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Resumo

A obesidade ¢ um grave problema de saude publica cuja prevaléncia vem crescendo
acentuadamente nas ultimas décadas, inclusive em paises em desenvolvimento. Trata-se de um
fendmeno de transicdo nutricional precursor de doencas crénico-degenerativas ndo
transmissiveis. A obesidade como condicdo inflamatdria basal tem aberto novos horizontes para
a identificacdo demarcadores inflamatérios com utilizagcdo em diagnostico ou progndstico para
as doencas cronico-degenerativas. Nesse sentido, o presente estudo objetiva a quantificacdo de
marcadores inflamatorios plasmaticos (CCL2, CCL5, CXCL16, leptina, resistina e BMP-2)
correlacionando-os com marcadores clinicos, bioquimicos (glicose de jejum, hemograma
completo, colesterol total e fragdes, hormonios T3, T4 e TSH) e antropométricos (peso, altura,
circunferéncias corporais, pregas cutaneas e porcentagem de gordura corporal) em adultos
jovens (18 a 30 anos) com sobrepeso e obesidade. Nossos resultados demostraram aumento dos
parametros antropométricos em individuos com sobrepeso/obesidade, bem como dos niveis
plasmaticos dos marcadores, exceto o BMP-2. Ainda, observou-se correlacdo da resistina,
CCL2 e CCL5 com valores de indice de massa corporal e porcentagem de gordura corporal nos
individuos avaliados. Dessa forma, o presente estudo indica um risco potencial para 0s
individuos com sobrepeso pela similaridade nos niveis de marcadores inflamatérios associados
as comorbidades associadas a obesidade. Sugere-se, ainda, que novas investigacdes sejam
realizadas objetivando um estudo de amostragem populacional para confirmagdo das
guimiocinas CCL5, CCL2, CXCL16 como indicadores de progndstico clinico para

comorbidades associadas a obesidade humana.

Palavras-chave: Obesidade, marcadores inflamatdrios, quimiocinas, parametros

antropometricos.



Abstract

Obesity is a serious and growing world healthy problem affecting developed and in developing
countries. Considered a phenomenon of the nutritional transition, the obesity is a precursor of
some non-transmitted chronic degenerative diseases. The new conception of obesity as a basal
inflammatory condition opens a new window of possibilities to identify inflammatory
biomarkers to be used in the diagnosis or prognosis of obesity-associated comorbidities.
Following this conception, this present works aim the quantification and correlation of classic
(Leptin and Resistin) and new soluble markers (CCL2, CCL5, CXCL16 and BMP-2) with
clinical, biochemical (fasting glucose, hemogram, cholesterol, T3, T4 and TSH) and
anthropometric (weight, height, body circumferences, skinfold thickness and percentage of
body fat) parameters in young adults (18 to 30 years old) presenting obesity and overweight.
Our data showed increasing in anthropometric parameters in those individuals with overweight
and obesity as well as in the plasma levels of inflammatory markers except to BMP-2. There
was also observed correlation among CCL2, CCL5 and values of body mass index and body fat
percentage in the individuals from this study. In summary, this present work proposes the
existence of a potential risk to individuals with overweight due the similarity of the circulating
inflammatory mediators that is commonly associated with obesity comorbidities. In addition,
more investigations should be proposed, in population scale, to reinforce and define the role of
the chemokines CCL2, CCL5 and CXCL16 as prognostic indicators of human obesity

comorbidities.

Palavras-chave: Obesity, , inflammatory biomarkers, chemokines, anthropometric parameters.
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1.1- Obesidade

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade tem aumentado de forma preocupante nas duas
ultimas décadas em todo o mundo, atingindo pessoas de todas as idades, principalmente
adolescentes e adultos (Terres, 2006). De fato, esta € uma doenca universal de prevaléncia
crescente, considerada um grave problema de satde publica nos paises desenvolvidos e um
exponencial problema nos paises em desenvolvimento (Lopes et al, 2006).

A obesidade é uma doenca cronica ndo-degenerativa caracterizada pelo acumulo
excessivo de tecido adiposo no organismo em decorréncia de um desequilibrio entre a
quantidade de energia ingerida e o gasto energético do organismo, por um longo periodo
acarretando males a saude (WHO, 2006).

O Brasil vem passando por um processo de transformacéo do seu panorama nutricional.
Devido as mudancas econdmicas, sociais e demogréaficas do pais, ocorreram modificagdes no
estilo de vida e alimentacdo dos brasileiros. A urbanizacéo da populacdo é apontada como um
dos principais determinantes das alteracdes dos padrbes de comportamento alimentar que,
juntamente com a reducdo da atividade fisica, ocasionaram mudancas na qualidade de vida das
populacgdes (Batista, 2008).

Resultados da pesquisa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
justificam a importancia de se trabalhar com individuos obesos. Este instituto publicou dados
recentes da Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF-2008-2009) revelando que na populacéo
de 20 anos ou mais de idade, foi diagnosticada uma prevaléncia de excesso de peso e uma
elevada obesidade quando comparada aos outros anos da POF. Os dados indicam que 50,1%
dos homens e 48% das mulheres apresentavam excesso de peso, ou seja, indice de massa
corporea (IMC) maior ou igual a 25 Kg/m?. Em relagio a prevaléncia de obesidade, IMC maior
ou igual a 30 Kg/m?, 12,4% dos homens e 16,9% das mulheres apresentaram-se com obesidade
(POF - 2008, 2009).

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de identificar os principais fatores que
contribuem para o desenvolvimento da obesidade; a obesidade ndo é uma desordem singular e
sim um grupo de condi¢es com multiplas causas (OPAS, 2006). Grande parte dos problemas
que estdo relacionados com a obesidade baseia-se na formacdo dos habitos alimentares (o
aumento da ingestdo de lipidios saturados, agUcares, refrigerantes e alimentos refinados) e
também na reducdo da atividade fisica e aumento da vida sedentéria. O balango energético sofre
influéncia tanto de héabitos alimentares e de estilo de vida, como também dos fatores
sociologicos e das alteragfes metabolicas e neuroenddcrinas e componentes hereditarios

(Guimaraes et al, 2012).
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A prevaléncia da obesidade atinge a todas as faixas etarias da populacéo, de acordo com
Sichieri e Souza, aproximadamente 20% das criancas com idade de 4 anos que apresentavam
obesidade tornaram-se adultos obesos, e entre os adolescente obesos esse percentual foi de 80%
(Shicieri e Souza, 2008). E possivel verificar com esse perfil que a obesidade na infancia e
adolescia e € fator de risco para o desenvolvimento de diversas comorbidades na fase adulta do
individuo.

O portador de excesso de peso tem maiores chances de desenvolver doencas
cardiovasculares e metabdlicas, com maior prevaléncia de hipertenséo arterial, dislipidemia,
infarto agudo do miocérdio e diabetes tipo Il, doencas ortopédicas e diversos tipos de cancer
em colon, mama, rins, vesicula biliar e endométrio (Pappas et. al, 2010). A tabela 1 apresenta
dados de uma metanalise publicada com diversos estudos que evidenciam que a obesidade esta

associada a um maior risco de desenvolvimento de doencas.

Tabela 1 — Riscos relativos para doencas cronicas associadas a obesidade segundo Guh et al. 2009

IMC Circunferéncia da cintura
Homem Mulher Homem Mulher
Diabetes tipo 2 6,7 (5,6-8,2) 12,4(9,0-17,1) 51(3,8-6,9) 11,1(8,2-15,0)
Doenca cardiovascular
Hipertensao 1,8 (1,5-2,2) 2,4 (1,6-3,7) 1,9 (1,8-2,0)
Doenga arterial coronariana 1,7 (1,5-2,0) 3,1(2,8-3,4) 1,8(1,4-2,2) 2,7(2,0-3,5)
Insuficiéncia cardiaca 1,8(1,2-2,6) 1,8(1,1-2,9)
Cancer
Colo retal 1,9(1,6-2,4) 1,7(1,5-1,8)
Renal 1,8(1,6-2,0) 1,8(1,1-2,9)
Mama 1,1(1,0-1,2)
Ovarios 1,3(1,2-1,4)
Outras
Doenca biliar 1,4(1,1-2,0) 2,3(1,2-4,6) 2,4(2,1-2,7)
Asma 1,4(1,1-1,8) 1,8(1,4-2,3)
Osteoartrite 4,0(2,8-6,4) 2,0(1,9-2,0)

IMC: indice de massa corporal > 30 kg/m?

Circunferéncia da cintura > 88 cm, para mulheres € >102 c¢cm para homens.

Segundo o estudo nacional americano NHANES (National Health and Nutrition
Examination Survey), o sobrepeso e a obesidade estdo associados ao aumento significativo na

mortalidade por desenvolvimento de diabetes e problemas renais (mais de 61.249 mortes/ano
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no pais), por doenga cardiovascular (mais de 112.159 mortes/ano) e cancer (mais de 13.839
mortes/ano) (Huang, et al. 2009).

Com a analise de estudos prospectivos realizados em 2009, (PSC- Prospective Studies
Collaboration), foi possivel observar com maior precisdo o risco de mortalidade associado a
doencas cronicas. Em ambos 0s sexos a mortalidade foi menor para os individuos que
apresentavam IMC entre 22,5 e 25 kg/m? (Sobrepeso), acima dessa faixa o risco associado ao
IMC ¢ aditivo. Aumento de 5 kg/m? no IMC esta associado ao aumento de 30% na mortalidade,
40% de riscos cardiovasculares e até 120% na mortalidade por diabetes (Huang, et al. 2009).

Considera-se que a obesidade, além de promover uma reducdo da expectativa de vida
do individuo, os danos a saude gerados pelo individuo também leva a um aumento da utilizacdo
dos recursos de satide com elevados custos econdmicos. No Brasil, cerca de 1,5 bilhGes de reais
por ano sdo gastos no tratamento da obesidade, abrangendo internagdes hospitalares, consultas
médicas e medicamentos. Desse valor, 600 milhdes sdo provenientes do governo via Sistema
Unico de Saude, representando 12% do orcamento gasto com todas as outras doencas (Nissen,
2012 e ABESO- 2012). Pelo menos 2,6 milhdes de pessoas morrem a cada ano como resultado de

doencas associadas ao excesso de peso (WHO, 2010).

1.2- Diagnodstico da obesidade

O indice de massa corporal (IMC) é uma medida comumente utilizada na classificacéo
do estado nutricional do individuo. E calculado por meio da raz&o entre o peso (quilogramas) e
0 quadrado da altura (metros). Em 1995, um Comité de Especialistas da Organizacdo Mundial
da Satde modificou os pontos de corte do IMC para emagrecimento e, em 1998, para obesidade,
preconizando sua utilizacdo tanto para diagndstico de desnutricdo quanto de obesidade (WHO,
1995), sendo descritos a seguir: magreza grau Ill (grave): IMC < 16,0; magreza grau Il
(moderada): 16,0 < IMC < 16,99; magreza grau | (leve): 17,0 < IMC < 18,49; faixa normal:
18,5 < IMC < 24,99; pré-obesidade (aumentado): 25,0 < IMC < 29,99; obesidade grau |
(moderado): 30,00 < IMC < 34,99; obesidade grau Il (grave): 35,0 < IMC < 39,99; obesidade
grau Il (muito grave): IMC >40,00 (Acuna et al. 2008).

O IMC apesar de ser considerado um bom indicador, ndo esta totalmente correlacionado
com a distribuicdo da gordura corporal, pois possui algumas limitagdes como a relagdo com a
proporcionalidade do corpo, a relacdo com a estatura, particularidades entre pessoas com pernas
curtas para a sua altura, que neste Gltimo caso apresentardo IMC aumentado, constituem
exemplos dessas limitagdes. E também apresenta deficiéncia por ndo diferenciar a massa gorda

da massa magra do individuo levando a um erro no diagnostico do estado nutricional (Silveira
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et al, 2010). O IMC também ndo é capaz de indicar a localizacdo da gordura, necessitando uma
complementacdo com medidas que certifiquem a correta mensuracao do percentual de gordura
total da avaliagdo antropométrica. Por outro lado, apesar de o IMC néo indicar a composi¢ao
corporal, a facilidade de sua mensuragao e sua relacdo com a morbi-mortalidade parecem ser
motivos suficientes para sua utilizacdo como indicador do estado nutricional em estudos
epidemioldgicos em associacdo ou ndo com outras medidas antropométricas (Anjos et al, 2009).

O tecido adiposo tem grande variabilidade em sua distribui¢do, isso indica que
diferentes tipos e localizacdo da gordura tém agdes distintas. Com isso tem sido proposto que o
excesso de gordura localizado na regido abdominal (androide) pode levar a maiores
complicacdes metabolicas quando comparado a gordura localizada na regido dos quadris
(gindide) (Heyward et al, 2005).

As circunferéncias sdo afetadas pela massa gorda, massa muscular e tamanho 6sseo,
sendo um método simples que permite medir uma grande variedade de circunferéncias
corporais. As principais circunferéncias utilizadas na pratica clinica sdo: circunferéncia da
cintura (CC); circunferéncia do quadril (CQ) e relacdo da cintura para o quadril (RCQ).

A CC e CQ séo medidas usadas como indicador da adiposidade abdominal; a RCQ esta
fortemente associada & gordura visceral, sendo um indice aceitavel de gordura intra-abdominal
é a medida de adiposidade mais frequentemente utilizada, permitindo diferenciar a obesidade
ginecdide e androide. Uma RCQ de 1,0 ou mais para homens e de 0,8 ou mais para mulheres €
indicativo de obesidade andréide e risco aumentado de doencas relacionadas com a obesidade
(Heyward et al, 2005).

Assim pode ser proposto a classificacdo da obesidade associada dos valores de IMC,

CC e risco de doencas associadas (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificacdo do sobrepeso e da obesidade através do IMC e circunferéncia da

cintura e do risco de doengas associado segundo Heyward et al, 2005.

indice de massa Risco de doenca* para peso normal e

corporal (kg/m?) circunferéncia da cintura
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Homens <102cm

Mulheres <88cm

Homens >102cm

Mulheres >88cm

Baixo peso <18

Peso normal 18,5-24,9

Sobrepeso 25,0-29,9 aumenta alta
Obesidade

grau 1 30,0-34,9 alta muito alta
grau 2 35,0-39,9 muito alta muito alta
grau 3 >40,0 extremamente extremamente
(Obesidade alta alta
extrema)

*Risco para diabetes tipo 2, hipertenséo e doenga cardiovascular

A distribuicdo mais detalhada do excesso de tecido adiposo pode influenciar a relagédo entre
obesidade e doenca cardiovascular, por exemplo; sendo que 0 excesso de tecido adiposo abdominal,
localizado principalmente na regido visceral juntamente com e excesso de triglicerideos no figado,
no musculo esquelético e nos tecido cardiaco estdo associados com insuficiéncia hepaética,
resisténcia insulinica e debilidade na funcéo ventricular (Pappas et. al, 2010; Manchine, 2006).

A Circunferéncia do braco (CB) é muito utilizada, pois a sua combinagdo com a medida
da prega cuténea do triceps (PCT) permite, através da aplicacdo de férmulas, calcular a
circunferéncia muscular do brago (CMB) e a &rea muscular do braco (AMB), area de musculo
sem 0ss0, permitindo observar a massa muscular corporal total do individuo (Ddehoog, 1998).

Sendo todas estas mediadas de facil mensuracéo e isoladamente, podem predizer riscos
de desenvolvimento de doencas metabdlicas relacionadas a obesidade, torna-se necessaria sua
averiguacdo para complementacéo da avaliacdo do estado nutricional do individuo avaliado.

A gordura subcutanea corresponde a 50% da gordura armazenada do corpo, € com
relacdo a composicao corporal, o percentual de gordura € um dos componentes mais estudados.
As pregas cutaneas sdo muito utilizadas na pratica clinica tendo como vantagem fornecer uma
maneira simples e ndo-invasiva de estimar a gordura corporal e caracterizar a distribuicdo da
gordura subcutanea (Acufa et al, 2008).

Através da somatoria das pregas (triceps, biceps, subescapular, supra-iliaca), obtém-se
a porcentagem de gordura corporal com o auxilio de uma equacgéo de regressdo linear. A medida
isolada da prega cutanea do triceps proporciona uma estimativa das reservas gordurosas do
tecido subcutaneo, a qual se relaciona com o volume de gordura do organismo (Castro et al,

2008).
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A impedancia biolelétrica € um método rapido, ndo-invasivo, utilizado para avaliar a
composicao corporal. Este método utiliza a passagem de uma corrente elétrica de baixo nivel
através do corpo do paciente e a impedancia oposicéo ao fluxo da corrente, € medida (Heyward,
2005). Além de avaliar a densidade da massa livre de gordura e a densidade da massa gorda, a
impedancia bioelétrica mede a porcentagem corporal de 4gua e a massa 6ssea corporal.

A escolha do método é dependente de uma série de fatores como, por exemplo, 0s
recursos disponiveis, tempo para a coleta de dados e tipo de estudo a ser realizado.

O tecido adiposo subcutaneo é responsavel pela liberacdo da maioria doa AGLs
encontrados na circulagdo quando comparado & gordura visceral. No entanto é também
responsavel pela liberacdo de uma grande variedade de adipocinas e citocinas inflamatorias,
que por sua vez influenciam no desenvolvimento da resisténcia a insulina no individuo (Lima
e Curi, 2008).

Atualmente, na prética clinica tem-se utilizado inimeros marcadores, como exames
antropométricos, clinicos, marcadores bioquimico/imunolégicos (horménios/citocinas) para
avaliar o quadro de obesidade. Dessa forma, pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de
entender o conjunto dos fatores de risco em individuos, associado a avaliacdo de marcadores
com o proposito de estabelecer alvos potenciais de terapia na preven¢do ou no tratamento de

doencgas e complicagdes associadas ao quadro de obesidade (Volp et al., 2008).

2 — Tecido adiposo e inflamacéo

2.1 — O tecido adiposo como um 6rgao secretor

O tecido adiposo é constituido por adipocitos (50%), tecido nervoso, fibras de colageno,
nodulos linfaticos, pré-adipécitos (células precursoras dos adipdcitos) e cerca de 20% de
neutrofilos, linfocitos e macréfagos infiltrados. Anatomicamente, o tecido adiposo esta
distribuido principalmente entre os compartimentos subcutaneo e visceral (Caspar-Bauguil et
al. 2009).

O tecido adiposo humano € subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e marrom
(TAM). O TAB, localizado perifericamente nas regides subcutanea e visceral, armazena energia
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na forma de triglicerideos e participa da regulacdo do balanco energético mediante processos
de lipogénese e lipolise. Histologicamente, ele é composto por adipdcitos, células do sistema
imune, tecido conjuntivo, nervoso e vascular (Leite et al. 2009). O TAM, localizado no sistema
nervoso central, tem um papel muito relacionado com fungdes de termorregulagdo, € mais
vascularizado, possui maior numero de mitocondrias e diminui com a idade sendo mais
abundante nos recém-nascidos (Virtanen et al. 2009).

O tecido adiposo atualmente é um dos principais focos das pesquisas em obesidade, a
partir de uma revolucdo no entendimento da funcdo bioldgica desse tecido desde a ultima
década. Além de ser a principal reserva de energia, armazenando triacilglicerol em periodos de
excesso de energia, o tecido adiposo secreta substancias que participam de respostas
inflamatorias e imunoldgicas, de eventos vasculares, da regulacdo do apetite, do controle das
funcdes reprodutivas e do controle da secrecdo e sensibilidade a insulina, por exemplo
(Kershaw e Flier, 2004; Prado et al. 2009).

Neste sentido, o tecido adiposo passou a ser considerado um verdadeiro 6rgdo enddcrino, pois
secreta uma variedade de proteinas sintetizadas e liberadas pelos adipdcitos, denominadas adipocinas.
As adipocinas influenciam uma variedade de processos fisioldgicos, entre eles: e balango
energético, imunidade, sensibilidade a insulina, angiogénese, inflamacdo e resposta de fase aguda,
pressdo sanguinea e metabolismo de lipideos (Fruhbeck et al, 2011). Dentre as adipocinas
destacam-se a leptina, grelina, adiponectina e resistina como elementos essenciais no controle
do metabolismo energético, sendo seu desbalangco um forte indicador pro-inflamatério
(Gnacinska et al, 2009).

As adipocinas sdo também produzidas por outros tecidos, sendo dificil determinar a
contribuicdo do tecido adiposo para os seus niveis circulantes; porém pode-se afirmar que
muitas dessas adipocinas sdo ligadas a imunidade e inflamagcdo, uma vez que foram
estabelecidos paralelos (relacdes) entre os adipdcitos e as células imunoldgicas (Fantuzzi
et al, 2005).

Recentemente, a evidéncia de que o quadro de obesidade interfira diretamente na
resposta inflamatoria e consequentemente nos quadros de resisténcia a insulina e doencas
cardiovasculares tém crescido exponencialmente (Dulcan et al, 2006). Em individuos obesos,
o0 desenvolvimento gradual dos eventos inflamatdrios é determinado pelo aumento plasmatico
de alguns mediadores inflamatorios como proteina C-reativa (PCR), citocinas (TNF-alfa, IL-6,
IL-8, CCL2), bem como das proteinas leptinas (Bouloumié et al, 2005). Assim, pesquisas
relacionando o tecido adiposo, recrutamento de células inflamatdrias e sua ativagao tornam-se
importantes para o entendimento da patologia da obesidade associada as suas co-morbidades

(Trayhurn et al, 2008).
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2.2 — Mediadores inflamatdrios

Alguns marcadores inflamatérios tem recebido grande destaque em estudos,
relacionando a importancia de sua atuagéo na obesidade e seu papel importante na homeostasia
energética, sensibilidade a insulina, resposta imunologica e doenca vascular. Corroborando a
importancia das adipocinas na mediacdo das respostas imunes de individuos obesos, alguns
estudos mostraram que baixas concentracfes da adiponectina estdo associadas a ocorréncia de
diversos tipos de cancer e altas concentragcGes da mesma relaciona-se a inibicao do crescimento
de tumores (Fruhbeck, 2011; Brakenhielm, 2004).

Diversas adipocinas sdo abundantemente sintetizadas pelo tecido adiposo, como
exemplo adiponectina, leptina, o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1 (IL-1), CCL2, dentre outras (Borges, 2007). Mesmo diante de alguns marcadores
inflamatdrios previamente descritos na literatura, torna-se importante identificar novos
marcadores com potencial capacidade de utilizagio em diagndstico, progndstico e
acompanhamento da obesidade e de outras doencas metabdlicas. Nesse sentido, a proposta do
presente estudo é avaliar marcadores inflamatérios j& descritos na literatura por seu
envolvimento na obesidade e outros com indicios bioldgicos para associacdo com a obesidade

(Tabela 3) em individuos adultos jovens.
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Tabela 3 - Mediadores inflamatdrios e suas principais funcdes

Mediadores Células Funcéo/Efeito Referéncias
inflamatorios produtoras
Atua como um fator de sinalizacdo entre o tecido adiposo e o sistema nervoso
central, atuando sobre o hipotdlamo, promovendo a regulacao da ingestao alimentar, Muzumdar,
Leptina Adipdcitos do gasto energético e, consequentemente, da massa corporal. Influéncia na 2003
sensibilizacdo insulinica. A concentragdo plasmatica de leptina esta Gomes, 2010
proporcionalmente relacionada ao tamanho da massa de tecido adiposo presente no Ikeoka, 2010
corpo, sendo encontrada em niveis elevados nos individuos obesos. Estimula ou Sweeney, 2010
suprime a producao das citocinas inflamatorias e regulatéria, promovendo o Martin, 2008
aumento da producdo de citocinas, a adesao e a fagocitose em macrofagos, além de
estimular a proliferacdo das células T.
Influencia no desenvolvimento a resisténcia insulinica. Apresenta correlacéo Gomez-
Resistina Mondcitos positiva com marcadores inflamatérios (IL-6, PCR, ICAM-1) em individuos com Ambrosi, 2005
Adipécitos sinais inflamatérios severos, sendo preditora da aterosclerose em humano. Funahashi,
2004
BMP-2 Osteoblastos Aplicacdo no tratamento de fraturas ndo cicatrizadas, reparacao de defeitos 6sseos,  Wozney, 2005
Proteinas Odontoblastos  periodontites e malformacdes congénitas. Possui grande capacidade osteoindutora e Ripamonti,
morfogenéticas induz o aumento das células mesenquimais pluripotenciais (células-tronco), com 2001
Osseas-2 capacidade para se diferenciarem em células produtoras de tecido 6sseo ou vascular.




Citocina Celulas Funcao/Efeito Referéncias
produtoras
CCL5/Rantes Atua estimulando a migragdo de mondcitos, linfocitos T, eosindfilos, basofilos para  Guerreiro, 2011
Regulated on o sitio inflamatdrio. Camargo, 2011
Activation Normal T-
Cell Expressed and
Secreted
CXCL-16 Proteina Sua expressao tem sido associada a diversas doengas cronico-inflamatorias, Sheikine, 2008
transmembran incluindo artrite reumatoide, doencas pulmonares, aterosclerose, doenca Darash-
ar coronariana e lesdo hepatica. Expressa em células Thl, em linfécitos e infiltrados ~ Yahana, 2009
tumorais. Ruth, 2006
CCL2/ MCP-1 Macrdfagos  Participa do recrutamento de mondcitos. E considerada um marcador de inflamagéo
Monocyte Adipdcitos em diversas doencas, principalmente nas doencas cardiovasculares e também é Dwyer, 2007
chemotractant Células do expressa nas fases iniciais da Talvani, 2004
protein estroma aterosclerose. Suas concentra¢fes encontram-se elevadas no soro de individuos Murdolo, 2007
Leucocitos obesos e em algumas doencas inflamatorias (Ex: Doencas de Chagas).
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3. Objetivos

3.1 — Objetivo geral

Quantificar a producdo de marcadores inflamatdrios plasmaticos correlacionando-os com
marcadores clinicos, bioquimicos e antropométricos em adultos jovens apresentando sobrepeso

e obesidade.

3.2 — Objetivos especificos:

0] Avaliacdo da composicdo corporal de adultos jovens apresentando sobrepeso e
obesidade pela avaliacdo antropométrica (peso, altura, circunferéncias e pregas cutaneas, % de

gordura corporal, massa 6ssea e % de agua).
(1 Correlacionar aspectos clinicos da composicdo corporal dos pacientes com 0s
seguintes marcadores inflamatérios plasmaticos (CCL2, CCL5, CXCL16, leptina, resistina,

BMP-2);

(D) Correlacionar marcadores bioquimicos (hemograma completo, glicose de jejum,

colesterol e fracBes, T3, T4 e TSH) com os marcadores clinicos e inflamatorios,
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4- Material e métodos

4.1. Populacéo

Os participantes desta pesquisa foram agrupados por idade (adulto jovem: de 18 a 30
anos) e condicdo clinica (obesidade e sobrepeso). A populacédo avaliada foi composta por 47
voluntérios, todos alunos da Universidade Federal de Ouro Preto.

Foram considerados critérios de incluséo: (1) apresentar idades entre 18 anos e 30 anos;
(1) apresentar sobrepeso (IMC acima de 25 para adultos) ou condicédo de eutrofia, (111) aceitar
participar da pesquisa de forma voluntéria e, para isso, assinar o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE).

Foram considerados critérios de exclusao: (1) possuir idade fora da faixa estabelecida
para a pesquisa; (I1) recusar-se a participar do estudo, independente da justificativa, apos ter
recebido todas as informacdes contidas no termo de consentimento deste projeto de pesquisa;
(11 impossibilidade ou auséncia de disponibilidade para a realizacdo dos exames; (IV) pessoas
que fazem uso constante de medicamentos antiinflamatorios, antidepressivo, sibutramina e
inibidores de apetite ; (V) episddio prévio sugestivo de doenca reumatica aguda; (V1) apresentar
disfuncdo tireoidiana, manifesta por niveis anormais de horménio estimulante da tiredide e da
tiroxina livre; (VII) apresentar insuficiéncia renal, definida pelo aumento dos niveis de
creatinina e uréia; (VI11) apresentar doenca pulmonar obstrutiva cronica, conforme presenca de
historia, exame fisico, ECG e alteracBes radioldgicas sugestivas; (IX) apresentar disturbios
hidroeletroliticos (niveis séricos anormais de potassio e sodio) e/ou anemia significativa,
definida como hemoglobina menor que 10g/dl; (X) apresentar qualquer outra doenca sistémica
significativa, crénica ou aguda.

Os participantes voluntéarios dessa pesquisa foram agrupados, sem que tivessem
conhecimento dessa classificacdo, em: (1) adulto eutréfico, (I1) adultos com sobrepeso (IMC
acima de 25 Kg/m?) (111) adulto obeso (IMC acima de 30 Kg/m?).
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4.2. Analise antropomeétrica e composi¢ao corporal

A avaliacdo antropomeétrica foi realizada por uma nutricionista, em uma sala privativa.

(1) Altura: Os individuos foram medidos em pé, descalgos, com os pés unidos, de costas para o
marcador, em posicdo ereta, olhando para frente. A medida foi realizada através do

estadiométro transportavel Welmy® com escala em centimetros e a precisdo de 1 milimetro.

(I1) Peso: Os individuos foram pesados em balanca portétil calibrada TANITA®, com monitor
para composicdo corporal por bioimpedancia bipolar, sendo a mesma utilizada durante toda a
pesquisa e em todos 0s pacientes. Esse equipamento possui capacidade maxima de 136 kg e
precisdo de 0,5 kg. Os individuos foram pesados em pé, descalcos e posicionados corretamente

nos eletrodos, sem adornos metalicos e com roupas leves.

(111) indice de Massa Corporal: O IMC foi obtido dividindo-se o peso pela altura em metros
(m?). IMC: Peso (kg) / Altura (m)?

(V) Circunferéncia do braco (CB): Foi solicitado aos individuos que utilizassem roupas leves

e, de pés juntos e bragos estendidos lateralmente, foi realizada medida em plano horizontal.

(V) Circunferéncia da cintura: A medida foi realizada com o individuo em pé, com o0s pés
juntos, os bragos estendidos lateralmente e o abdome relaxado. A medida foi tomada no ponto

médio entre a ultima costela e a supra iliaca, com a fita inelastica em plano horizontal.

(V1) Circunferéncia do quadril: A medida foi realizada com individuo em pé, pés juntos, bragos
levantados para os lados; A fita antropométrica foi colocada estendida em plano horizontal no

quadril sobre a pele sem comprimir as partes moles.

(V1) Relagdo da cintura para o quadril (RCQ): O calculo foi realizado dividindo a medida da
circunferéncia da cintura (cm) pela do quadril (cm). RCQ: CC/CQ

(VI Circunferéncia abdominal: A medida foi realizada com individuo em pé, pés juntos,
bracos levantados para os lados. A fita antropométrica foi colocada estendida em plano

horizontal na regido do umbigo, sobre a pele sem comprimir as partes moles
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(IX) Pregas cutaneas: As pregas cutaneas foram medidas com o adipdmetro no com braco solto
e relaxado e mantendo a presséo constante. A medida da prega cutanea do triceps e biceps foi
realizada no braco ndo dominante; a prega cutanea bicipital foi obtida na parte média do braco;
a prega cutanea subescapular foi medida 1 cm abaixo do angulo inferior da escdpula e a prega
cutanea supra-iliaca foi medida na linha axilar média, com o tronco estendido, 1 cm acima da

crista iliaca anterior superior.

(X) Porcentagem de gordura corporal: O percentual de gordura corporal foi mesurado pelo

aparelho de impedancia bioelétrica a balanca portatil calibrada TANITA®.

4.3. Processamento e andlise dos exames bioquimicos

As amostras de sangue venoso foram obtidas com o individuo em jejum de 12 a 14 horas
e sob orientacdo para evitar ingestdo de alcool nas 72 horas que antecederam a coleta, assim
como evitar a atividade fisica extenuante no dia anterior.

A coleta foi realizada por um profissional farmacéutico e as amostras foram coletadas
em tubos contendo heparina e tubos sem anticoagulante, conforme a indicacdo do método. Apos
a coleta estas foram acondicionadas em gelo e transportadas imediatamente para Laboratério
Piloto de Analises Clinicas - Escola de Farmacia- Universidade Federal de Ouro Preto
(LAPAC).

Foram avaliados no soro o perfil lipidico (colesterol total, triglicérides, HDL-c e LDL-
c) e glicose, utilizando kits da marca Bioclin®. A determinacéo do colesterol total (CT), HDL-
c e triglicérides (TG) foi realizada através da metodologia enzimatica colorimétrica. A dosagem
triglicerideos foi realizada a partir de uma série de reacdes enzimaticas de hidrélise e oxidacao,
para a formacao de peroxido de hidrogénio que, sob a influéncia catalitica da peroxidase, gera
0 composto quinoneimina, um indicador colorimétrico medido fotometricamente, cuja cor é
proporcional a concentracdo do componente lipidico de interesse.

Na dosagem de HDL-c foi realizada utilizando o método homogéneo direto, em que o
colesterol HDL transforma-se em colestenona e perdxido de hidrogénio por acdo enzimatica,
na presenca de surfactantes especificos. O perdxido de hidrogénio formado reage com um
cromogeno, sob acdo catalitica da peroxidase, gerando o corante quinona, cuja absorbancia é
diretamente proporcional a concentra¢do do HDL-c na amostra.

O colesterol LDL foi quantificado usando-se a equacdo de Friedewald, descrita a seguir:
LDLC = CT — (VLDLC + HDLC), sendo que VLDLC = TG/5.
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O método empregado para determinacdo da glicose foi o método cinético, o qual é
baseado na reacdo de oxidacdo da glicose e posteriormente na reacdo de acoplamento de um
dos produtos formados, levando a formacdo de um composto corado (antipirilquinonimina),
cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de glicose na amostra.

4.4- Processamento e analise do material para os ensaios imunoenzimaticos

Os ensaios imunoenzimaticos para os mediadores inflamatorios (CCL2, CCLS5,
CXCL16, leptina, resistina e BMP-2) foram realizados utilizando-se o plasma previamente
armazenado no freezer -80° C. Utilizando placas de 96 pocos, foram adicionados 100 ul de
anticorpo monoclonal contra a proteina a ser dosada, diluidos em PBS contendo 0.1% de
albumina de soro bovino - BSA (SIGMA). Apds incubacdo por 12 horas a temperatura
ambiente, os anticorpos ndo adsorvidos foram descartados e as placas bloqueadas com 300
ul/pogo de uma solucdo contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a 37° C. As amostras de
plasma/ou sobrenadante, previamente padronizadas por nosso grupo foram aplicadas em um
volume de 100ul para cada pogo. Paralelamente, diluiu-se a proteina investigada em varias
concentracdes para o estabelecimento da curva padréo e, a seguir, incubou-se a placa por 12
horas a temperatura ambiente. Posteriormente os anticorpos secundarios foram diluidos em
PBS-BSA 0.1% e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, 100 ul de
estreptoavidina ligada a peroxidase na diluicdo de 1:4000 em PBS-BSA 0.1% foi adicionados
a placa e a mesma mantida sob agitacdo por 30 minutos. O cromégeno utilizado para a revelagéo
foi 0 OPD (6-phenylenediamine -SIGMA) na diluigdo de 4 mg para 10 ml de tampéo citrato.
No momento da aplicacdo de 100ul desta solugdo nos pocos, foi adicionado 2ul/placa de H>O>
30 volumes como catalisador da reacdo. Apos vinte minutos de incubacdo em auséncia de luz,
a reacdo sofreu blogueio ao adicionar 50 ul de H2SO4 3M por pogo. A leitura da intensidade de
marcacédo foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o comprimento de onda de 490 nM.
Para este ensaio foram utilizados kits (Peprotech, da cidade de S&o Paulo).

4.5. Comité de ética
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O projeto em questdo foi aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal de
Ouro Preto, parecer CAAE:07639512.0.0000.5150. (em ANEXO). A pesquisa consiste no
seguimento do projeto realizado pela Doutoranda Silvana Mara, do Laboratério de Doenca de
Chagas, aprovado no mesmo parecer do comité de ética.

4.6. Analise estatistica

Toda abordagem técnica estatistica serd submetida a consultoria do Departamento
Estatistica da Universidade Federal de Ouro Preto, com a colabora¢do com o Prof. Dr. Fernando
Luiz Pereira Oliveira.

Os resultados sdo apresentados, para cada grupo avaliado, por técnicas de estatistica
descritiva como mediana e intervalo interquartil. Foi realizado um teste de Shapiro Wilk para
todas as variaveis estudadas para verificar o tipo de distribuicdo das variaveis.

Ap0s avaliar uma distribuicdo assimétrica, dos grupos separados de acordo com a
composicao corporal, foi realizado o teste de analise de variancia one-way (ANOVA). Quando
a ANOVA indicou diferenca significativa, para identificar quais sdo os niveis que diferem os
valores médios da varidvel resposta, foi realizado o teste de compara¢fes multiplas de
Bonferroni.

Posteriormente foi realizado o teste de correlacdo de Pearson e Spearman para verificar
associacdo entre as variaveis dependentes (marcadores inflamatorios) e as variaveis
antropométricas e bioquimicas. O nivel de significancia dos testes realizados foi de 5%. Todas
as analises foram feitas através dos programas GraphPad Prism 5 e e do software estatistico R.

5.0- Resultados

5.1- Avaliagdes antropométricas
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A amostra total de voluntarios que participaram do projeto foi de 48 individuos, sendo
68,75% do sexo feminino e 31,25% do sexo masculino, com a média de idade de 24,04+3,5. A
Tabela 4 apresenta os dados de medidas antropométricas e composicdo corporal dos
voluntarios divididos de acordo com o estado nutricional pelo IMC, sendo 23 individuos
classificados como eutréficos (IMC= 18,5 Kg/m? a IMC > 24,99 Kg/m?), 18 apresentando
sobrepeso (IMC+ 25 Kg/m? a IMC > 29,9 Kg/m?) e 7 com obesidade (IMC > 30,0 Kg/m?).

Com excecdo da RCQ, todas as medidas antropométricas e composi¢do corporal foram
significativamente maiores (p < 0,05) no grupo de sobrepeso e obesidade quando comparado
ao grupo de individuos com eutréfia. Porém néo foi apresentado diferenca quando comparado

0s grupos de sobrepeso e obesidade.
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Caracteristicas gerais e antropomeétricas dos voluntarios classificados pelo estado nutricional relacionado ao IMC

Eutrofico (E) Sobrepeso (S) Obesidade (O) P
(n:23) (n:18) (n:7)
Mediana 1Q Mediana 1Q Mediana 1Q

Peso (Kg) 60,00 52,80-67,20 72,70 66,10-83,35 92,80  78,30-105,2 < 0.0001*
IMC (Kg/m?) 21,55 19,47-22,90 26,00 25,52-27,40 33,68 31,16-34,31 <0.0001*
CB (mm) 26,50 23,50-29,00 29,75 28,13-33,38 33,00 30,50-36,00 < 0,0008*
PCT(mm) 14,20 8,00-19,02 20,43  14,63-23,03 23,60  21,30-31,40 < 0,0004*
PCB(mm) 7,16 3,50-12,00 12,78 10,69-15,73 23,10 20,30-24,50 < 0,0004*
PCSE(mm) 18,25 13,50-22,50 28,35 23,00-35,05 45,80 32,15-51,00 <0.0001*
PCSI(mm) 11,75 8,20-18,35 22,20 20,07-24,85 32,60 29,70-37,20 <0.0001*
CA (cm) 80,00 77,60-88,00 91,00 86,73-97,00 1115  93,00-114,2 < 0.0001*
CQ (cm) 98,00 93,00-102,0 106,0  102,9-109,9 1210 117,0-127,0 < 0.0001*
CC (cm) 76,50 70,80-82,00 85,75 79,90-91,13 107,5 95,00-109,7 <0.0001*
RCQ (cm) 0,78 0,73-0,85 0,80 0,78-0,85 0,88 0,78-0,94 0,0810

% gordura corporal 24,00 18,00-29,00 36,00 33,00-39,25 4590  44,08-58,25 <0.0001*

1Q: Intervalo interquartil (Q1-Q3) - IMC: indice de massa corporal; CB: circunferéncia do braco; PCT: prega cuténea triciptal; PCB: prega cutanea bicipital; PCSE:
prega cuténea subescapular; PCSI: prega cutanea supra iliaca; CA: circunferéncia abdominal; CQ: circunferéncia do quadril; CC: circunferéncia da cintura; RCQ:
relacdo cintura quadril. Para a diferenca entre os grupos foi realizado o teste One-way para analise de variancias e teste de Bonferroni's de comparacdo multiplas, p
< 0,05. * A diferenca encontrada quando comparado 0s grupos eutrofico e obesidade.
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5.2 - AvaliacGes bioquimicas

As avaliacdes bioquimicas realizadas nas amostras de sangue dos voluntérios encontram-se descritas na tabela 5. A tabela contem os valores de

referéncia para cada uma das determinagdes conforme disponibilizado pelo seu respectivo kit comercial que € utilizado pelo Laboratoério Piloto de

Anadlises Clinicas - Escola de Farméacia- Universidade Federal de Ouro Preto (LAPAC).

Tabela 5 — Avaliacédo bioquimica dos individuos

Eutrofico Sobrepeso Obesidade P Referéncias
(n:23) (n:18) (n:7)
Mediana 1Q Mediana 1Q Mediana 1Q
Glicose (mg/dl) 87,00 80,00-95,00 89,00 86,00-93,00 87,00 85,00-91,00 0,26 | 70-100
Colesterol (mg/dl) 204,0 181,0-226,0 209,0 181,0-238,0 224,0 180,0-265,0 0,54 | <200
HDL (mg/dl) 67,58 50,59-76,98 58,31 52,21-68,31 56,69 48,53-58,70 0,29 ([>60
LDL (mg/dl) 121,2 99,70-151,5 132,3 117,8-148,4 141,5 118,4-182,6 0,39 | <130
Triglicerideos 57,00 42,00-97,00 85,00 55,00-105,0 97,00 72,00-117,0  0,021* | <150
(mg/dl)
VLDL (mg/dI) 11,49 8,34-19,32 16,97 10,97-21,02 19,40 14,50-23,36  0,025* | <30
TSH (mU/m) 2,05 1,40-4,00 2,19 1,73-2,54 2,52 2,04-2,95 09 ]04a4,0
T3(mcg/dl) 1,20 1,12-1,48 1,34 1,22-1,51 1,44 1,00-1,48 0,3940 | 1,0a3,0
T4 (mcg/dl) 11,43 10,12-12,90 11,10 9,90-12,60 11,84 9,04-14,66 0,77 19,0a17,0

HDL (high density lipoprotein): lipoproteina de alta densidade; LDL (low density lipoprotein): lipoproteina de baixa densidade; VLDL (very low density

lipoprotein): lipoproteina de muito baixa densidade;

TSH: hormonio tireoestimulante; T3: triiodotironina; T4: tiroxina.
Para a diferenca entre os grupos foi realizado o teste One-way para andlise de variancias e teste de Bonferroni's de comparagéo multiplas, p < 0,05.
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No presente estudo as avaliagcdes bioquimicas de triglicerideos e VLDL do grupo de
individuos obesos apresentaram valores significativamente maiores quando comparado ao
grupo estrofico. Em relagdo as outras dosagens bioquimicas ndo foi encontrado diferenca entre

0S grupos.

5.3 - AvaliagOes dos mediadores inflamatdrios

Os resultados da avaliagdo dos mediadores inflamat6rios no soro dos voluntarios da
pesquisa serdo apresentados agrupados em (i) quimiocinas (CCL2, CCL5 e CXCL-16) (figura
1) e (ii) adipocinas (leptina, resistina e BMP-2) (figura 2).
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Figura 1 — Concentracdo plasmatica das quimiocinas CCL2, CCL5 e CXCL-16. O plasma
dos individuos voluntarios foi submetido ao ensaio imunoenzimatico (ELISA) e as quimiocinas
CCL2 (A), CCL5 (B) e CXCL16 (C) avaliadas e apresentadas como média +/- SEM., P<0.005

= existéncia de diferenca significativa.
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De acordo com os resultados obtidos, a CCL2 (Figura 1A) o grupo eutréfico apresentou
valores menores quando comparado ao grupo com sobrepeso e obesidade (p < 0,0001). Em
relacdo a concentracédo plasmatica de CCL5 (Figura 1B) foi possivel observar diferenca apenas
entre 0 grupo eutréfico quando comparado aos individuos com sobrepeso e obesidade (p <
0,031). Na dosagem da quimiocina CXCL16 (Figura 1C) foram observados concentragdes
menores nos individuos eutréficos e apresentaram diferenca significativa quando comparados
aos grupos com sobrepeso e obesidade (p < 0.0001).

A figura 2 apresenta os resultados das concentragdes das adipocinas dosadas nos grupos
de individuos eutroficos, com sobrepeso e obesos.

Na avaliacdo dos niveis de leptina (Figura 2A) foi observado concentragdes maiores da
proteina em individuos obesos quando comparado aos individuos eutroficos (p < 0,024), Perfil
inverso foi observado em relacdo as dosagens de resistina, (Figura 2B) onde os individuos
eutroficos apresentaram niveis plasmaticos menores quando comparados aos grupos com
sobrepeso e obesidade (p < 0.0001). J& para os valores das concentracbes de BMP-2 ndo foi

encontrado diferenca significativa entre os grupos (Figura 2C).
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Figura 2 — Concentracdo plasmatica das adipocinas leptina, resistina e BMP-2. O plasma
dos individuos voluntarios foi submetido ao ensaio imunoenzimatico (ELISA) e as quimiocinas
leptina (A), resistina (B) e BMP-2 (C) avaliadas e apresentadas como média +/- SEM., P<0.005
= existéncia de diferenca significativa.
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5.4 - Correlacéo entre mediadores inflamatorios e parametros antropométricos em

adultos jovens eutrdéficos, com sobrepeso e obesidade.

As andlises de correlacdo foram realizadas com os mediadores inflamatorios que
apresentaram diferenca entre os grupos estudados.

Com base na importancia da quimiocina CCL5 para o recrutamento celular em
diferentes sitios do corpo humano, estabeleceu-se a correlagdo entre essa quimiciona e
parametros antropométricos de maior relevancia nesse estudo. A saber, CCL5 apresentou
correlagéo negativa com peso (Figura 3A), IMC (Figura 3B), porcentagem de gordura (Figura
3C) e VLDL (Figura 3D); além dos parametros antropométricos de circunferéncia da cintura
(Figura 3E), circunferéncia abdominal (Figura 3F), circunferéncia do quadril (Figura 3G),
circunferéncia do braco (Figura 3H) e as pregas cutaneas subescapular (Figura 31) e supra iliaca
(Figura 3J). Para as variaveis de triglicerideos, prega cuténea tricipital e bicipital ndo foram
encontradas correlagdes significativas (p > 0,05), esses valores ndo significativos estdo

apresentados na tabela 6.

A p=0,013 B p=0,033
1509 r=0,36 r=0,31
) 40 ®
- O ° LA}
2 1004 o e E 3. oo .
~ L L4 ~ ° °
) o ° =~ ° (1] [ .
4] ° L Q 'Y ®
o ° o —= 2 = LR ‘. °
o = 50
J % o° ° o o® o
50 o ® L 4
T T lG T T T 1
150 300 450 100 200 300 400 500
CCL5 CCL5 (pg/ml)
C p=0,037 D p=0,0005
804 r=0,31 404 r=0,40
) [ ]
~ 604 ~ 304
S . 5
« o
5 E 201
T _
<] fa)
o S 10
C T T T T O T T T T
200 300 400 500 100 200 300 400 500

CCL5 (pg/ml)
CCL5 (pg/ml)

Figura 3 — Correlagdo da quimiocina CCL5. A CCL5 foi relacionada com 0 peso peso
(Figura 3A), IMC (Figura 3B), porcentagem de gordura (Figura 3C) e VLDL (Figura 3D).
P<0.005 = existéncia de diferenca significativa.
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Figura 3 — Correlagdo da quimiocina CCL5. A CCLS5 foi relacionada com circunferéncia da
cintura (Figura 3E), circunferéncia abdominal (Figura 3F), circunferéncia do quadril (Figura
3G), circunferéncia do braco (Figura 3H) e as pregas cutaneas subescapular (Figura 31) e supra
iliaca (Figura 3J). P<0.005 = existéncia de diferenca significativa.

Em relacdo a quimiocina CCL2, responsavel pela quimiotaxia de mondcitos/macrdofagos

para o sitio inflamatorio, foi também estabelecido um estudo de correlagdo com parametros
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antropométricos mais relevantes desse estudo. A CCL2 apresentou correlacdo positiva para o
peso (Figura 4A), para o IMC (Figura 4B), porcentagem de gordura corporal (Figura 4C) e
circunferéncia da cintura (Figura 4D), circunferéncia do quadril (Figura 4E), circunferéncia
abdominal (Figura 4F), circunferéncia do braco (Figura 4G) e a prega cutanea supra iliaca
(Figura 4H). A quimiocina também apresentou correlacéo positiva como o exames bioquimicos
de triglicerideos (Figura 41). Ndo houve associacdo significativa quando relacionado as

concentracdes de CCL2 e as pregas cutaneas bicipital, tricipital e subescapular, (tabela 6).
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Figura 4 — Correlacdo da quimiocina CCL2. A CCL2 foi relacionada peso (Figura 4A), para o
IMC (Figura 4B), porcentagem de gordura corporal (Figura 4C) e circunferéncia da cintura (Figura
4D). P<0.005 = existéncia de diferenca significativa.
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Em relacdo a quimiocina CXCL16, as suas concentracOes plasmaticas apresentaram

correlagéo positiva com o peso (Figura 5A), IMC (Figura 5B), porcentagem de gordura (Figura

5C), circunferéncia da cintura (Figura 5D), circunferéncia abdominal (Figura 5E) e as pregas

cuténeas bicipital (Figura 5F), subescapular (Figura 5G) e supra iliaca (Figura 5H). Além do

exame biogquimico VLDL (Figura 5I).

N&o houve associacéo significativa quando relacionado as concentracdes de CXCL16

com triglicerideos, circunferéncia do quadril, circunferéncia do braco e as pregas cutaneas

bicipital e tricipital (tabela 6).
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existéncia de diferenca significativa.
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Figura 5 — Correlagdo da quimiocina CXCL16. A CXCL16 foi correlacionada com a
circunferéncia abdominal (Figura 5E), pregas cuténeas bicipital (Figura 5F), pregas cutaneas
subescapular (Figura 5G), pregas cutaneas supra iliaca (Figura 5H) e VLDL (Figura 5I). P<0.005
= existéncia de diferenca significativa.

As concentracfes plasmaticas de resistina presente no soro dos individuos avaliados

nesse estudo apresentaram correlagdo positiva para o peso (Figura 6A), para o IMC (Figura
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6B), porcentagem de gordura corporal (Figura 6C), para a circunferéncia: abdominal (Figura
6D), cintura (Figura 6E), quadril (Figura 6F) e braco (Figura 6G). Bem como para as pregas
cuténeas: biciptal (Figura 6H), subescapular (Figura 61), supra iliaca (Figura 6J) e triciptal
(Figura 6K) e tambeém para os niveis de VLDL (Figura 6L). J& os valores de triglicerideos ndo

se correlacionaram significativamente com as concentracdes de resistina (p > 0,05), dado

apresentado na tabela 6.
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Figura 6 — Correlacdo da adipocina resistina. A resistina foi relacionada com peso (Figura 6A),
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Ja a leptina, um importante e ja conhecido marcador biolégico associado a obesidade,

também apresentou correlagdo positiva com 0s seguintes parametros antropométricos

avaliados: peso (Figura 7A), IMC (Figura 7B), circunferéncia abdominal (Figura 7C),

circunferéncia do quadril (Figura 7D) e as pregas cutaneas: bicipital (Figura 7E), tricipital

(Figura 7F), subescapular (Figura 7G), supra iliaca (Figura 7H). Os exames bioquimicos

triglicerideos (Figura 71) e VLDL (Figura 7J) também apresentaram correlacéo positiva com a

leptina. Para as variaveis porcentagem de gordura corporal e PCT ndo foram encontradas

correlagéo significativa (p > 0,05), (tabela 6).
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Figura 7 — Correlacdo da adipocina leptina. A leptina foi relacionada com peso (Figura 7A), IMC
(Figura 7B), circunferéncia abdominal (Figura 7C), circunferéncia do quadril (Figura 7D) P<0.005
= existéncia de diferenca significativa.
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Figura 7 — Correlagdo da adipocina leptina. A leptina foi relacionada as pregas cutaneas: bicipital
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A tabela abaixo especifica as correlacbes das quimiocinas e adipocinas que nao

apresentaram diferenca significativa com os dados de medidas antropomeétricas, porcentagem

de gordura corporal e exames bioquimicos dos voluntarios participantes do projeto.

Tabela 6: Auséncia de correlagdo entre CCL2, CCL5, CXCL16, resistina e leptina com
parametros bioquimicos e antropométricos.

Quimiocinas Adipocinas

CCL5 CCL2 CXCL16 Resistina  Leptina
Triglicerideos P=10,9 P=10,10 P=0/4 -
(mg/dl)
VLDL (mg/dl) P=0,10
PCT (mm) P=0,5 P=0,13 P=0,09
PCB (mm) P=0,25 P=0,10 P=0,11
CB (cm) P= 0,065
PCSE (mm) P=0,08 P=0,07
% gordura corporal P=0,10
Circunferéncia do P=0,23

quadril (cm)

CB: circunferéncia do braco; PCT: prega cutanea triciptal, PCB: prega cutanea bicipital;
PCSE: prega cutanea subescapular, nem mesmo com o parametro bioquimico VLDL (very
low density lipoprotein): lipoproteina de muito baixa densidade apresentando todas um (p

> 0,05).
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6.0 - Discussao

A epidemia global da obesidade € uma realidade em nossa sociedade ha mais de quatro
décadas e as estratégias profilaticas para seu controle ainda sdo arcaicas e pouco expressivas,
principalmente por se confrontarem com produtos ofertados pelas empresas alimenticias,
automobilisticas e de equipamentos eletroeletrénicos (computadores, TVs, escadas-rolantes
etc), mantenedores do individuo em sua zona de conforto, em sua residéncia, em seu quarto,
em seu estado de sedentarismo. As taxas de obesidade em individuos adultos e idosos,
principalmente em paises considerados “desenvolvidos” tém crescido exponencialmente nas
ultimas décadas e, mesmo cientes dessa cadastrofe futura na satde e na economia mundial,
poucos governantes tém, de fato, se mobilizado e propostos ac6es profilaticas para conté-las
(Gortmarker et al. 2011). Mas uma tendéncia j& desperta a atencao de profissionais da area de
salde, o sobrepeso e a obesidade que antes era evidenciado na segunda metade da vida, comeca
a se destacar em criancas e jovens como catalisadores de doencas cronicas e de mortalidade
precoce na fase adulta.

A obesidade, além de constituir-se uma doenca, € também um fator de risco para
inimeras doencas cronicas ndo transmissiveis como as cardiacas, acidentes vasculares
cerebrais, cancer, diabetes e doencas respiratorias. O excesso de peso é hoje reconhecido como
um dos cinco mais importantes fatores responsaveis pela mortalidade mundial (hipertensao
13%, tabagismo 9%, hiperglicemia 6%, inatividade fisica 6% e excesso de peso ou obesidade
5%), além da contribuicdo para o aumento de diversas doencas em diferentes continentes
(OMS, 2009).

Reconhecendo-se a obesidade como uma doenca inflamatéria crénica basal e por isso
uma condicdo patologica onde coexistem produtos da resposta imune, a identificacdo de
marcadores capazes de prever ou identificar precocemente o aparecimento de comorbidades,
tornam-se importantes estratégias de investigacdo. No presente estudo, individuos jovens foram
agrupados de acordo com o critério de eutrofia, sobrepeso e obesidade e parametros
antropomeétricos, bioguimicos e inflamatdrios avaliados e correlacionados.

O colesterol ¢ um importante marcador ja utilizado na rotina clinica como “mediador”
preditor de doencas vascular (Prado et al. 2009). E relevante observar que os valores de
colesterol dos individuos participantes desse estudo ndo diferiram entre os grupos, apresentando
nivel médio de colesterol acima de 200 mg/dL. Os dados encontrados merecem atencédo, pois
estes individuos apesar de apresentarem indice de massa corpdrea (IMC) com eutrofia, mostram
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uma porcentagem de gordura corporal elevada (maior que 24%) para a faixa 18 a 30 anos sendo
o recomendado pela OMS o maximo de 20% (Acufia et al, 2008).

Outro marcador empregado nesse estudo foi a medida da circunferéncia da cintura,
altamente prevalente em individuos acima de 40 anos de idade pelas proprias condi¢des. Mesmo
sendo este estudo focado em individuos mais jovens (abaixo de 30 anos de idade), observou-se
que; 52% dos individuos com sobrepeso apresentavam a circunferéncia da cintura acima do
indicado para seu sexo e faixa etaria apresentando, assim, elevado risco para o desenvolvimento
de doencas relacionadas a obesidade. A medida de circunferéncia da cintura aumentada indica
aumento da gordura visceral e tem sido destacada como preditora independente de distarbios
metabolicos e hemodinamicos (Anjos et al, 2009). Por outro lado, 18% dos individuos
eutréficos também apresentaram a circunferéncia da cintura (cm) aumentada, reforcand0 a
baixa sensibilidade do IMC como parametro para avaliacdo de risco da adiposidade. Estudos
tém revelado que o acimulo de gordura na regido abdominal, independente da idade, contribui
para a fisiopatogénese da sindrome metabdlica e estd fortemente relacionado com o
desenvolvimento de doenca cardiovascular e morte prematura (Ritchie, et al 2007, Silveira et
al, 2010).

Além dos marcadores antropométricos e bioquimicos classicos, alguns
marcadores circulantes de natureza proteica/peptidica tém se apresentado como estratégias
promissoras para identificacdo de grupos de risco. A leptina € um bom exemplo de marcador
peptidico circulante. Trata-se de um horménio peptidico, codificado pelo gene ob, e expressa
principalmente pelo tecido adiposo branco, especialmente pelo tecido subcutaneo, sendo este
responsavel por 80% da producdo de leptina no ser humano (Antuna-Puente et al, 2008). A
leptina tem um importante papel no controle do apetite, do metabolismo e do balanco energético
corporal. Em condicGes fisioldgicas, no pancreas, a leptina é responsavel pela supressao da
secrecdo de insulina; no masculo mostra aumento da oxidacdo de acidos graxos livres, do
consumo de glicose e sintese de glicogénio e no tecido adiposo inibe a lipogénese e estimula a
lipolise. Os individuos com obesidade apresentam niveis elevados de leptina, pois seus niveis
séricos se correlacionam diretamente com a massa de tecido adiposo (Donohoe et al, 2010).
Nos individuos obesos foram encontrados niveis plasmaticos elevados de leptina, quando
comparado ao grupo de individuos eutroficos. Esse resultado é condizente com a literatura
cientifica, pois sabe-se que a obesidade favorece o aumento das concentragdes de leptina
(Gomes et al, 2010). A hiperleptinemia observada parece ndo exercer funcdo reguladora da
obesidade, mas sim de resisténcia hipotalamica ao receptor da leptina, resultando em uma

reducdo dos efeitos bioldgicos desse horménio (Wozniak et al, 2009).
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Ainda no contexto da relagdo entre a hiperleptinemia e o estado de inflamacéao crénica
durante a obesidade, é proposto que a leptina seja capaz de estimular a producdo de TNF-a e
MCP-1/CCL2, propiciando a ativacdo e o0 recrutamento de mondcitos para o sitio da
inflamacéo, nesse caso, 0s depdsitos lipidicos (Donohoe et al, 2010). Por outro lado, parece
também que o TNF-a e a interleucina 6 (IL-6) sdo capazes de estimular a producéo de leptina
pelos adipdcitos, criando um feedback positivo. O oxido nitrico sintase (NOS) e espécies
reativas de oxigénio (ROS), também induzem a ativagdo, proliferacdo e migragdo de mondcitos
circulantes. Esses achados suportam a teoria de a leptina ser o elo entre o estado nutricional e a
funcdo celular imune (Wozniak et al, 2009).

Em individuos jovens observou-se que a leptina apresentou correlacdo positiva com o
peso, IMC, circunferéncia abdominal, circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril e 0s
niveis de VLDL e triglicerideos resultados similares aos observados em um estudo de coorte
realizado com mulheres obesas morbidas jovens, com idades similares aos individuos do nosso
presente estudo. Nesse estudo as mulheres com IMC < 40 kg/ml, a leptina plasmética foi
positivamente correlacionada com varidveis antropométricas (IMC, circunferéncia da cintura,
relacdo cintura-quadril) colesterol total, LDL, triglicerideos plasmaticos, AST, ALT e
negativamente ao HDL (Garcia Lorda P et al, 2011).

Da mesma forma, avaliou-se a producdo plasmatica de outro mediador denominado
resistina. Ele foi recentemente descoberta e pertence a uma familia de proteinas ricas em
cisteina, e € secretada por mondcitos e adipocitos, sendo encontrada em regides de inflamacéo
(Carvalho et al, 2006). A resistina é expressa, especificamente, no tecido adiposo branco e sua
secrecdo esta fortemente relacionada a resisténcia a insulina, mediante prejuizo na sinalizacédo
da insulina e captacdo de glicose, ela aumenta a producdo de endotelina-1 (potente
vasoconstritor) e CCL2/MCP1 (Filkova et al, 2009). Os niveis de resistina encontram-se
elevados em camundongos obesos geneticamente ou por dieta, assim como em individuos
obesos (Fantuzzi et al, 2007). Esses estudos reforcam nossos achados onde niveis de resistina
encontrado nos individuos obesos apresentaram-se mais elevados do que nos individuos
eutroficos.

A expressdo da resistina pode também estar aumentada em até 20% em popula¢des com
diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) do que naquelas sem (Stofkova et al,2010). Em relacéo aos
depdsitos especificos de gordura corporal, é descrito para o tecido adiposo visceral uma
expressao duas a trés vezes maior de resistina, seguido dos subcutaneo abdominal e subcutaneo
gluteo-femural, podendo esse aumento ser um importante elo entre obesidade abdominal e

DM2. Além disso, detectou-se sua expressdo € trés vezes maior em pré-adipocitos quando
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comparada aos adipdcitos maduros, sugerindo-a como potencial reguladora da adipogénese
(Hermsdorff et al, 2004).

Em individuos jovens, observamos correlagcdo positiva com o peso, IMC, porcentagem
de gordura, circunferéncias abdominais, exame bioquimico de VLDL e as pregas cutaneas.
Resultados semelhantes foram descritos por Azuma, et al, em adultos jovens (idade 30+ 5,2)
apos 1,5 anos em um programa de reducdo de peso (atividade fisica +dieta). Nesse estudo, 0s
individuos obesos apresentaram niveis maiores de resistina com uma correla¢do positiva com
IMC, gordura corporal e glicose, porém a analise transversal nao apresentou nenhuma alteracao
dos fatores correlacionados com esse marcador plasmatico. E proposto, ainda, que a inflamac&o
sistematica leva a um aumento da producéo e circulacdo dos niveis de resistina em individuos
obesos, esse aumento é provavelmente um resultado indireto de niveis elevados de citocinas
inflamatorias caracteristicas de estados de aumento da adiposidade (De Luis et al, 2011).

Outra evidencia que liga a resistina a inflamac&o e que os niveis de resistina plasmaticos
foram associados com varios marcadores inflamatérios em algumas condicGes patoldgicas. Em
individuos com sinais inflamatorios graves, foi encontrada uma correlacdo positiva entre a
resistina e os marcadores inflamatorios, dentre eles IL-6, PCR, ICAM-1 e que é preditiva da
aterosclerose em humanos, sugerindo ser, a resistina um elo entre sinais metabdlicos,
inflamacéo e aterosclerose (Reilly et al, 2005; Tilg et al, 2006).

Além dos mediadores inflamatorios descritos anteriormente, nesse estudo avaliou-se
também a quimiocina CCL2, CCL5 e CXCL16. E sabido que o tecido adiposo tem, na sua
constituicdo, macrofagos residentes. Pelo processo inflamatério de baixa intensidade presente
nesse tecido ou quando este tecido se torna disfuncional, hd um aumento do infiltrado de
macrofagos, decorrente do aumento na producédo de CCL2 pelos adip6citos (Maury & Brichard,
2010). Em decorréncia de maior quantidade de gordura corporal os individuos obesos podem
apresentar uma elevacao nas concentragdes de CCL2. De fato, nosso resultados mostraram que
individuos obesos apresentam niveis maiores dessa quimiocina quando comparado com 0s
individuos do grupo eutrofico. Observou-se, também, que as concentracdes de CCL2,
apresentaram correlacdo positiva para peso e IMC e dados de circunferéncia da cintura e
abdominal, as pregas cuténeas e os valores de triglicerideos e VLDL.

A CCL2 ¢é considerada um marcador de inflamagdo em diversas doengas,
principalmente nas cardiovasculares e também é expressa nas fases iniciais da aterosclerose.
Apresenta-se envolvida na aterogénese através de diferentes mecanismos, promovendo o
recrutamento de monacitos e linfdcitos T circulantes do sangue para 0 espago subendotelial,

estes mondcitos periféricos recrutados podem diferenciar-se em macrofagos ativos (Dwyer et
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al, 2007). Paralelamente, os pré-adipdcitos também tém a capacidade de se diferenciar em
macrofagos e a CCL2 contribui para a diferenciacdo dos macrofagos em células espumosas,
reforcando o estabelecimento da placa aterosclerdtica. Os produtos derivados dos macréfagos
ativos podem afetar também a funcdo dos adipocitos e estdo envolvidos em alteracGes do
processamento da glicose nestas células, contribuindo para a insulino-resisténcia. Entretanto é
necessario que novos estudos sejam conduzidos sobre esta quimiocina quanto as suas fungdes
e mecanismos de acdo (Donohoe et al, 2010).

Outra quimiocina envolvida no recrutamento de macréfagos para o tecido adiposo e
envolvido na patogénese da insulina é a CCL5, também conhecida como RANTES (Regulated
on Activation Normal T-Cell Expressed and Secreted). Além de macrofagos, essa quimiocina
também atua no recrutamento de linfdcitos T, eosindfilos, baséfilos para o sitio inflamatério
(Camargo et al, 2011). Nos resultados obtidos em nosso estudo, observamos 0 aumento das
concentrag¢fes de CCL5 nos individuos obesos quando comparado ao grupo eutréfico, fato que
pode ser explicado pela obesidade estar relacionada a um estado de baixo grau de inflamacéo
sistémica. As quimiocinas secretadas pelos adipdcitos podem iniciar uma infiltracdo de
leucdcitos no tecido adiposo e, assim, mediar um passo importante para o estabelecimento de
ativacdo imune cronica (Camargo et al, 2011). O estudo de Camargos et al. foi realizado com
adipdcitos maduros, sendo as células estimuladas com lipopolissacarideo (LPS), IFN-gama,
interleucina 4 (IL-4) e exposta a baixa pressao de oxigénio. A CCL5 foi expressa e secretada
continuamente na maioria das amostras de adipdcitos, sendo a sua libertacdo dependente do
tamanho dos adipdcitos e também apresentou elevacgdo a partir de células de dadores obesos. A
hipdxia (4%) causou um aumento de aproximadamente 36% de libertacdo de CCL5 (Skurk T
et al, 2009).

A terceira e Ultima quimiocina estudada foi identificada recentemente, a proteina
chamada CXCL16 combina as funcdes e propriedades de uma quimiocina inflamatéria. A
CXCL16 é transmembranar e composta de um dominio quimiocina extracelular. Esse dominio
atua como um receptor facilitando a absor¢do e eliminacdo LDL-ox, fosfatidilserina,
favorecendo a formacdo de células espumosas (Abel et al, 2004). A proteina CXCL16 &
expressa em macrdfagos e células musculares lisas aorticas e sua expressao esta aumentada nas
placas ateroscleréticas. A expressdo da CXCL16 também tem sido associada com algumas
doencas inflamatdrias, incluindo artrite reumatoide, doengas intersticiais pulmonares, doenca
arterial coronariana e lesdo hepatica (Sheikine et al, 2008). O receptor de CXCL16, CXCR®,
tem sido relatado como sendo expressos em células Thl, em linfocitos infiltrados tumorais e

numa variedade de leucécitos em sitios de tecidos inflamados (Ruth et al, 2006).
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Um estudo realizado por Yongging Lv et al mostrou a associa¢do de CXCL16/CXCR6
com aterosclerose carotidea em pacientes com sindrome metabolica (Yongging Lv, 2013).
Pacientes com sindrome metabdlica apresentaram aumento significativo da circunferéncia da
cintura, colesterol total, triglicerideos e aumento de anomalias da estrutura e funcdo da artéria
carotida. Esses pacientes apresentaram o0s niveis de CXCL16 e expressao de CXCL16
aumentados, bem como o nudmero de células CXCR6 + celulas T associado ao indice de
formagdo de placa aterosclerGtica. Em nosso estudo, também observamos maiores
concentragOes plasmaticas dessa quimiocina em individuos com obesidade.

A saber, a disfuncdo imune estd envolvida na iniciacdo e progressdo da aterosclerose,
leucdcitos encontrados na regido aterosclerotica sdo principalmente macréfagos e linfocitos T,
que podem promover a formacédo de placas e a sua instabilidade. A CXCL16/solavel funciona
como um mediador de células com perfil Thl, promovendo a migracdo de linfocitos e a
absorcdo de ox-LDL para éareas de lesdo aterosclerdtica (Sheikine et al, 2008). Citocinas
derivadas de células T poderiam contribuir para a producdo de CXCL16 que por sua vez, levaria
a um recrutamento de mais células T, formando uma retroalimentacao positiva para aumentar
a resposta imune no sitio da leséo aterosclerética (YYongging Lv, et al, 2013).

Ainda buscando novos marcadores com potencial aplicacdo na identificagdo de
comorbidades associadas a obesidade, avaliou-se as proteinas morfogenéticas dsseas (BMP),
por representarem um produto do metabolismo dos osteoblastos, odontoblastos e de vérias
células tumorais (referencias). Essas proteinas sdo encontradas no tecido 6sseo, na dentina,
onde se encontram armazenadas de forma mais concentrada, e também podem ser encontradas
em alguns tumores de células dsseas (Ripamonti et al, 2001). Atualmente existe em torno de 20
proteinas morfogénicas descritas, dentre essas proteinas morfogenéticas dsseas, a BMP-2
possui a maior capacidade osteoindutora, ela induz o aumento das células mesenquimais
pluripotenciais (células-tronco), com capacidade para se diferenciarem em células produtoras
de tecido 6sseo ou vascular (Wozney et al, 2005).

A manutencao do tecido 6sseo e complexa e necessita de varios fatores circulantes como
horménios, proteinas e sais inorganicos, esses fatores devem permanecer em equilibrio caso
contrario pode resultar em problemas 6sseos, diminuindo a sua mobilidade e qualidade de vida.
Para sustentar a forca mecénica a que o tecido é submetido, diariamente, torna-se necessario
um mecanismo de reparo aos microdanos estruturais no tecido e isso sé € possivel através da
constante formacao e absorcao do tecido 6sseo. As primeiras estruturas para o remodelacéo do
tecido 0sseo sdo as BMPs (Lindholm, 1996; Wozney et al, 2005) e criando a hipdtese da

sobrecarga do tecido adiposo sobre as estruturas dsseas, principalmente dos individuos mais
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jovens, postulou-se a hipotese do BMP-2 estar elevado em individuos obesos ou com sobrepeso.
No entanto, ndo observamos diferencas nas concentracfes de BMP-2 nos diferentes grupos
avaliados.

Excetuando o BMP-2, os demais mediadores estudados (tanto os ja& descritos quanto 0s
denominados “novos”) apresentaram sua maior producao associada a obesidade e, na maioria
dos casos, ao sobrepeso. Esses dados sugerem que, se o individuo obeso € aquele com maiores
riscos de desenvolver comorbidades e levar o individuo ao 6bito, o individuo com sobrepeso
encontra-se com riscos mais proximos dos obesos que daqueles considerados eutroficos. E
ainda, conclui-se que as quimiocinas e os marcadores denominados adipocinas (leptina e
resistina), bem como o TNF-alfa sdo bons marcadores para a obesidade pela identificacdo dos
grupos de individuios e pelas correlagdes favoraveis com outros marcadores bioquimicos e
antropomeétricos classicos, merecendo maior atencdo em estudos futuros associados as doencas

secundarias associadas ao quadro da obesidade.

7.0 — Conclusao

Com base nos marcadores inflamatérios plasmaticos classicos (Leptina e Resistina),
bem como nos novos marcadores avaliados (quimiocinas CCL2, CCL5 e CXL16), conclui-se
que os individuos com sobrepeso, de forma similar aos individuos obesos, apresentam maiores
niveis plasmaticos desses marcadores inflamatérios, sugestivos de pré-condicdo para o

desenvolvimento de comorbidades associadas & obesidade.
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