h com curcumina ou DMSO. 

A indução de estresse de RE / UPR / ISR desencadeou efeitos antileucêmicos 

associados à inibição de NOTCH1 em camundongos Eμ-TCL1 

Os camundongos transgênicos TCL1 representam um modelo de LLC pré-clínico 

amplamente usado no qual a resposta ao estresse de RE é ativada de forma 

aberrante (KRISS et al., 2012). Nestes camundongos, a análise de WB de células 

CD5+ CD19+ revelou uma expressão mais elevada da proteína ICN1 juntamente com 

níveis incrementados de mRNA dos genes-alvo de NOTCH1: HES1 e DTX1 em 

comparação com células B de baços de ninhada de tipo selvagem (Fig. 6A e B). 

Para a análise da atividade da curcumina em células B esplênicas de camundongos 

Eμ-TCL1, células B CD19+ purificadas foram cultivadas com anti-CD40 e IL-4 para 

estimulação. Após a exposição à curcumina, as células estimuladas apresentaram 

níveis elevados de ATF4 e CHOP em relação ao controle de DMSO (Fig. 6C). No 

geral, os camundongos Eμ-TCL1 imitam as alterações encontradas em células CLL 

mutadas em NOTCH1 em pacientes humanos, representando assim uma plataforma 

adequada para investigar a atividade anti-CLL in vivo da curcumina como indutor de 

estresse de RE por meio de direcionamento de NOTCH1. Para tanto, camundongos 

com oito meses de idade foram tratados com injeção intraperitoneal de curcumina ou 

veículo por 8 semanas e foram submetidos a análises seriadas de sangue periférico. 

A curcumina evitou o aumento da porcentagem de células leucêmicas CD5+ CD19+ 

que se expandiram progressivamente em camundongos que receberam veículo (Fig. 

6D). Os camundongos tratados com curcumina apresentaram dimensões esplênicas 

reduzidas em comparação com o veículo (Fig. E). Concomitantemente, como 

mostrado na figura 6F, as células CD5+ CD19+ que infiltram a medula óssea e o 

fígado de camundongos tratados com curcumina foram significativamente reduzidas 

em comparação com os veículos (n = 4 vs n = 4; P <0,05, ambos). Em seguida, 

analisamos se os efeitos anti-CLL estavam correlacionados a alterações da 

atividade de NOTCH1 em células leucêmicas BM de camundongos Eμ-TCL1. As 

células CD5+ CD19+ classificadas mostraram níveis de proteína ICN1 

significativamente mais baixos e uma tendência à expressão reduzida de HES1 em 
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camundongos tratados com curcumina em comparação com o veículo (n = 4, P 

<0,05 e P <0,01, respectivamente, Fig. 6G). 

Finalmente, avaliamos os efeitos do tratamento com curcumina na sobrevivência de 

camundongos Eμ-TCL1. A curva de sobrevivência de Kaplan-Meier revelou que 

camundongos tratados apenas com veículo (n = 8) sucumbiram significativamente 

mais cedo do que camundongos tratados com curcumina (n = 8, P = 0,04, Fig. 6H), 

demonstrando o potencial da curcumina no manejo de LLC . 

 

Figura 6. A curcumina suprime o desenvolvimento de células leucêmicas (CD5 + / CD19 +) e 

reduz a sinalização de NOTCH1 em camundongos Eμ-TCL1. (A e B) Análise de Western 



122 
 

 

blot de análise de ICN1 e qRT-PCR para HES1 e DTX1 em BM e baços derivados de 

camundongos WT (n = 3) e Eμ-TCL1 (n = 3). Os resultados mostraram que os níveis de 

ICN1 e os alvos a jusante do mRNA HES1 e DTX1 foram aumentados no baço Eμ-TCL1 e 

nos lisados BM em relação ao WT. (C) As células B CD19 + foram estimuladas com CD40 + 

e IL-4 por 24h e cultivadas com curcumina (15 e 7,5μM) por 6h. A análise de Western blot 

de ATF4 e CHOP mostrou valores aumentados em células tratadas com curcumina. (D) 

Camundongos Eμ-TCL1 de oito meses foram injetados intraperitonealmente com curcumina 

(50mg / kg / dia) dissolvido em veículo (óleo de milho) ou veículo sozinho diariamente por 8 

semanas e avaliados de acordo com o esquema descrito em D. Expansão de CD5 + CD19 + 

as células do sangue periférico (n = 4 por grupo) foram avaliadas por citometria de fluxo nos 

momentos indicados (teste de Wilcoxon pareado, média ± SEM). (E) Dimensões do baço de 

camundongos tratados com veículo e curcumina (F) Acúmulo de células CD5 + CD19 + no 

fígado e BM de camundongos Eμ-TCL1 tratados com curcumina ou veículo sozinho (n = 4, 

por grupo) avaliada por citometria de fluxo após 70 dias após o início do tratamento 

(conforme representado por um asterisco no esquema). (G) Análise de Western blot de 

células CD5 + CD19 + classificadas de BM, indicando redução significativa da expressão de 

ICN1 (n = 4, por grupo) e uma tendência de redução para HES1 (n = 3, por grupo). (H) 

Gráfico de sobrevivência Kaplan-Meier de camundongos Eμ-TCL1 tratados com curcumina 

(n = 8) ou veículo sozinho (n = 8) de dois experimentos independentes. * P <0,05, ** P 

<0,01. 

DISCUSSÃO 

Mutações em NOTCH1 surgiram como uma das alterações somáticas mais 

frequentes em LLC, que aumentam a estabilidade de ICN1 e desempenham um 

papel importante na resistência à apoptose e proliferação de células de LLC. Além 

disso, os pacientes com LLC portadores de mutações em NOTCH1 mostram uma 

resistência acentuada à atual imunoquimioterapia. Compreender as alterações que 

fundamentam a sobrevivência / crescimento anormal de células de LLC com 

mutação de NOTCH1 fornece o potencial para desenvolver estratégias terapêuticas 

eficazes. 

Nossa análise de expressão gênica revelou que os genes envolvidos em UPR e 

estresse de RE foram significativamente enriquecidos nas células de LLC com 

NOTCH1 mutado em comparação com NOTCH1 WT, sugerindo que esta assinatura 

gênica alterada pode influenciar a sensibilidade das células leucêmicas aos 
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indutores de estresse de RE, com efeitos na viabilidade celular. Para testar essa 

hipótese, exploramos o composto natural curcumina, conhecido por provocar 

estresse no RE e por ter baixa toxicidade e potencial para ser usado no tratamento 

do câncer. Descobrimos que a curcumina desencadeou a ativação de vários 

mediadores de estresse de RE / UPR e induziu apoptose em células de LLC. 

Surpreendentemente, tanto o estresse de RE / UPR e respostas apoptóticas foram 

muito mais marcadas em NOTCH1 mutado em comparação com NOTCH1 WT, 

sugerindo que a presença de mutação em NOTCH1 torna as células de LLC mais 

suscetíveis à apoptose desencadeada por estresse do RE. Especificamente, a 

curcumina aumentou a ativação de duas vias importantes pró-apoptóticas 

associadas ao estresse de RE, o eixo PERK-ATF4-CHOP (NG; CHNG; KHAN, 2011) 

e a cascata da caspase4 / caspase3. Além de ativar as vias pró-apoptóticas, a 

curcumina também aumentou a expressão do componente protetor UPR GRP78 / 

BiP. É bem conhecido que GRP78 / BiP, na fase inicial da resposta ao estresse de 

RE lida com perturbações no RE para restaurar o funcionamento normal do RE, mas 

quando o estresse é severo ou prolongado, ele evolui para um programa de morte 

celular. A possibilidade de que a apoptose de células de LLC induzida por curcumina 

involva a interação RE-mitocôndria é apoiada por dados que mostram, 

particularmente em células mutadas em NOTCH1, que a proteína de membrana do 

RE BAP31 é clivada na pró-apoptótica BAP20, conhecida por desencadear sinais 

dependentes de Ca2+ para mitocôndrias (Breckenridge DG, Shore GC 2003). 

Nossos resultados também mostraram que o estresse de RE induzido pela 

curcumina envolveu um aumento nos níveis de Ca2+ citosólico, que de forma 

semelhante aos outros efeitos induzidos pela curcumina, foi mais pronunciado em 

NOTCH1 mutado em comparação com células NOTCH1 WT. Foi demonstrado em 

outras células tumorais que a curcumina perturba a homeostase do Ca2+ intracelular 

induzindo a liberação de Ca2+ do RE para o citoplasma, onde o Ca2+ pode propagar 

sinais apoptóticos para a mitocôndria (Ludivine Walter 2005). Um mecanismo 

adicional pelo qual a curcumina pode perturbar a homeostase do Ca2+ induzindo 

apoptose dependente do estresse do RE é a inibição do transporte de Ca2+ 

dependente de SERCA para o RE (Lu Wang Molecular Cancer therapeutics 2011). 

Curiosamente, neste contexto, foi recentemente demonstrado que o novo modulador 

SERCA seletivo CAD204520 teve um efeito antileucêmico mais forte em linfoblastos 
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T-ALL portadores de mutações nos domínios HD e PEST em NOTCH1 em 

comparação com NOTCH1 WT, sugerindo o potencial da inibição de SERCA como 

um agente terapêutico contra câncer dependente de NOTCH1 (Marchesini et al., 

2020). Além disso, estudos de cinética indicaram que os efeitos da curcumina nas 

vias de estresse de RE / UPR foram acompanhados por uma inibição rápida do 

proteassoma que pode contribuir para o estresse de RE, como mostrado em outras 

doenças malignas. 

Notavelmente, neste estudo, mostramos que os níveis elevados de apoptose 

induzidos pela curcumina em células de LLC mutadas com NOTCH1 foram 

associados a uma forte redução nos níveis da proteína ICN1 em comparação com o 

DMSO de controle. Mesmo os níveis de mRNA de NOTCH1 e de seu alvo HES1 e 

DTX, bem como a expressão da proteína Mcl1, conhecida por ser regulada por 

NOTCH1 em células de LLC, foram reduzidos pela curcumina. Por outro lado, em 

células NOTCH1 WT, a curcumina induziu um aumento da expressão da proteína 

ICN1 e Mcl-1 e do mRNA HES1 ou DTX, e apenas afetou marginalmente o transcrito 

de NOTCH1. O efeito diferente da curcumina na expressão da proteína ICN1 

mutada e WT poderia depender da inibição da atividade do proteassoma induzida 

pela curcumina em células de LLC. O ICN1-WT é uma proteína com meia-vida curta 

rapidamente degradada pelo proteassoma e, portanto, pode se acumular após a 

inibição do proteassoma pela curcumina. A ICN1 mutada é uma proteína mais 

estável devido à falta do domínio PEST e, portanto, pode não ser influenciada pela 

inibição do proteassoma e regulada pela curcumina por meio de um mecanismo 

diferente. Um mecanismo que pode contribuir para reduzir a expressão de ICN1 

mutado pode ser uma redução da transcrição do gene, como sugerido pelos níveis 

diminuídos de mRNA de NOTCH1. 

Além disso, sob condições de estresse de RE sustentado, o UPR desencadeia a 

apoptose em parte por meio da regulação transcricional da família Bcl-2. As células 

tratadas com curcumina apresentaram redução nos níveis de proteínas da família 

Bcl-2, efeito descrito em células de LLC e outros cânceres. No entanto, a expressão 

de Mcl-1 foi reduzida em LLC com mutação de NOTCH1 e aumentada em células 

WT, um mecanismo de regulação de NOTCH1 previamente descrito por nosso grupo 

(FALCO et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que a ativação de ATF4 medeia o 
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acúmulo indesejado de Mcl-1 pela inibição do proteassoma, e sua eliminação foi 

paralela à regulação negativa de Mcl-1 (HU et al., 2012). Além disso, o estresse de 

RE sensibiliza as células à morte por meio da regulação negativa de Mcl-1 e da 

regulação positiva dependente de PERK do receptor de morte TRAIL (ROSA; 

MAHO; ABELARDO, 2012). Ao direcionar o Bcl-2, o tratamento de combinação de 

venetoclax e curcumina foi considerado altamente sinérgico em células mutadas 

NOTCH1 e células NOTCH1 WT parecem ser menos sensíveis para drogas 

combinadas. Essa heterogeneidade de resposta pode ser explicada, pelo menos em 

parte, pelo mecanismo de resistência ao venetoclax mediado pelo acúmulo de Mcl-1. 

A superexpressão crônica de TCL1 em camundongos Eμ-TCL1 ativa a resposta ao 

estresse ER e apóia a progressão maligna de CLL (KRISS et al., 2012). A ativação 

diferente da sinalização de NOTCH1 em Eμ-TCL1 em relação aos camundongos WT 

também pode ser parcialmente explicada pela indução dessa resposta ao estresse. 

Finalmente, a administração de curcumina em Eμ-TCL1 está relacionada com a 

diminuição da porcentagem de células CD5 + / CD19 + do sangue periférico e 

órgãos linfoides e com a taxa de sobrevivência prolongada. Assim, o direcionamento 

da sinalização ISR e NOTCH1 deve fornecer orientação adicional sobre a 

terapêutica anticâncer e a curcumina, sendo um componente natural do produto 

alimentar, poderia se tornar um adjuvante para os agentes terapêuticos atualmente 

disponíveis para CLL se sua utilidade e utilidade terapêutica pudessem ser 

estabelecidas por meio de procedimentos pré-clínicos adicionais e estudos clínicos. 
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DADOS SUPLEMENTARES 

 

 

Tabela suplementar 1. Características dos indivíduos estudados incluídos na análise bioinformática. 
 

      No. Acesso GEO Amostras NOTCH1 M*/WT Tecido Plataforma  

GSE92626 n = 57 10/12 Sangue periférico Illumina HiSeq 2500  

GSE75122 n = 10 5/5 Sangue periférico 

 
Agilent-014850 Whole  
Human Genome  
Microarray 4x44K  
G4112F  

GSE137024 n = 28 6/13 Sangue periférico 

Agilent-039494  
SurePrint G3  
Human GE v2  
8x60K Microarray  
039381   

GEO: Gene Expression Omnibus 

     
 
Tabela suplementar 2. Genes diferencialmente expressos nos diversos estudos 
(pfp<0.05) 

Genes supraregulados 
 

Genes subregulados 

Genes pfp 
 

Genes pfp 
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ACSL1 0,011 
 

AES 0,001 
ACSL6 0,036 

 
AKAP2 0,036 

ACSM3 0,025 
 

APOD 0,000 
ACTB 0,001 

 
ARF1 0,041 

ACTG1 0,001 
 

BCAS4 0,029 
ADAM8 0,001 

 
BCL2 0,004 

ADCY9 0,010 
 

C11orf80 0,043 
AGPAT5 0,033 

 
C6orf105 0,004 

AHR 0,021 
 

CABLES1 0,003 
AIF1 0,006 

 
CACNB2 0,017 

AMICA1 0,014 
 

CAMK2D 0,029 
ANGPT2 0,036 

 
CCND3 0,015 

ANK3 0,022 
 

CD200 0,003 
ANKRD13A 0,015 

 
CD22 0,011 

ANKRD55 0,008 
 

CD37 0,000 
ANXA1 0,002 

 
CD52 0,000 

ANXA3 0,021 
 

CD53 0,036 
AOAH 0,025 

 
CD79A 0,006 

APOBEC3A 0,011 
 

CD79B 0,000 
AQP9 0,017 

 
CD81 0,010 

ARG1 0,033 
 

CD82 0,000 
ARHGAP4 0,023 

 
CD83 0,026 

ARHGDIB 0,000 
 

CIRBP 0,001 
ARHGEF11 0,046 

 
CNTNAP2 0,002 

ARPC2 0,017 
 

COCH 0,002 
ARPC3 0,004 

 
COL9A2 0,001 

ARRB1 0,028 
 

CPNE5 0,037 
ARRB2 0,024 

 
CPSF1 0,015 

ARRDC3 0,011 
 

CRIP1 0,008 
ARRDC4 0,001 

 
CRIP2 0,021 

ASCL2 0,041 
 

CRIP3 0,041 
ASGR2 0,037 

 
CTLA4 0,000 

ASNS 0,046 
 

CTSH 0,005 
ATF4 0,024 

 
CXCR4 0,000 

ATG16L2 0,006 
 

CYBASC3 0,009 
ATP5B 0,016 

 
DLGAP4 0,038 

ATP5E 0,022 
 

DMRTA1 0,002 
ATP5G2 0,037 

 
EEF2 0,001 

AXIN2 0,046 
 

EIF1B 0,031 
B2M 0,000 

 
ENPP2 0,001 

B3GNT5 0,029 
 

ETS1 0,004 
BAIAP3 0,033 

 
FAIM3 0,000 

BATF2 0,011 
 

FAM129C 0,000 
BAZ2A 0,009 

 
FAU 0,019 

BCL11B 0,014 
 

FCER2 0,000 
BCL7A 0,013 

 
FCGBP 0,049 

BEST1 0,017 
 

FCRL1 0,000 
BHLHE40 0,016 

 
FCRL2 0,000 

BMX 0,022 
 

FCRL3 0,000 
BPI 0,035 

 
FCRL5 0,038 

BRP44L 0,034 
 

FCRLA 0,002 
BST1 0,039 

 
FMOD 0,000 

BTBD11 0,011 
 

FTL 0,032 
BTNL3 0,005 

 
GLTSCR2 0,002 
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C10orf54 0,039 
 

GNAS 0,007 
C13orf15 0,025 

 
GNB2L1 0,011 

C15orf48 0,005 
 

GRB2 0,028 
C1orf21 0,043 

 
GSTM2 0,033 

C1orf228 0,016 
 

GTSF1L 0,041 
C1orf38 0,001 

 
H1FX 0,006 

C20orf24 0,047 
 

HDAC9 0,000 
C5AR1 0,014 

 
HLA-A 0,000 

C9orf47 0,042 
 

HLA-DMA 0,004 
CACNG6 0,038 

 
HLA-DOB 0,043 

CAMP 0,017 
 

HLA-DQA1 0,001 
CASP1 0,049 

 
HLA-DQA2 0,002 

CCL2 0,016 
 

HLA-DQB1 0,001 
CCL3 0,007 

 
HLA-DQB2 0,002 

CCL4 0,009 
 

HLA-DRB5 0,004 
CCL5 0,003 

 
HLA-DRB6 0,002 

CCNJL 0,001 
 

HLA-E 0,004 
CCR2 0,043 

 
ID3 0,006 

CCR3 0,007 
 

IGFBP4 0,001 
CCT2 0,049 

 
IGJ 0,002 

CD14 0,000 
 

IL2RG 0,043 
CD160 0,029 

 
IL4R 0,000 

CD163 0,030 
 

JUN 0,003 
CD2 0,032 

 
KCNN4 0,000 

CD247 0,021 
 

KIAA0040 0,034 
CD27 0,007 

 
LAPTM5 0,000 

CD28 0,020 
 

LENG8 0,005 
CD300LF 0,032 

 
LOC401847 0,003 

CD33 0,025 
 

LYZL4 0,022 
CD36 0,001 

 
MMP17 0,023 

CD3D 0,005 
 

MS4A1 0,006 
CD3E 0,029 

 
MYL9 0,002 

CD3G 0,024 
 

NPTX1 0,046 
CD63 0,007 

 
NSMCE1 0,044 

CD69 0,003 
 

P2RY14 0,000 
CD74 0,000 

 
PDGFD 0,002 

CD8A 0,020 
 

PELI1 0,015 
CD8B 0,003 

 
PHYHD1 0,008 

CD93 0,006 
 

PKIG 0,001 
CDK6 0,017 

 
PMAIP1 0,045 

CDKN2D 0,004 
 

PNRC2 0,043 
CEACAM6 0,028 

 
PPAPDC1B 0,000 

CEACAM8 0,033 
 

PPM1M 0,026 
CEBPA 0,034 

 
PPP1R15A 0,002 

CEBPB 0,036 
 

PRKCSH 0,039 
CFD 0,011 

 
PROX1 0,010 

CFP 0,010 
 

PTPN1 0,015 
CHI3L1 0,005 

 
PYHIN1 0,020 

CHI3L2 0,007 
 

RASGRP3 0,018 
CHPT1 0,002 

 
RCSD1 0,012 

CITED2 0,036 
 

RHOA 0,002 
CLC 0,014 

 
RHOBTB2 0,010 

CLEC12A 0,002 
 

RPL13 0,028 
CLEC1A 0,005 

 
RPL13A 0,028 
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CLEC2B 0,015 
 

RPL18 0,001 
CLEC2D 0,017 

 
RPL27 0,009 

CLEC4E 0,003 
 

RPL28 0,011 
CLEC7A 0,028 

 
RPL29 0,024 

CMKLR1 0,014 
 

RPL3 0,015 
CMTM2 0,008 

 
RPL30 0,000 

COL18A1 0,003 
 

RPL36 0,004 
COTL1 0,001 

 
RPL36AL 0,003 

CPVL 0,001 
 

RPL38 0,002 
CR1 0,029 

 
RPL5 0,043 

CREB5 0,001 
 

RPS11 0,011 
CRY1 0,019 

 
RPS16 0,002 

CSDA 0,017 
 

RPS18 0,044 
CSF1R 0,001 

 
RPS19 0,004 

CSF3R 0,004 
 

RPS21 0,043 
CSGALNACT1 0,014 

 
RPS25 0,016 

CST3 0,003 
 

RPS3 0,004 
CST7 0,021 

 
RPS4X 0,000 

CSTA 0,014 
 

RPS5 0,039 
CSTB 0,022 

 
RPS6 0,000 

CTSD 0,019 
 

RPS9 0,010 
CTSG 0,043 

 
S100A9 0,002 

CTSW 0,032 
 

SESN1 0,036 
CX3CR1 0,000 

 
SLAMF6 0,041 

CXCL2 0,001 
 

SMAP2 0,028 
CXCR1 0,035 

 
SNRNP70 0,001 

CXCR2 0,001 
 

SNRPA 0,036 
CYBA 0,016 

 
STK32B 0,001 

CYBB 0,001 
 

TCL1A 0,003 
CYP1B1 0,013 

 
TMSB10 0,000 

CYP27A1 0,028 
 

TNFRSF13B 0,028 
CYP4F2 0,046 

 
TPT1 0,004 

CYP4F3 0,009 
 

TRPM4 0,000 
D4S234E 0,037 

 
TSTD1 0,041 

DAZAP2 0,003 
 

TXNDC5 0,028 
DBI 0,003 

 
UBB 0,003 

DDIT3 0,002 
 

UCP2 0,017 
DDIT4 0,004 

 
VAMP2 0,008 

DEF8 0,011 
 

VOPP1 0,004 
DEFA3 0,010 

 
XIST 0,000 

DEFA4 0,007 
 

ZBTB32 0,011 
DENND2D 0,034 

 
ZNF595 0,002 

DGKA 0,003 
   DHRS9 0,003 
   DNAJA4 0,044 
   DNAJB1 0,013 
   DOCK4 0,024 
   DOCK5 0,049 
   DTX1 0,004 
   DUSP1 0,006 
   DUSP2 0,022 
   DUSP6 0,007 
   DYNLL1 0,049 
   DYSF 0,044 
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EEF1A1 0,001 
   EFHD2 0,047 
   EGR1 0,001 
   EIF1 0,008 
   EIF3H 0,035 
   EIF4G2 0,009 
   EMP1 0,010 
   EMR2 0,027 
   EMR3 0,021 
   ETV7 0,007 
   EZR 0,004 
   F2RL1 0,009 
   FAM129A 0,033 
   FAM134B 0,048 
   FAM198B 0,009 
   FAM49A 0,035 
   FAM60A 0,036 
   FAM65B 0,019 
   FCER1G 0,045 
   FCGR1B 0,003 
   FCGR2A 0,007 
   FCGR3A 0,000 
   FCN1 0,002 
   FFAR2 0,009 
   FGFBP2 0,024 
   FGL2 0,014 
   FGR 0,004 
   FLJ13197 0,036 
   FOS 0,000 
   FOSB 0,017 
   FPR1 0,026 
   FTH1 0,001 
   FYB 0,012 
   G0S2 0,029 
   GADD45B 0,000 
   GADD45G 0,037 
   GAPDH 0,001 
   GATA3 0,024 
   GBP1 0,002 
   GBP2 0,005 
   GBP5 0,002 
   GIMAP4 0,005 
   GIMAP5 0,002 
   GIMAP6 0,017 
   GIMAP7 0,013 
   GIT2 0,028 
   GLIPR1 0,010 
   GLIPR2 0,047 
   GLUL 0,005 
   GMFG 0,005 
   GNAQ 0,046 
   GNB4 0,008 
   GNLY 0,003 
   GOLGA8A 0,030 
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GPAT2 0,015 
   GPR162 0,039 
   GPR183 0,033 
   GRN 0,018 
   GSDMB 0,028 
   GTSF1 0,021 
   GZMA 0,006 
   GZMB 0,024 
   GZMH 0,004 
   GZMK 0,004 
   H3F3A 0,029 
   H3F3B 0,000 
   HBA2 0,036 
   HBB 0,010 
   HCK 0,043 
   HEY1 0,002 
   HIF1A 0,010 
   HINT1 0,030 
   HIP1R 0,002 
   HIST1H1C 0,011 
   HIST1H1D 0,047 
   HIST1H2BG 0,047 
   HIST2H2AA4 0,016 
   HIST2H2BE 0,046 
   HK2 0,031 
   HLA-B 0,001 
   HLA-C 0,008 
   HLA-DPA1 0,004 
   HLA-DRA 0,001 
   HLA-DRB1 0,025 
   HNRNPA1 0,015 
   HOMER3 0,038 
   HSP90AA1 0,033 
   HSP90B1 0,030 
   HSPA1A 0,000 
   HSPA5 0,007 
   HSPA6 0,028 
   ICOS 0,009 
   ID2 0,011 
   IER2 0,000 
   IER5 0,004 
   IFI30 0,004 
   IFI44 0,006 
   IFI44L 0,034 
   IFIT1 0,003 
   IFIT2 0,003 
   IFIT3 0,002 
   IFITM1 0,012 
   IFITM2 0,005 
   IFITM3 0,034 
   IL13RA1 0,030 
   IL15 0,005 
   IL32 0,010 
   IL5RA 0,039 
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IL7R 0,033 
   IL8 0,001 
   INPP4B 0,044 
   IPCEF1 0,034 
   IRF8 0,001 
   ISCU 0,021 
   ISG15 0,024 
   ITGA4 0,008 
   ITGA5 0,047 
   ITGAL 0,006 
   ITGB2 0,021 
   ITGB5 0,002 
   ITK 0,024 
   ITM2B 0,033 
   JUNB 0,001 
   JUND 0,000 
   KCNE3 0,002 
   KCNJ15 0,014 
   KCNQ1 0,011 
   KCTD12 0,008 
   KDM5A 0,026 
   KIAA0125 0,004 
   KIAA1257 0,027 
   KLF10 0,049 
   KLF2 0,000 
   KLF3 0,045 
   KLF4 0,014 
   KLF6 0,004 
   KLRB1 0,005 
   KLRK1 0,022 
   KRT23 0,010 
   L1TD1 0,015 
   LAG3 0,002 
   LAIR2 0,000 
   LAMP3 0,039 
   LCP1 0,002 
   LCP2 0,014 
   LDHA 0,050 
   LDHB 0,001 
   LGALS1 0,002 
   LGALS2 0,003 
   LILRA5 0,040 
   LMNA 0,025 
   LMO2 0,045 
   LPAR6 0,018 
   LPCAT2 0,007 
   LRMP 0,030 
   LRRC4 0,014 
   LST1 0,016 
   LTB 0,003 
   MAFB 0,012 
   MAL 0,039 
   MARCKS 0,034 
   MARCO 0,050 
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MBOAT2 0,034 
   MCL1 0,002 
   MGAM 0,022 
   MGAT4A 0,039 
   MME 0,024 
   MNDA 0,018 
   MS4A3 0,043 
   MS4A4A 0,035 
   MS4A6A 0,006 
   MSI2 0,001 
   MT2A 0,047 
   MXD1 0,025 
   MYCL1 0,025 
   MYL6 0,001 
   MYLIP 0,035 
   MYLK 0,015 
   MYO1F 0,024 
   MYOM2 0,022 
   NACA 0,001 
   NAMPT 0,035 
   NELL2 0,034 
   NETO1 0,008 
   NFKBIA 0,006 
   NKG7 0,007 
   NOSIP 0,001 
   NR6A1 0,037 
   NT5E 0,002 
   OASL 0,008 
   OAZ1 0,036 
   OLFM4 0,012 
   OS9 0,049 
   OSBPL5 0,001 
   PCBP3 0,006 
   PDE1B 0,047 
   PEBP1 0,003 
   PER1 0,043 
   PFDN5 0,001 
   PFN1 0,005 
   PI3 0,025 
   PIM1 0,015 
   PIM3 0,046 
   PLAC8 0,008 
   PLEKHA2 0,001 
   PLIN5 0,005 
   PNMA2 0,001 
   PNMAL1 0,041 
   PPP1R9A 0,006 
   PROK2 0,027 
   PRR13 0,021 
   PTGER4 0,032 
   PTGS2 0,038 
   PTMA 0,022 
   PTPN6 0,001 
   PXN 0,032 
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RGS2 0,002 
   RHOB 0,001 
   RILPL2 0,021 
   RNF130 0,046 
   RNU12 0,017 
   RPL11 0,002 
   RPL35A 0,004 
   RPL37A 0,002 
   RPL39 0,005 
   RPL41 0,001 
   RPL6 0,011 
   RPL8 0,043 
   RPLP0 0,010 
   RPLP1 0,002 
   RPLP2 0,000 
   RPS12 0,006 
   RPS14 0,033 
   RPS2 0,035 
   RPS20 0,013 
   RPS24 0,006 
   RPS26 0,013 
   RPS29 0,035 
   RPS4Y1 0,010 
   RPS8 0,037 
   RSAD2 0,011 
   RSRC2 0,046 
   RUNX3 0,019 
   S100A10 0,026 
   S100A11 0,009 
   S100A4 0,000 
   S100A6 0,000 
   S100A8 0,005 
   S1PR3 0,016 
   SAMD12 0,006 
   SAT1 0,000 
   SELL 0,001 
   SERINC5 0,036 
   SERPINA1 0,037 
   SF1 0,030 
   SFTPB 0,035 
   SGK1 0,047 
   SH2D1A 0,043 
   SIDT2 0,035 
   SIK1 0,023 
   SLC25A3 0,018 
   SLC2A3 0,038 
   SMAD3 0,045 
   SNHG5 0,041 
   SNHG8 0,016 
   SNORD22 0,002 
   SNX2 0,048 
   SPI1 0,024 
   SSH2 0,027 
   STAT6 0,034 
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STRAP 0,047 
   TALDO1 0,047 
   TANC2 0,035 
   TBC1D9 0,006 
   THBD 0,047 
   TLR8 0,046 
   TMEM51 0,014 
   TMSB4X 0,000 
   TNF 0,024 
   TNFAIP2 0,015 
   TNFRSF12A 0,025 
   TNFRSF1B 0,032 
   TPI1 0,046 
   TRAT1 0,037 
   TRIM22 0,028 
   TSC22D3 0,000 
   TSPAN13 0,007 
   TUBB6 0,040 
   TXNIP 0,000 
   TYROBP 0,005 
   UBC 0,000 
   UCHL1 0,006 
   UTS2 0,034 
   VASH1 0,010 
   VASP 0,028 
   VCAN 0,024 
   VIM 0,008 
   VNN3 0,041 
   WSB2 0,035 
   ZAP70 0,001 
   ZFAND6 0,042 
   ZFP36 0,001 
   ZFP36L1 0,003 
   ZFP36L2 0,002 
   ZNF266 0,001 
   ZNF300 0,006 
   ZNF683 0,046 
   ZNF711 0,035 
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Tabela suplementar 3. Características clínicas da coorte 

Pt. Idade/sexo NOTCH1 (% r.a.) SF3B1 IGVH CITOGENÉTICA 

Pt #001 65/M M (0,49%) WT UM NORMAL 

Pt #002 73/M WT M (p.G742D) UM DEL14 

Pt #003 70/M M (43,8%) WT UM TRIS12/ DEL11 

Pt #004 67/F M (0,11%) M (p.K700E) UM NORMAL 

Pt #006 48/M M (2%) WT M DEL13/DEL14 

Pt #007 70/M M (86%) WT UM ─ 

Pt #008 74/M M (2,19%) WT UM TRIS12/DEL14 

Pt #009 75/M WT WT UM ─ 

Pt #010 70/M M (51,5%) WT UM ─ 

Pt #011 70/M M (13,3%) WT UM ─ 

Pt #012 49/M M (0,12%) WT UM ─ 

Pt #014 51/M M (0,21%) M (p.N619K) M DEL13  

Pt #015 54/F WT WT M NORMAL 

Pt #016 48/F WT WT M DEL13 

Pt #017 79/M M (41,4%) WT UM DEL13/DEL14 

Pt #018 67/M M (0,18%) WT UM DEL13 

Pt #019 44/F M (3,5%) WT M DEL13/TRIS12 

Pt#020 72/M M (50,4%) WT UM TRIS12 

Pt #021 63/F WT WT UM 
 Pt #022 43/F M (0,058%) WT M DEL13 

Pt #023 80/M WT WT UM DEL14 

Pt #024 52/M M (0,049%) WT UM DEL15 

Pt #025 43/F M (0,07%) WT UM DEL14 

Pt #026 71/F M (3,39%) WT M ─ 

Pt #027 87/M M (47,6%) WT M NORMAL 

Pt #028 66/M WT WT UM TRIS12 

Pt #030 78/M WT WT M DEL13/DEL14 

Pt #031 63/M WT WT UM DEL11 

Pt #032 65/M WT M (R775P) M ─ 

Pt #033 69/F WT WT UM DEL11 

Pt #034 68/F M (45,4%) WT M DEL13 

Pt #035 66/F M (45,3%) WT UM TRIS12 

Pt #036 56/F WT WT UM NORMAL 

Pt #037 61/M M (0,041%) WT M DEL13 

Pt #038 63/F WT WT M DEL17 

Pt #039 75/M M (0,49%) WT M DEL13 

Pt #040 71/M WT WT UM NORMAL 

Pt #041 68/M M (9,1%) WT M DEL13 

Pt #042 63/M WT WT UM NORMAL 

Pt #043 77/M M (16,72%) WT M DEL14 

Pt #045 72/M M (30%) WT UM DEL13/TRIS12/DEL14 
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Pt #046 58/M WT WT UM NORMAL 

Pt #047 72/M WT WT UM NORMAL 

Pt #048 47/M WT WT UM NORMAL 

Pt #049 72/F M (33,3%) WT M DEL13 
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5.3 ARTIGOS PUBLICADOS:  

 

Artigos publicados no período 2016-2021 tendo o doutorando Estevão Carlos Silva 

Barcelos como um dos autores. Segue a partir da próxima página os artigos na 

íntegra. 
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6 CONCLUSÕES 

 
Foi identificada associação da variante genética rs9411207 do gene NOTCH1 com 

excesso de peso (sobrepeso / obesidade) em uma coorte multiétnica composto 

somente por idosos. Também, a presença de mutações em NOTCH1 nos pacientes 

com LLC está associada com maior resposta integrada ao estresse e resposta ao 

tratamento com curcumina e combinação com o anti-Bcl2 venetoclax. Tais achados 

contribuem para o avanço do conhecimento sobre marcadores genéticos para estas 

doenças complexas. As descobertas deste estudo devem ser estudadas em outras 

populações a fim de confirmação dos resultados e desenvolvimento de abordagens 

mais aplicadas voltadas para a medicina de precisão, tanto na identificação de 

indivíduos em risco, quanto em relação à resposta terapêutica. 
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ANEXOS - CERTIFICAÇÃO ÉTICA E LEGAL DO PRESENTE ESTUDO 
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