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RESUMO

ROCHA, José Luiz Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2012.
Biomarcadores inflamatorios e determinantes da sindrome metabdlica em adultos
jovens saudaveis. Orientadora: Josefina Bressan. Coorientadores: Leandro Licursi de
Oliveira e Moysés Nascimento.

Varias doengas cronicas sdo acompanhadas por processos inflamatorios e evidéncias
continuam a se acumular sobre a relevancia clinica dos preditores laboratoriais destes
eventos fisiopatologicos. Neste contexto, o presente estudo se propds a avaliar, em
individuos jovens e clinicamente saudaveis, as concentragcdes plasmaticas de TNF-a e
IL-6 e a expressao de genes relacionados ao processo inflamatorio (TNF-a, IL-6,
ICAMI1, ILIR1 e IL-18) e suas possiveis associagdes com fatores de risco para o
desenvolvimento da sindrome metabolica (SM). Foram avaliados 161 individuos quanto
a antropometria, composi¢ao corporal, ingestdo dietética, além de dados bioquimicos e
clinicos. A dosagem plasmatica de TNF-a e IL-6 foi realizada por ensaio imunoldgico
(ELISA) em plasma EDTA. A expressdao génica (EG) relativa foi feita em células
mononucleares (PBMC) utilizando-se PCR em tempo real. As comparagdes entre grupos
foram feitas mediante os testes de Mann-Whitney-U ou Student-t, de acordo com a
distribuicao das variaveis. Foram utilizados a correlagdo de Spearman e modelos de
regressdo linear e logistica rastrear associacdes e fatores preditivos relativos aos
biomarcadores e aos componentes da SM. Os resultados foram apresentados como
média = DP com intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia estatistica de
P<0,05. Os resultados revelaram que as concentracdes plasmaticas de TNF-a e IL-6
foram superiores nos individuos do sexo masculino (P<0,001), contrariamente aos
valores de EG que ndo se diferenciaram entre os géneros. Os individuos com maiores
niveis circulantes (MNC) de TNF-o também apresentaram maiores valores de peso
corporal, perimetro da cintura, relagdo cintura/quadril, massa livre de gordura, pressao
arterial sistolica e diastdlica, glicose e acido Urico sanguineos e por outro lado, menores
valores da % de gordura total, colesterol total e fragdes HDL-c e LDL-c (P<0,05). Ja os
individuos com MNC de IL-6 demonstraram maiores valores de peso corporal, IMC,
gordura troncular, massa livre de gordura, pressdo arterial sistolica e diastolica, fragdo

HDL-c e &cido urico, por outro lado, menores valores de % de gordura total, pregas
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cutaneas tricipital e bicipital, triacilglicerois, colesterol total e fragdo LDL-c (P<0,05). A
EG desta citocina se apresentou de forma inversa as concentragcdes plasmaticas de IL-6
(P=0,03). Individuos com MNC de TNF-a consumiam mais calorias, proteinas, cobre e
fibras, no entanto menos ferro na dieta (P<0,05). J& aqueles com MNC de IL-6
consumiam mais calorias, macronutrientes, fibras, ferro e cobre (P<0,05). Mediante
analise de regressao simples, observou-se que a EG de ICAMI, do IL1R1 e da IL-18
tiveram efeito preditivo positivo sobre os niveis circulantes de TNF-a (P< 0,05). Os
individuos que se posicionaram nos dois maiores tercis (3,48 a 5,08 pg/mL e > 5,09
pg/mL) da distribui¢ao dos niveis circulantes do TNF-a, quando comparados aqueles no
menor tercil, demonstraram aumento importante nas chances de apresentar obesidade
abdominal (P<0,05). Da mesma forma, aqueles que se posicionaram no maior tercil,
quando comparados aqueles no menor, demonstraram aumento importante nas chances
de apresentar niveis reduzidos de HDL-c. Quando a mesma analise foi feita para IL-6,
verificou-se que os individuos que se posicionaram nos dois maiores tercis (3,43 a 4,86
pg/mL e > 4,87 pg/mL) da distribuicdo dos niveis circulantes desta citocina, quando
comparados aqueles no menor tercil, mostraram aumento importante nas chances de
apresentar concentragdes séricas diminuidas de HDL-c. Este estudo contribuiu para o
melhor entendimento das associagdes entre os marcadores de interesse e os fatores de
risco para a ocorréncia das doencas associadas a SM. E ainda, evidenciou a associacao
da EG de alguns marcadores inflamatérios em PBMC com variaveis importantes no

contexo das doengas metabolicas, mesmo em adultos saudaveis.
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ABSTRACT

ROCHA, José Luiz Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012.
Inflammatory biomarkers and metabolic syndrome in healthy young adults.
Advisor: Josefina Bressan. Co-Advisers: Leandro Licursi de Oliveira and Moysés
Nascimento.

Several chronic diseases are accompanied by inflammatory processes and evidence
continues to accumulate on the clinical relevance of these laboratory predictors of
pathophysiological events. In this context, the present study was to evaluate, in young and
clinically healthy individuals, plasma concentrations of TNF-a and IL-6 and the expression
of genes related to inflammation (TNF-a, IL-6, ICAMI1, ILIR1 and IL-18) and their
possible association with risk factors for the development of metabolic syndrome
(MS). 161 individuals were evaluated about the anthropometry, body composition, dietary
intake, and biochemical and clinical datas. The plasma level of TNF-o and IL-6 was
conducted by immunoassay (ELISA) in EDTA plasma. Gene expression (GE) was
performed on periferial blood mononuclear cells (PBMC) wusing real time
PCR. Comparisons between groups were performed by the Mann-Whitney-U or Student-t
in accordance with the distribution of variables. We used Spearman correlation, the linear
regression model and the logistic regression. The results were presented as mean + SD,
interval of 95% and significance level of P <0.05. The results showed that plasma
concentrations of TNF-o and IL-6 were higher in males (P <0.001), contrary to the values

of GE was not different between genders. Individuals with higher circulating levels of
TNF-a also showed higher body weight, waist circumference, waist/hip ratio, fat-free mass,
systolic and diastolic blood pressure, glucose and uric acid levels, and on the other hand,
smaller values of percentage of total fat, total cholesterol and HDL-c and LDL-c (P
<0.05). Individuals with higher circulating levels of IL-6 showed higher values of body
weight, BMI, truncal fat, fat-free mass, systolic and diastolic blood pressure, HDL-c and
uric acid, on the other hand, lower values of percentage of total fat, biceps
and triceps skinfold, triglycerides, total cholesterol and LDL-c (P <0.05). The GE of this
cytokine presented inverse concentrations of IL-6 in the plasm (P = 0.03). Individuals with
higher TNF-a consumed more calories, protein, copper and fiber, but less iron in the diet

(P<0.05). Those with higher IL-6 consumed more calories, macronutrients, fiber, iron and
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copper (P<0.05). By simple regression analysis, we found that the GE of ICAM1, the R1IL-
1 and IL-18 had a positive predictive effect on circulating levels of TNF-a (P<0.05 ). As for
IL-6, body weight, fat-free mass, truncal adiposity, the systolic and diastolic blood
pressure, levels of uric acid, glucose and LDL-c had a positive predictive effect, unlike
percentage of total fat, circulating levels of total cholesterol and LDL-c and HDL-c, besides
the concentration of selenium in nails, which had a negative predictive effect. Individuals
who are positioned in the two last tertiles (3.48 to 5.08 pg / mL and > 5.9 pg / mL) of the
distribution of circulating levels of TNF-a, compared with those in the lowest tertile (<3.48
pg/mL) showed a significant increase the chances of having abdominal obesity (P <0.05).
In the same way, those who werw in the last tertile, compared with those in smaller,
showed a significant increase in the chances of having low levels of HDL-c. When the
same analysis was performed for IL-6, it was found that individuals who were in the two
largest tertiles (3.43 to 4.86 pg / mL and > 4.87 pg / mL) of the distribution of circulating
levels of this cytokine, compared with those in lowest tertile (<3.43 pg / mL) showed
significant increase in serum concentrations likely to have decreased HDL-c. This study
contributes to better understanding of associations between markers of interest (TNF-a and
IL-6) and the risk factors for the occurrence of diseases associated with MS. Moreover, this
study revealed the association of mRNA expression of some inflammatory markers in
PBMC with important variables in the surrounding context of metabolic diseases, even in

healthy adults.
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1. INTRODUCAO

Embora alguns autores atribuam a resisténcia insulinica (RI) como o principal
fator que relaciona a obesidade as adversas alteragdes metabdlicas, ha indicios que a
fisiopatologia da sindrome metabolica (SM) ndo pode ser explicada pela RI
isoladamente (MEIGS et al, 1997). Além de distarbios da homeostase da glicose,
dislipidemia e hipertensdo arterial sistémica (HAS), muitos outros eventos
fisiopatoldgicos tém sido caracterizados em individuos com SM. Entre estes, a
inflamacdo cronica sistémica ¢ a evidéncia mais consistente (FESTA et al., 2000) pois
muitos marcadores inflamatorios estdo altamente correlacionados com o grau de
obesidade e RI (FORD et al., 2005; PICKUP & CROOK, 1998), e ainda, estes tém sido
considerados potentes preditores do risco para doencas cardiovasculares (RADER,

2000).

A inflamac¢do ¢ fundamentalmente uma resposta de natureza protetora, cujo
objetivo principal ¢ defender o corpo da lesdo celular iniciada por microrganismos,
toxinas, alérgenos e outros (GIL, 2005), entretanto, o processo inflamatério e de
reparacdo podem se tornar nocivos e prejudiciais se adquirirem um carater cronico
(FERNANDEZ-REAL LEMOS, 2002; GIL, 2005). Neste contexto, individuos obesos
podem ser caracterizados por um estado cronico de inflamagdo de baixa intensidade,
incluindo niveis ligeiramente elevados de alguns marcadores inflamatdrios, como do
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e da interleucina seis (IL-6), resultado da
aumentada produgdo e liberacdo destas citocinas pelos adipocitos (HOTAMISLIGIL et
al., 1993) e macrofagos presentes no tecido adiposo (WEISBERG et al., 2003). A
capacidade deste tecido, principalmente o visceral, em secretar varios fatores com
atividades bioldgicas importantes como as adipocinas, o torna ndo somente provedor e
armazenador de energia, mas também, um O6rgdo dindmico com papel enddcrino
relevante, participando direta ou indiretamente de mecanismos que culminam em
alteragdes metabolicas associadas aos processos que em conjunto caracterizam a SM
(HERMSDORFF & MONTEIRO, 2004; QATANANI & LAZAR, 2007; VAN GAAL
et al., 2006).



Pesquisas tém atribuido aos niveis elevados de mediadores da inflamagao, a
origem das alteracdes orginicas observadas na HAS, no diabetes (DM), nas
dislipidemias, infec¢des e cancer (FANTUZZI, 2005; MORENO-ALIAGA et al., 2005).
Ademais, ha muitas evidéncias cientificas mostrando que a inflamagao esta diretamente
associada a SM, assim, deriva-se a importancia de se conhecer melhor os mecanismos
implicados na etiologia de tal associagdo (CERIELLO, 2008; DAI et al., 2009;
FURUKAWA et al., 2004; GREEN et al., 2004; KEANEY et al., 2003; MAIESE et
al., 2007; SCHIFFRIN, 2008; WADSWORTH, 2008).

Com o aumento da incidéncia de sindrome metabdlica, especialmente em
individuos jovens, o esclarecimento do papel dos diversos biomarcadores do estado
inflamatdrio se tornou muito importante para o maior entendimento deste processo
cronico. Assim, esforcos tém sido realizados no sentido de identificar marcadores para a
avaliacao de tais processos, com o objetivo de sistematizar sua utilizagdo no diagnostico

e controle dos efeitos adversos dos mesmos.

Doencgas associadas a reagdes imunes e a disturbios metabolicos levam a
alteragdes nos componentes celulares sanguineo, sendo que essas mudangas também se
refletem em diferentes padrdes de expressdo genética durante o desenvolvimento
patologico (FRANK & HARGREAVES, 2003). Por isso, as cé¢lulas mononucleares do
sangue periférico (PBMC), tais como macrdéfagos € monocitos, tém sido utilizadas para
estudar o estado pro-inflamatorio de adipocitos (GHANIM, H. et al, 2004;
GOYENECHEA, E. et al., 2005; VIGUERIE et al., 2005). Este método ¢ considerado
uma ferramenta acessivel e pouco invasiva para se determinar os mecanismos que
envolvem a obesidade e doengas relacionadas (DEBEY-PASCHER et al., 2008), em
contraste com as dificuldades oObvias para a obtengdo de amostras de biopsias de

tecido adiposo, muscular e hepatico (MULLER et al., 2002).

As PBMC tém sido usadas para estudar perfis de doengas como o transcriptoma
no lapus eritematoso sistémico (SPOTO, 2007) e a leucemia mieldide aguda
(GOYENECHEA et al., 2009). Adicionalmente, evidéncias em humanos indicam que o
acimulo excessivo de gordura esta associado com a ativagdo das PBMC e um aumento

da expressdo de uma série de citocinas relacionadas com a inflamacdo e resposta
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imune (GHANIM, HUSAM et al., 2004; O'ROURKE et al., 2006). Da mesma forma,
estudos de intervengdo nutricional demonstraram efeitos pertinentes de nutrientes
especificos e da restricdo calorica sobre a expressdao génica em PBMC (CRUJEIRAS et
al., 2008; GOYENECHEA et al., 2009). Mais recentemente, Hermsdorff et al., (2010)
mostrou associagdes entre a distribuicao da gordura corporal com a expressao de genes
pro-inflamatorios em PBMC de uma populagdo espanhola (n=136), mesmo com perfil

jovem e clinicamente saudavel.

Desta forma, as analises do transcriptoma em sangue periférico despontam como
uma abordagem muito promissora para a determinagdo de doengas e o resultado do
tratamento das mesmas (RAWAL, 1995). Os perfis de expressdo génica de leucocitos
circulantes, como as células mononucleares citadas, podem ser utilizados como
marcadores para as doencas que ndo sdo associadas primariamente ao sangue periférico.
Assim, a utilizagdo padronizada de perfis de expressdo génica de PBMC, revela-se
extremamente Util para o diagnostico de desordens do metabolismo, e ainda, predizer

desfechos clinicos (FRANK & HARGREAVES, 2003).

Como visto, as doencas cronicas sdo acompanhadas pelo processo inflamatério e
que a presenca de inflamacao pode preceder o futuro desenvolvimento destas doencgas
(BLAKE & RIDKER, 2001; DARVALL et al., 2007, FESTA et al., 2000;
FRANCISCO et al., 2006; KOH et al., 2005; PEARSON et al., 2003; YUDKIN et al.,
2004). No entanto, existem controvérsias a este respeito na literatura cientifica e ha
pouca informagao sobre as concentragdes destes marcadores em individuos clinicamente
saudaveis, e ainda, como os fatores ambientais influenciam nestes niveis. Além do mais,
ndo se tem estabelecido pontos de corte ou valores de referéncia que indiquem a
interface entre a homeostase corporal e o prognostico ruim de satde promovido pela
inflamagdo e seus processos associados; Assim, faz-se necessario o entendimento do
papel destes biomarcadores e suas associagdes com outros possiveis determinantes
destas comorbidades, tais aquelas envolvidas com a SM, em individuos que ainda nao as

desenvolveram.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biomarcadores inflamatorios

Evidéncias continuam a se acumular durante as ultimas duas décadas sobre a
relevancia clinica dos preditores laboratoriais de eventos fisiopatologicos (FISMAN &
TENENBAUM, 2010). Estes indicadores sdao moléculas, geralmente da ordem dos
picogramas (pg), chamados biomarcadores. Novos e mais biomarcadores especificos
estdo sendo isolados e empregados em abordagens sofisticadas de bioinformatica

(GERSZTEN & WANG, 2008; STEINBRICH-ZOLLNER et al., 2008).

O que diferencia um biomarcador ¢ sua caracteristica bioquimica de poder ser
objetivamente quantificado e avaliado como um indicador de processos bioldgicos
normais, de eventos patogénicos ou respostas farmacoldgicas, ou ainda, de outras
intervengdes terapéuticas. Eles podem ser classificados em 3 tipos: tipo 0, que estima a
criagdo ou o avango de uma doenga, tipo 1, que mede as respostas as intervengdes
terapéuticas, e o tipo 2, que pode ser empregado como sucedaneo de desfechos clinicos

(AZUAIJE et al., 2009; BDWG, 2001).

Neste contexto, varios biomarcadores inflamatorios tem sido descobertos e suas
funcdes averiguadas, entretanto, ainda pouco se sabe sobre estes. Entre as citocinas
inflamatorias, destacam-se o TNF-a e a IL-6, pois tém sido amplamente estudadas e
fortes evidéncias as colocam intimamente ligadas ao processo de desenvolvimento e
manu da obesidade e suas comorbidades associadas. Os principais biomarcadores

inflamatorios bem como suas fun¢des mais relevantes estao listados no Quadro 1.

2.1.1 Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)

O TNF-o foi descrito em 1975 e inicialmente foi nomeado como caquexina,
devido a seu potente efeito na perda de peso (ANKER et al., 2004). E um polipeptidio
trimérico (17,5 kDa), composto por 157 aminodcidos, produzido principalmente por
monocitos e macrofagos ativados, além de outras células, como linfocitos, fibroblastos,

neutrdfilos, musculo liso e mastdcitos (ADAMOPOULOS et al., 2001). Essa citocina



pode atuar em quase todo o tipo de célula nucleada, por meio de dois tipos de receptores
de membrana, tipo I (RTNF-I) e tipo II (RTNF-II), ou como molécula soluvel, ambos
ativos biologicamente (ANKER & VON HAEHLING, 2004).

Quadro 1. Caracteristicas mais relevantes de alguns biomarcadores inflamatorios.

Biomarcador Caracteristicas

TNF-a Citocina mediadora da resposta imune e inflamatoria.
Indutor da sintese de TGF-f.

IL-6, IL-18 Citocinas Proinflamatorias.

Regulagdo do crescimento e diferenciacdo dos varios

LEI tipos celulares. Indutor da sintese de PAI-1 no
tecido adiposo humano.
PAI-1 Fator pro-trombotico; Hipercoagulante.
PCR e SAA Proteinas hepaticas mais produzidas em resposta a
inflamagao.
Fibrinégenio Reagente hepatico de fase aguda. Fator de risco

cardiovascular.

A ativagdo das trés vias do sistema complemento.

C3 e ASP Reagente hepatico de fase aguda. ASP aumenta a
eficiéncia da sintese de triacilglicerois nos adipocitos
e inibe a atividade da lipase hormonio sensivel.

Abreviaturas: TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL:interleucina; TGF-B: fator de
crescimento beta; PAI-1: inibidor do ativador do plasminogénio 1; PCR:proteina C
reativa; SAA: amildide A; C3: fator 3 do sistema de complemento; ASP: proteina
estimuladora de acilagdo. Adaptado de ZULET et al., (2007).

Apoés a translocagdo, similarmente ao proprio TNF-o, ambos receptores sdao
inseridos na membrana celular. Na clivagem proteolitica, realizada por uma
metaloproteinase conversora de TNF-a (TACE), os RTNF, bem como o préprio TNF-a,
sdo liberados em sua forma soluvel. Dessa maneira, os fragmentos dos dominios
extracelulares de ambos os receptores de TNF-a (tipo I e II) podem ser liberados da
membrana celular e quantificados em sua forma soluvel (RTNF-I e RTNF-II), na urina e
no plasma, tendo sido apontados como reguladores da atividade biologica desta citocina

(ADERKA et al., 1992).



Em concentracdes fisiologicas, os RTNF podem atuar como um “reservatorio de
liberacdo lenta”, aumentando dessa forma, a meia vida desta citocina (BEYAERT, 1999;
VALGIMIGLI et al., 2005). Quando presente em concentragdes elevadas, como em
pacientes com insuficiéncia cardiaca grave (classe III e IV, NYHA), os RTNF podem
inibir 0 aumento patologico da atividade do TNF-a, atuando dessa forma como uma

antimolécula de TNF-o (ANKER & VON HAEHLING, 2004).

O TNF-a pode ser o principal causador de uma série de distirbios metabolicos
tais como: elevagdo da taxa metabdlica (ANKER et al., 2004), diminui¢do do fluxo de
sangue para tecidos periféricos e disfungdo endotelial (BEHNKE et al., 2004), ativagao
da oxido nitrico sintetase (GIELEN ez al., 2005) e alteracdo no metabolismo das
proteinas e dos lipidios (FERRARI, 1998). Além da forte implicagao na obesidade e RI,
o TNF-o também estd associado com patologias como a HAS, as dislipidemias,

infeccoes e cancer (COTTAM et al., 2004).

2.1.1.1 TNF-0 e comorbidades associadas

As primeiras informagdes acerca das agdes bioldgicas associadas ao TNF-a
definiam um envolvimento na RI, perda de peso corporal e anorexia. O aumento da
lipolise decorreria do estimulo proporcionado pelo TNF-a na expressao da enzima lipase
hormonio sensivel (LHS), na diminui¢cdo da atividade da lipase lipoprotéica (LPL), do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) e da enzima acetil-CoA sintetase, culminando
na inibi¢do da lipogénese (ARNER, P., 1995; MONTAGUE et al., 1998). No entanto,
investigacdes mais recentes tém revelado estreito vinculo molecular entre o0 TNF-a e o
acimulo de gordura corporal, uma vez que a expressao desta citocina estd aumentada na
obesidade (FRUHBECK et al., 2001), tanto no plasma quanto no tecido adiposo branco
(FANTUZZI, 2005; XU et al., 2003). Tem sido mostrado que os niveis de TNF-a sdo
ainda maiores em pacientes obesos com SM, quando comparados a obesos sem a

sindrome (XYDAKIS et al., 2004).

Em 2004, Xydakis ef al., mostraram pela primeira vez, que os niveis de TNF-a se
elevam com o numero de componentes da SM. Além do mais, as analises estatisticas

mostraram uma correlacdo positiva do TNF-a com medidas de adiposidade, perimetro
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da cintura, trigliceridemia, insulinemia e RI mensurada pelo indice HOMA-IR (modelo
de avaliacdo da homeostase da sensibilidade a insulina). Contrariamente, a correlagdo foi

negativa com os valores da razao colesterol/HDL.

O TNF-a ¢ uma das principais citocinas mediadoras da resposta inflamatdria e
imune, além de ser indutor da sintese do fator de crescimento TGF-B (PETERSON,
2005; XYDAKIS et al., 2004). Além disso, o TNF-a induz a expressao de IL-6 no
tecido adiposo e promove a expressao endotelial de moléculas de adesao (DARVALL et
al., 2007). Ha ainda indicios de que o aumento da expressdo génica de TNF-a no tecido
adiposo bem como a sua elevada concentragdo plasmatica poderiam induzir a obesidade,
em parte, por alterar a liberagdo na circula¢do de outras adipocinas, como o inibidor do
PAI-I e a adiponectina. Ratificam essa hipotese, resultados de experimentos envolvendo
ratos tratados com tiazolidinedionas (TZDs), medicamentos utilizados no controle
glicémico, regulando receptores ativados pelo proliferador de peroxissomo (PPAR). Em
um destes estudos, foi verificada diminui¢do da expressao génica de TNF-a no tecido
adiposo bem como sensibilidade inalterada a insulina neste tecido. Além disso, ocorreu
aumento da expressdao de PAI-I e diminuigdo da adiponectina no tecido adiposo branco
(RUAN et al., 2002). Entretanto, como ja discutido nesta revisdo ainda nao se sabe ao

certo o que seria a causa e o efeito entre o processo inflamatério e a obesidade.

Atualmente se discute, sobretudo, acerca do papel do TNF-a no contexto da RI
em humanos obesos, pois ha forte correlacdo inversa entre TNF-o e metabolismo da
glicose (WINKLER et al., 2003). Este efeito ocorre em razao da supressao pelo TNF-a
da sinaliza¢do da insulina, reduzindo a fosforilacdo do substrato do receptor de insulina-
1 (IRS-1) e a atividade do receptor insulina quinase (PI3K). Tal fato resulta na reducao
da sintese e translocacdo do GLUT-4 para a membrana com consequente diminui¢do na
captacdo de glicose pelas células mediada pela acdo da insulina. Esta reducdo de
sensibilidade periférica a insulina ocasiona o aumento da gliconeogénese hepatica e
reduz o clearance de glicose pelo musculo esquelético e tecido adiposo, caracterizando

um quadro de hiperinsulinemia (ARNER, P., 1995; HSUEH & LAW, 2003).

A partir desses dados, e de outros achados da literatura, ¢ que tem sido proposto

que o TNF-a esta diretamente envolvido na evolugao da obesidade, da RI e do DM2 ¢
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suas complicacdes (CAWTHORN & SETHI, 2008; YE, 2008). Essa hipotese ¢ apoiada
por estudos que mostram que a interferéncia na sinalizagdo do TNF-o protege contra o
desenvolvimento da SM em animais, durante o desenvolvimento da obesidade
(ARAUJO et al., 2007) e por estudos em humanos que mostram que a neutralizacao do
TNF-a aumenta a sensibilidade a insulina em pacientes com doenga inflamatdria cronica
(GONZALEZ-GAY et al., 2006; KIORTSIS et al., 2005). Ha também uma série de
trabalhos com animais, que mostram que a interferéncia na sinalizagdo do TNF-o tanto
endogena (ou seja, nos ratos que faltam TNF-a ou seu receptor) (LIANG et al., 2008;
UYSAL, K. T. et al., 1997), quanto exdgena (neutralizacdo da acdo do TNF-a) melhora
a RI durante o desenvolvimento da obesidade (ARAUJO et al., 2007; ISHIKAWA et
al., 2000).

Todavia, outras pesquisas usando estratégias semelhantes ndo conseguiram
demonstrar o efeito de neutralizacdo do TNF-a na sensibilidade a insulina (PAMIR et
al., 2009; SCHREYER et al.,, 1998). Adicionalmente, estudos que investigam a
neutralizagdo do TNF-a em pacientes com DM2 ndo conseguiram demonstrar efeito na
sensibilidade a insulina (BERNSTEIN et al., 2006; DOMINGUEZ et al., 2005;
PAQUOT et al, 2000). Portanto, embora esta hipotese tenha encontrado ampla
aceitacdo, ainda existem controvérsias sobre o papel do TNF-a na patogénese da RI, do
DM2 e das doencas vasculares (VON BIBRA & ST JOHN SUTTON, 2010). A base
para essas divergéncia ndo ¢ clara, mas pode ser reflexo das diferencas na dieta ou na
estrutura genética dos camundongos estudados e, no caso de estudos realizados com
humanos, pode dizer respeito as diferencas entre as populagdes investigadas e/ou aos

diferentes periodos de tempo entre os estudos.

Recentemente, Wascher et al. (2011), promoveram um estudo prospectivo,
randomizado, duplo-cego em 9 adultos jovens de aproximadamente 39 anos, obesos
(IMC + 31,5 kg.m™) do sexo masculino com SM e RI. Os voluntérios receberam
infusdes (3mg/kg) de um potente inibidor da acdo do TNFa (Infliximab®™) ou placebo. A
investigacdo mostrou que o bloqueio de TNF-a em longo prazo em pacientes com a
SM, sem diagnéstico de DM, reduz o estado inflamatdrio, como indicado pela

diminui¢do da PCR e do fibrinogénio (2,77 + 0,6 para 1,80 + 0,5 mg/L e 3,42 + 0,18



para 3,18 £ 0,28 g/L; dias 0 e 70, respectivamente), mas ndo melhora a sensibilidade a
insulina ou fungao endotelial. Este estudo, juntamente com outros trabalhos envolvendo
a neutralizacdo do TNF-o (BERNSTEIN et al., 2006; DI ROCCO et al, 2004;
DOMINGUEZ et al., 2005; OFEI et al., 1996; PAQUOT et al., 2000) também trazem a

questdo a saber se, de fato, o TNF-a € a ligagdo causal entre obesidade e RI.

Pesquisas indicam que o TNF-a pode ser reduzido com intervengdes para perda
de peso corporal (BASTARD et al., 2000; SHARMAN & VOLEK, 2004) ou apos
atividade fisica (CASTELLANO et al., 2008), porém estudos recentes nao corroboram
estes resultados. Rolland et al (2011) investigaram os efeitosda perda de
peso em pacientes obesos (IMC >35 kg/m®) sobre os niveis de algumas adipocinas. Os
resultados revelaram que a perda de peso ndo levou ao decréscimo nos nives de TNF-
a. Outro estudo, realizado por Arvidsson et al. (2004), também nao mostrou mudanca
nos niveis circulantes de TNF-o, mesmo depois de uma perda de peso média de 7,5%
em 10 semanas. Estes autores sugerem que o tecido adiposo pode ter um efeito pouco
importante na regulacdo dos niveis TNF-a circulantes. Assim, o TNF-a parece ser
produzido atuando localmente no tecido adiposo humano (LOFGREN et al., 2000), nao
havendo uma importante liberacdo para a circulagdo (MOHAMED-ALI et al., 1997).
Uma série de estudos confirmou que ndo houve mudangas nos valores sanguineos de
TNF-a apos redugdes significativas no peso corporal (5-9 kg) com intervengdes
dietéticas e de exercicios fisicos (DVORAKOVA-LORENZOVA et al., 2006;
LAMBERT et al., 2008; MILLER et al., 2008; PUGLISI & FERNANDEZ, 2008;
XYDAKIS et al., 2004).

Com relacao a modifica¢ao na ingestdo alimentar, este ¢ um importante aspecto a
ser observado, uma vez que alguns estudos indicam influéncia da dieta nos niveis de
TNF-a. Um exemplo sdo os polifendis presentes na uva (ZERN et al., 2005) e uvas-
passas (SHARMAN & VOLEK, 2004) que tem sido efetivos na redugdo das
concentracdes plasmaticas TNF-a. H4 ainda referéncias de que triacilglicerdis e acidos
graxos livres exergam forte influéncia na indu¢do da expressao de TNF-a. Roedores
tratados com dieta hiperlipidica apresentaram aumento significativo da expressao de

TNF-a e alteragdo da via de sinalizagdo insulinica in vivo (MORIN et al., 1997).



Também pode ser visto que em animais deficientes do TNF-o, mesmo quando
submetidos a dieta hiperlipidica, apresentando-se “protegidos” em relagdo ao
desenvolvimento de obesidade com RI. Neste sentido, tem se demonstrado que a dieta e
o tratamento farmacologico indicado para a perda de peso podem conduzir a uma
diminuicao dos niveis séricos de TNF-a (FRUHBECK et al., 2001; HUKSHORN et al.,
2004).

Apesar do enorme numero de estudos e das inumeras hipoteses, ainda existem
lacunas a serem preenchidas sobre o papel do TNF-o no contexto das doencas
metabolicas e, principalmente, no que se refere a etapas que antecedem o desfecho
destas. E notoria a necessidade de averiguar e aprofundar neste campo de conhecimento,
uma vez que esta pode ser uma forma de auxiliar na prevengdo e/ou tratamento de
patologias cronicas que se alastram e oneram o sistema de saude da maior parte dos

paises.

2.1.2 Interleucina seis (IL-6)

A IL-6 ¢ uma citocina multifuncional produzida e secretada por varios tipos de
células, principalmente por macrofagos e células T, tendo seus efeitos mediados por seus
receptores, IL-6Rp (também conhecido como gpl30) como uma sub-unidade de
sinalizagdo (FISMAN & TENENBAUM, 2010). Esta interleucina pode atuar sobre
diferentes tipos de células, desempenhando uma gama de fung¢des nos efeitos imunes
celulares e humorais relacionados a inflamacao, defesa do hospedeiro e injuria tecidual
(FRANCISCO et al., 2006); bem como nas caracteristicas fisioldgicas da maioria dos

tipos de células e tecidos fora do sistema imune (KAMIMURA et al., 2003).

A IL-6 possui agdo paracrina, autocrina e endocrina (FRANCISCO et al., 2006),
sendo a mediadora central da resposta de fase aguda e a principal citocina pro-
coagulante, pois determina a producdo e a elevagdo das concentragdes plasmaticas de
fibrinogénio, proteina amildide sérica A (SAA), e em especial, da PCR (FRANCISCO et
al., 2006; WILLERSON & RIDKER, 2004).

Concentragdes elevadas de IL-6 tém sido associadas com um progndstico ruim

de satde (HARRIS et al., 1999; VOLPATO et al., 2001). Os niveis de IL-6 aumentados
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téem sido relacionados a diversas doencas e estados metabdlicos como a sepse
(ANDREJKO et al., 1998), a HAS (FERNANDEZ-REAL et al.,, 2001), a baixa
sobrevida entre pacientes com cancer (DUFFY et al., 2008), ao risco aumentado de
cancer de mama em mulheres antes da menopausa (ALOKAIL et al, 2009), a
intensidade da resposta inflamatoria (CUSCHIERI et al., 2010), a obesidade (POU et al.,
2007), ao aumento da RI (FERNANDEZ-REAL et al., 2001), e outros. Além disso, os
niveis de IL-6 aumentados se correlacionam com outros biomarcadores que refletem
processos prejudiciais, como o TNF-a (FISMAN et al., 2008; HUNG et al., 2005),
interleucinas 8 e 18 (FISMAN et al., 2008; TROSEID et al., 2010), PCR (LEY et al.,
2010), e outros. Também tem sido postulado que a IL-6 poderia ser o elo entre a
inflamagdo, obesidade, estresse e enfermidades cardiovasculares (GOYENECHEA, E. et
al., 2005).

Entretanto, salienta-se que a investigagdo gendmica comparativa entre as
seqiiéncias de aminoacidos da IL-6 de humanos e de ratos, mostrou que ha
correnpondéncia de apenas 42% (KAMIMURA et al, 2003), requerendo extrema
cautela na extrapolagdo dos resultados de ratos para humanos. Outro problema nas
investigacdes com a IL-6 ¢ a grande variabilidade de seus valores. O valor de referéncia
estabelecido ¢ de 1 pg/mL (D'AURIA et al., 1997, YAMAMURA et al., 1998), mas ele
se modifica com uma grande amplitude, como ap6s uma tnica refeicao rica em gordura
(MATHEW et al., 2010), ap6s a atividade fisica (FEBBRAIO & PEDERSEN, 2002),
durante o periodo menstrual (ANGSTWURM et al., 1997), na hiperglicemia aguda
(NODE & INOUE, 2009), ou durante e apds uma intervesao cirargica (SAKAMOTO et
al., 1994). A gravidez representa um bom exemplo dessas grandes alteracdes séricas: os
valores de mediana de 129 pg/mL foram registrados no momento do parto, diminuindo
para 58 pg/mL imediatamente depois (KESKI-NISULA et al, 2004). Além disso,
durante a sepse a IL-6 pode chegar a valores ainda mais elevados que estes citados

(KITANOVSKI et al., 2006).
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2.1.2.1 IL-6 e comorbidades associadas.

A IL-6 junto com o TNF-a sdo as citocinas mais estudadas em relacdo a
obesidade (FANTUZZI, 2005). Os niveis de IL-6 estdo elevados em individuos obesos,
tanto no soro como no tecido adiposo branco. Na auséncia de um processo inflamatorio
agudo, os adipdcitos contribuem com cerca de 10 a 30% dos niveis circulantes da IL-6
(FANTUZZI, 2005; MOHAMED-ALI et al., 1997), sendo que o tecido adiposo visceral
produz e secreta trés vezes mais IL-6 do que o subcutdneo (FRIED et al., 1998).
Investigagdes em humanos mostram que os niveis da IL-6 se correlacionam com todos
os componentes da SM (glicemia, perimetro da cintura, concentracdes séricas de
triacilglicerois e de HDL-colesterol, pressdo sistolica, pressdo diastolica), além da
concentracdo sérica de insulina, IMC e os marcadores inflamatérios IL-18 ¢ PCR
(THORAND et al., 2006; YUDKIN et al., 2004). Volp et al. (2010), em uma revisao
sistematica, concluiram que concentragdes elevadas da IL-6 estdo associadas com a SM

de uma forma dependente da obesidade.

TNF-a, glicocorticoides e catecolaminas representam alguns importantes
moduladores da expressao de IL-6 no tecido adiposo (FRIED et al., 1998). De acordo
com Nonogaki ef al. (1995), o impacto metabolico produzido pelo aumento da expressao
de IL-6 nos depositos corporais de gordura, pode ser de crucial importancia na patogenia
da obesidade. Os niveis plasmaticos elevados de IL-6 poderiam estimular a sintese
hepatica de triacilglicerol, contribuindo assim para a hipertrigliceridemia associada a

obesidade visceral.

Os dois principais efeitos adversos do aumento da IL-6 na obesidade sdo a RI e
aumento do risco de complicacdes cardiovasculares (ARSLAN et al, 2010). A
administragdo de IL-6 em voluntarios sadios induz ao aumento da glicemia de maneira
dose dependente (TSIGOS et al., 1997), demonstrando assim seu papel na regulagdo da
homeostase da glicose. Outros estudos, também revelaram uma agdo direta da IL-6 na
sensibilidade a insulina em homens saudaveis, em mulheres obesas, € em pacientes com

cancer (FERNANDEZ-REAL et al., 2001; KERN et al., 2001).
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Esta associagdo positiva entre niveis de plasmaticos de IL-6, RI e obesidade em
humanos, pode acometer tanto adultos como criangas. Um estudo realizado com 105
criangas e adolescentes obesos, sendo 14 intolerantes a glicose e 91 com teste normal de

\

tolerancia a glicose, os niveis plasmaticos de IL-6 foram maiores naqueles que
apresentavam intolerdncia a glicose em comparacdo aos pacientes normoglicidicos
(YESTE et al, 2007). Os mecanismos que explicam este efeito ainda ndo estdo

completamente elucidados, entretanto, estd provavelmente relacionado a RI.

Ja é conhecido ha alguns anos que a IL-6 inibe a transducao de sinal do receptor
de insulina nos hepatocitos, o que aumenta a circulacao de acidos graxos livres do tecido
adiposo e reduz a secrecdo de adiponectina, promovendo, desse modo, resisténcia a agdo
do hormonio no tecido (BODEN & SHULMAN, 2002; FASSHAUER et al., 2003).
Outros estudos mostram, que esta interleucina também desempenha papel importante no
metabolismo de carboidratos e lipidios por aumentar a lipdlise, com inibicdo da LPL e
reducdo da expressao do IRS-1 e do GLUT-4 também no tecidos muscular (REXRODE
etal.,2003).

Paradoxalmente a todas essas evidencias acerca do papel da IL-6 na obesidade e
na RI, alguns autores ndo encontraram alteragdes na tolerancia a glicose apds a
administragdo aguda de IL-6, sugerindo que ¢ pouco provavel que esta citocina, por si
s0, esteja ligada ao desenvolvimento de RI em humanos (KROGH-MADSEN et al.,
2006). Além disso, estudos realizados com roedores mostraram que, na deficiéncia de
IL-6, pode ocorrer uma indugdo de obesidade com intolerancia a glicose (NONOGAKI
et al., 1995), e que a administragdo intracerebroventricular dessa citocina pode diminuir
a gordura corporal (WALLENIUS et al., 2002). O conjunto desses achados sugere que a
IL-6 pode agir de formas distintas, dependendo da sua concentragio organica, tanto nos
tecidos periféricos quanto no sistema nervoso central, influenciando o peso corporal, a

homeostase energética e a sensibilidade insulinica (GUIMARAES et al., 2007).

A IL-6 parece possuir um papel negativo em ambos os tipos principais de DM.
Apds o ajuste para idade, sexo, IMC, relacdo cintura-quadril, esportes, tabagismo,
consumo de alcool e outras varidveis, a IL-6, surge como um preditor independente

precoce do DM2 (SPRANGER et al., 2003). Também, ha indicios que a presenca do
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DM2 esteja relacionado com polimorfismos no promotor do gene da IL-6 (VOZAROVA
et al., 2003). J&4 no diabetes mellitus tipo 1 (DM1), pacientes jovens metabolicamente
controlados, apresentam maiores niveis de IL-6 e fibrinogénio em relagdo aos controles

(SNELL-BERGEON et al., 2010).

Ainda destaca-se que esta citocina também desempenha um papel muito
importante na patogénese da doenca arterial coronariana (FISMAN et al., 2008).
Grandes quantidades de IL-6 sdo encontrados em placas ateroscleroticas humanas (RUS
et al., 1996) e estdo associados a maior mortalidade por todas as causas em pessoas
idosas (REUBEN et al., 2000). Além disso, os pacientes com elevagdo persistente dos
niveis de IL-6 demonstram pior evolug@o intra-hospitalar apos a admiss@o com angina
instavel (BIASUCCI; LIUZZO; FANTUZZI; et al., 1999; BIASUCCI; LIUZZO;
0000000000 &Do -
clinicos (DINH ef al., 2009) e em modelos animais experimentais (MELENDEZ et al.,
2010).

A partir da forte evidéncia que a IL-6 esta envolvida no desenvolvimento e
manutencdo de varias doencas, alguns estudos de intervencao tém sido desenvolvidos
com o intuito de amenizar suas agdes. A reducao da concentragdo plasmatica de IL-6 ¢
de seus respectivos receptores, na forma soluvel, tem sido demonstrada em individuos
com insuficiéncia cardiaca submetidos a um programa de treinamento aerobio
(ADAMOPOULOS et al., 2002), e também em obesos que participam de estudos de
intervencdo baseados em dieta e exercicios fisicos (BRUUN et al., 2006), sugerindo uma
atenuagdo no quadro inflamatorio crénico, mediada por uma regulacdo na resposta

inflamatoria periférica (CONRAADS et al., 2002; COSTA ROSA & BATISTA, 2005).

Em outro estudo, foi verificado que o selénio da dieta pode suprimir a
concentracao plasmatica da IL-6, por desempenhar um papel importante no decréscimo
do estado oxidativo e da resposta inflamatoria (BLAKE & RIDKER, 2001). Nesse
estudo, individuos que possuiam maiores concentracdes séricas de selénio, eram menos
propensos a apresentar maiores concentragdes séricas de IL-6 (>4,81pg/mL) (T3:

OR=0,65 [0,52-0,80]; 95%). Os autores discutem que, de fato, o selénio ¢ um
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constituinte da glutationa peroxidase (GPx), a enzima com maior a¢do redutora de

peréxido de hidrogénio e de perdxidos de lipidios.

As relagdes de causa-efeito entre os processos de inflamagdo e as doengas
associadas ainda ndo estdo claras, mas varios estudos tém associado estas ao aumento da
secre¢ao de alguns biomarcadores (DANDONA ef al., 2004; DANDONA et al., 2005;
MORENO-ALIAGA et al., 2005), como o TNF-o e de outras citocinas como a IL-6
(FORD et al., 2003; GREEN ef al., 2004; HANSEL et al., 2004; KEANEY et al.,
2003). Existem controvérsias a este respeito na literatura cientifica e ainda, ha pouca
informacao sobre os niveis destes marcadores em individuos clinicamente saudaveis. No
entanto, os resultados de varios estudos t€ém confirmado que as doengas cronicas sdo
acompanhadas pelos processos inflamatorios € que a presenca de inflamagdo pode
preceder o futuro desenvolvimento destas doengas (BLAKE & RIDKER, 2001;
DARVALL et al., 2007; FESTA et al., 2000; FRANCISCO et al., 2006; KOH et al.,
2005; PEARSON et al., 2003; YUDKIN et al., 2004).

Diante do exposto, verifica-se que sdo necessarios mais estudos com o objetivo
de elucidar a possivel relagdo existente entre a ingestdao alimentar, o estado inflamatorio
e a expressao de determinados genes em individuos saudéaveis para melhor entendimento
do processo de desenvolvimento da obesidade e de suas complicacdes metabolicas

associadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido mediante anélise de dados e amostras de sangue
previamente coletados como parte do projeto intitulado “Avaliacao do estado oxidativo e
inflamatério de uma populagdo universitaria: possivel associagdo com 0
desenvolvimento de sindrome metabodlica”, devidamente registrado (n® 50703155347),
em 09/05/2007, na Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao da Universidade Federal
de Vigosa. Tal projeto foi também aprovado (Of. Ref. n° 009/2006), em 27/03/2006,
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Vigosa, de acordo com os principios da Declaragdo de Helsinki. Cabe ressaltar que as
informacgdes individuais dos voluntarios participantes foram tratadas de forma imparcial
e sigilosa, e estiveram acessiveis apenas ao pesquisador executor do projeto em sala
separada. Este presente projeto também foi aprovado pelo mesmo comité de ética (Of.
Ref. n° 019/2011 — Anexo deste trabalho). A seguir, serdo apresentados os dados e
amostras biologicas disponiveis, mediante etapas previamente cumpridas e a

metodologia empregada no presente trabalho.

3.1 ETAPAS PREVIAMENTE CUMPRIDAS

3.1.1 Selecio dos Voluntarios

Foram selecionados 161 individuos (93 mulheres e 68 homens), obedecendo aos
seguintes critérios de inclusdo: apresentar idade entre 18 e 35 anos; ser estudante de
graduacdo ou pods-graduacao da Universidade Federal de Vigosa; ndo ser portador de
doengas cronicas ndo transmissiveis como diabetes mellitus, doengas tircoidianas,
doengas cardiovasculares, trombofilias, doengas infecciosas e/ou inflamatoérias, doengas
do trato gastrintestinal e/ou hepaticas, doencas renais cronicas, doencas respiratdrias,
cancer, doengas de transtorno alimentar, alergias alimentares ou outras doengas
metabolicas e/ou enddcrinas que possam afetar a ingestdo alimentar ou a composigao
corporal; ndo possuir marcapasso e/ou protese; ndo estar em tratamento farmacologico
que possa afetar o metabolismo energético, a ingestdo alimentar, a composi¢do corporal
ou os niveis de glicose, perfil lipidico e insulina; ndo ter iniciado o uso de

anticoncepcional ha menos de 2 meses, ndo ter feito tratamento para perda de peso;
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possuir peso estavel nos ultimos 6 meses (permitido flutuacdo de até 5% do peso
corporal), ndo ser atleta de elite ou estar planejando modificar sua atividade fisica e/ou
alimentacdo durante o estudo; ndo ser adepto a pratica de dietas especiais (dieta
vegetariana, dieta Atkins, etc.) aos trés meses anteriores ao estudo. Os questionarios e

formularios utilizados estdo no anexo deste trabalho.

3.1.2 Parametros antropométricos e de composi¢ao corporal

A estatura foi aferida utilizando-se estadidometro (Modelo Seca 206, Hamburg,
Alemanha), com extensdo maxima de 2 metros, subdividido em milimetros. Para a
afericdo do peso corporal utilizou-se balanga digital eletronica (Modelo Tanita TBF-
300A, Toéquio, Japao), com capacidade maxima de 180 quilogramas e aproximacao de
100 gramas. O indice de massa corporal foi calculado pelo quociente entre o peso
corporal (Kg) e a estatura ao quadrado (m?) e classificado de acordo com os pontos de
corte preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1998).

O perimetro da cintura foi medido no ponto médio entre a ultima costela e a
crista iliaca e o do quadril no maior perimetro horizontal entre a cintura e os joelhos,
sem contracdo gluteal (SALAS-SALVADO et al., 2007). Ambos os perimetros foram
aferidos utilizando-se fita métrica flexivel e inelastica, subdividida em milimetros. Foi
calculada a relagcdo entre os perimetros da cintura e quadril, classificada segundo os
pontos de corte preconizados pela NCEP-ATPIII (2001).

As pregas cutaneas tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca foram aferidas
utilizando-se adipometro (Lange caliper, Cambridge Scientific Industries Inc.,
Cambridge, Maryland, Estados Unidos) com aproximacdo de 1 milimetro, conforme
técnica previamente padronizada (DURNIN & WOMERSLEY, 1974). Procedeu-se ao
calculo do percentual de gordura troncular pela razdo entre o somatorio das pregas
cutaneas subescapular e suprailiaca e o somatorio das 4 pregas cutaneas (WARNBERG
et al., 2006).

O percentual de gordura corporal total foi obtido mediante analise da
bioimpedancia elétrica horizontal (Biodynamics 310 model, Washington, USA4), a partir
da qual também foi estimada a massa de gordura e a massa livre de gordura corporal em

quilogramas.
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3.1.3 Pressao arterial

Os niveis de pressdo arterial sistolica e diastolica foram aferidos mediante
esfignomamdmetro mecanico de coluna de mercurio (BIC, Sao Paulo, Brasil), com
aproximagao de 2 mmHg, conforme técnica descrita anteriormente (PERLOFF et al.,
1993).

3.1.4 Consumo alimentar e variaveis de estilo de vida

Os voluntarios foram orientados a registrar em formulario proprio todos os
alimentos e bebidas consumidos, bem como suas quantidades, ao longo de um dia. Esse
procedimento foi realizado por trés dias ndo consecutivos, incluindo um dia de final de
semana. A ingestdo dietética diaria (calorias, carboidrato, proteina, lipidio, fibra,
colesterol, acidos graxos saturados, mono e poliinsaturados, vitaminas C e A, ferro,
cobre e zinco) foi avaliada, utilizando-se software especifico, DietPRO, versao 5.0i, AS

Sistemas (DIETPRO, 2009).

Variaveis de estilo de vida tais como: uso de suplementos vitaminicos, tabagismo
(fumantes ou nao-fumantes), nimero de cigarros por dia, pratica regular de atividade
fisica (sim ou nao) e intensidade da atividade fisica também foram coletados. Para
quantificar a intensidade de atividade fisica, foi utilizado o indice metabdlico
equivalente (MET). Este indice representa a razao entre a quantidade de energia (kcal)
despedida para a realizacdo de uma determinada atividade fisica e a energia equivalente
a situacdo de repouso. Convencionalmente, considera-se que a situagcdo de repouso
refere-se a0 MET = 1. As pontuagdes dos METs foram fornecidas pelo Compéndio de
Atividades Fisicas (AMORIM & GOMES, 2003), um esquema de codificacdo que
classifica as atividades fisicas de acordo com seu dispéndio energético em relacdo a
situacdo de repouso (AINSWORTH et al., 1993; AINSWORTH et al., 2000). Os
METs, para cada atividade especifica, foram calculados multiplicando o tempo gasto em
cada atividade pela sua pontuagdo de MET, procedendo-se ao somatoério de todas as
atividades realizadas ao longo de uma semana, obtendo-se um valor médio, expresso em

horas por dia.
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3.1.5 Obtenc¢do das amostras de sangue

A coleta de sangue foi realizada apds jejum de 12 horas, por pungdo venosa
através da veia antecubital mediana usando um sistema de vacuo Vacutainer (Becton
Dikinson, UK), feita por profissional habilitado e treinado. De cada voluntario foi
extraido uma amostra de sangue em dois tubos de EDTA (ethylene-diaminetetra-acetic-
acid) e um tubo para soro (4 ml/Tubo). As amostras de plasma EDTA e soro foram
separadas do sangue total mediante centrifugacdo a 3500 rpm a 5°C por 15 minutos
(Eppendorf AG, Modelo 5804R, Hamburg, Alemanha) (Figura 1).

O soro e o plasma foram armazenados a temperatura de -80° C, sendo que o
primeiro foi utilizado para as determinacdes de glicose, perfil lipidico e insulina,
enquanto o segundo foi utilizado para as determinacdes dos marcadores inflamatorios.
Apbds a separagdo das aliquotas do plasma em microtubos, o sangue de um dos tubos
contendo EDTA como anticoagulante, foi diluido em soro fisioldgico para um volume
de cerca de 4 ml (1:1). A partir deste sangue procedeu-se o isolamento das PBMC que

foram utilizados para determinar a expressao génica.

Aliquotas
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Cenbiugacdo 3I500rpm > '
S ¢, 15 min
Aliquotas

| Armazenamento (-80° C) |

—
Plasma
./-
>

e
= / I
. / '
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Cenbri‘ugacde 150 7 > Celulas monoculcearss iPBMIE:-
Sangue NPT, 30min Celulas polimer fenucl 2ar 25

v
]- Polymorphoprep '
Lavados PBS (400g, 10 min)

Reconstituido em Trizol
Armazenamento (-80°C)

Figura 1. Obtencao das amostras biologicas.
PBMC: células mononucleares periféricas; PBS: Tampao fosfato-salino
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O isolamento das PBMC foi realizado pelo método do gradiente de centrifugacao
com o reagente Polymorphoprep” (Robbins Scientific Corporation, Sunnyvale, CA,
EUA). Esta técnica ¢ um aprimoramento do método tradicional onde utiliza-se Ficoll
(BOYUM, 1968), proporcionando assim um rendimento superior a 95% de PBMC em
suspensao (DANDONA et al., 2001). Uma vez recolhida as PBMC em suspensdo
(banda), esta foi lavada (400 g; 22° C; 10 min) com PBS (Phosphate Bufferd Saline). O
precipitado obtido foi reconstituido em Trizol (Invitrogen Corporation, Caarlsbad, CA,

EUA), e congelado imediatamente a -80 ° C até a extragdo do RNA total.

3.1.6 Analise de amostras bioldgicas

As concentracdes séricas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade
(HDL-c), triacilglicerois e acido urico (mg/dL), foram analisadas por ensaio
colorimétrico ou turbidimétrico, mediante analisador automatico (BS-200, Shenzhen
Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan, China) utilizando-se kits de andlise
especificos (BS-200, Shenzhen Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan, China).
A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada pela equagdo de Friedewald,
previamente estabelecida (FRIEDEWALD et al., 1972) e posteriormente validada
(TREMBLAY et al., 2004). Procedeu-se também ao calculo da razdo colesterol
total/ HDL-c, conforme preconizado (CASTELLI, 1988), e da resisténcia a insulina (RI),
estimada pelo modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR),
previamente estabelecido (MATTHEWS et al., 1985).

A concentragdo plasmatica de insulina (sensibilidade de 2 pU/mL) foi analisada
por ensaio imuno enzimatico, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-
se material e reagentes providos por kit de andlise especifico (Linco Research, St.
Charles, USA): placa recoberta com anticorpo de captura anti insulina humana
(anticorpo  monoclonal de coelho); anticorpo de deteccdo anti insulina humana
(anticorpo  monoclonal de coelho biotinilado) e substrato TMB (3, 3%, 5, 5'-
tetrametilbenzidina). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, o ensaio foi realizado
conforme protocolo descrito no kit de analise.

Foram coletadas as amostras de unhas dos pés e das maos, mediante limpeza

prévia com agua e sabdo e retirada de esmalte, e, em seguida, armazenadas a
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temperatura ambiente, em sacos de polipropileno. O preparo das amostras incluia seu
tratamento acido sob aquecimento (acido nitrico fervente), sob altas pressdes, em
recipiente de teflon (digestor), usando um sistema de digestdo de microondas (Ethos
Plus, Millestone, Sorisole, Italia). Apos a digestdo acida, as concentragdes de cobre,
zinco e selénio foram analisadas por espectrofotometria de absor¢do atdmica de chama
(Perkin Elmer AAnalyst 800; Norwalk, CT, USA), conforme técnica estabelecida
anteriomente (NAVARRO-BLASCO & ALVAREZ-GALINDO, 2004). Os valores de
concentracao foram ajustados para o peso da amostra, e foram expressas em micrograma
por grama de unha (pg/g de unha) para o cobre € o zinco € em nanogramas por grama de

unha (ng/g de unha) para o selénio.

3.2 ETAPAS EMPREGADAS NA EXECUCAO DO PRESENTE TRABALHO

A partir das amostras de sangue disponiveis, foram realizadas as dosagens
plasmaticas de dois biomarcadores inflamatorios, IL-6 ¢ TNF-a, e a expressao génica,
em células mononucleares, de citocinas do processo inflamatério ou marcadores
relacionados a este processo (IL-6, IL-18, IL-1R, TNF-a e ICAM), a fim de avaliar o
estado inflamatério em adultos jovens e clinicamente saudaveis (161 individuos, idade
entre 18 e 35 anos) e proceder a sua associagdo com as demais variaveis de interesse, os
determinantes da sindrome metabolica. A seguir sera descrita a metodologia empregada

para a aferi¢do dos marcadores propostos.

3.2.1 Dosagem plasmatica de biomarcadores inflamatdrios

A dosagem plasmatica de IL-6 (sensibilidade de 7,8 pg/mL) foi realizada por
ensaio imunologico, Enzime Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA, mediante a
utilizacdo de kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI/USA, catalog
no.583361): placa recoberta com anticorpo de captura anti IL-6 humano (anticorpo
monoclonal); ligador seletivo a diferentes epitopos da molécula de IL-6 humana
(acetilcolinesterase:Fab conjugado - AChE:Fab’) e reagente de El/lmans (substrato para o
AChE). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA sendo o ensaio realizado conforme
protocolo descrito no kit de analise. O método se constitui de imunoensaio de fase solida

de dois sitios. Empregou-se a técnica de captura ou “sandwich” direto na qual anticorpos
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monoclonais, marcados no po¢o da microplaca, sao dirigidos contra determinantes
antigénicos da molécula de IL-6. Durante a incubacgao, a IL-6 presente na amostra reage
frente aos anticorpos anti-IL-6. Apods lavagem, pela qual serdo removidos componentes
plasmaticos que ndo reagiram, se adiciona e se incuba o conjugado (AChE:Fab’) ligado
ao anticorpo anti IL-6 humano que reconhecera a IL-6 ligada a fase solida. Apds esta
fase, ha outra etapa de lavagem, pela qual se removera o excesso de conjugado ndo
ligado. O conjugado ligado serd detectado mediante adi¢do e incubagdo com o reagente
de Ellmans. A reagdo colorimétrica com tal substrato produz um subproduto especifico,
que foi lido em leitora automatica em microplacas (Biotec Fymergy-HP / Software Gen
5) no comprimento de onda de 420 nm. Visto que o aumento na absorbancia a 420 nm ¢
diretamente proporcional a concentracao de IL-6 na amostra, a mesma pode ser derivada
por interpolagdo de duas curvas padrio (r’=0.9886 ¢ 0.9987) gerada a partir do confronto
da absorbancia dos padrdes frente as correspondentes concentragdes mediante algoritmo

de regressao linear (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI/USA, catalog no.583361).

A dosagem plasmatica de TNF-a (sensibilidade de 3,98 pg/mL) também foi
realizada por ensaio imunoldgico, Enzime Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA,
mediante a utilizacdo de kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI/USA, catalog no.589201): placa recoberta com anticorpo de captura anti TNF-a
humano (anticorpo monoclonal); placa recoberta com anticorpo de captura anti TNF-a
humano (anticorpo monoclonal); ligador seletivo a diferentes epitopos da molécula de
TNF-a humana (acetilcolinesterase:Fab conjugado - AChE:Fab’) e reagente de Ellmans
(substrato para o AChE). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA sendo o ensaio
realizado conforme protocolo descrito no kit de analise, onde o método se constitui de
imunoensaio de fase so6lida de dois sitios com a técnica de captura ou “sandwich” ja
detalhada anteriormente quando feito para IL-6. A reagdo colorimétrica também foi
detectada em leitora automatica em microplacas (Biotec Fymergy-HP / Software Gen 5)
no comprimento de onda de 420 nm. Apds a determinacdo das absorbancias em
diferentes tempos, os valores foram obtidos a partir interpolagdo de duas curvas padrao
(1"=0.9967 ¢ 0.9955), gerada a partir do confronto da absorbancia dos padrdes frente as
correspondentes concentragdes mediante algoritmo de regressdo linear (Cayman

Chemical, Ann Arbor, MI/USA, catalog no.589201).
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3.2.2 Analises da expressdo génica de marcadores inflamatorios

Para avaliar o estado inflamatério dos participantes do estudo, foram
selecionados para as analises de expressdao gé€nica em PBMC, os genes: molécula de
adesao intercelular-1 (ICAM-1), receptor de interleucina 1, o IL1R1, e trés interleucinas
pro-inflamatorias, IL-6, IL-18 e TNF-a. Como controles enddgenos foram utilizados os
genes B-actina, GPDH e 18s. As caracteristicas dos genes selecionados para o estudo do

estado inflamatorio, mediante expressdo génica estdo sintetizadas na Tabela 1.

Quadro 2. Caracteristicas dos genes selecionados para o estudo do estado
inflamatodrio de adultos jovens, mediante expressao génica.

Nome do Gene Simbolo ID Genbank

Molécula de adesdo intercelular-1 ICAM1 NM 000201.2
Receptor tipo-1 de interleucina-1 ILIR1 NM_000877.2
Interleucina seis IL6 NM_000600.2
Interleucina dezoito IL18 NM 001243211.1
Fator de necrose tumoral alfa TNF-a NM 000594.2
Beta actina B-Act NM 001101.3
Gllf:eraldeldo-3-fosfato GPDH NM 001256799.1
desidrogenase -

Subunidade ribossomal 18S 18S NM 000238.9

3.2.2.1 Extracdo, quantificaciio e analises da integridade do RNA

O RNA total foi extraido das PBMC, previamente congeladas em Trizol®
(Invitrogen Corporation”, Carlsbad, CA, EUA), utilizando-se um protocolo adaptado e
previamente testado para estas células, descrito a seguir. A cada microtubo, de 2 mL,
contendo PBMC e trizol, foi colocado em temperatura de 17°C para descongelamento ¢
seqiiencialmente vortexado para homogeneizacdo do material estocado. Em seguida os
tubos foram submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a 4 °C com velocidade
equivalente 12.000 g. O sobrenadante, aproximadamente 1400 uL, foi transferido para
um novo tubo onde foram adicionados cerca de 600 pL de cloroféormio e
homogeneizados por 15 minutos. Depois, os tubos ficaram em repouso por 2 minutos.
Para separacdo nitida das fases, as amostras foram submetidas a centrifugagdo durante
15 minutos a 4 °C (12.000 g) e a fase aquosa superior (aproximadamente 750 uL)

contendo o RNA, foi transferida para um novo tubo. Posteriormente, o mesmo volume
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de isopropanol foi adicionado, 750 pL, procedendo-se a agitacdo por inversdo dos
mesmos por 3 minutos, € posteriormente repouso por 10 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas durante 10 minutos a 4 °C (12.000 g),
e o sobrenadante descartado. O pellet formado foi entdo lavado com 1 mL de etanol a
75%, a 5 °C, procedendo-se entdo a ultima centrifugacdo, por 5 minutos a 4 °C (12.000
g). O liquido residual foi removido do tubo com uma micropipeta e o RNA foi
ressuspendido em 20 pL de 4gua Milli-Q autoclavada e incubados a 60°C por 1 minuto.
Apo6s a extragdo do RNA total, sua concentragdo bem como sua pureza foram
determinadas no espectrometro NanoDrop (NanoDrop 2000C, Thermo Scientific”,
EUA), por meio da leitura em absorbancia de UVys € pelo quociente UVago/230,
respectivamente. Ainda assim, a integridade do RNA extraido foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), corado com red gel, verificando-se a presenga ¢

a intensidade das bandas do RNA ribosomal.

3.2.2.2 Sintese da fita de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 2 pg de RNA total, pré-tratado com 1
ul de DNAse (50 U/uL, Amplification Grade Dnase I, Invitrogen'™), para retirar os
possiveis contaminantes de DNA genomico, incubada por 37°C a 30 minutos, de acordo
com o protocolo do fabricante. Adicionalmente, foi preparado um mix contendo 1uL de
Random Primers 10X (100 UL, Invitrogen™), 1 uL de dNTP (100 mM; dATP, dGTP,
dCTP e dTTP em ph neutro), 1 pL do reagente stop solution, e agua para um volume
final de 12 pl/amostra. Os tubos foram incubados em um termomixer a 65° C por 10
min a 300rpm. Apoés esta etapa, as amostras eram colocadas no gelo por dois minutos.
Posteriormente, foi feito um novo mix contendo 5,6 puL de tampao de reagdo (5X,
Invitrogen' ™), 1 uL de RNasen (inibidor de ribonuclease recombinante; 40 unidades/uL,
Invitrogen'™), 2 uL de DTT (0,1M) e 1 pL de M-MLV™ (enzima transcripitase reversa;
200un. pL™"), que foi incubado a 37° C por 1 hora e a seguir 4 70° C por 15 minutos.

Ap6s a sintese da dupla fita a partir do RNA total, as concentragdes de cDNA de
cada amostra foram determinadas em espectrometro NanoDrop (NanoDrop 2000C,
Thermo Scientific®, EUA) para que posteriormente fossem ajustadas para uma mesma

concentracao, e estocados a -80°C. A concentragdo utlizada (135 ng/uL) foi determinada

24



levando em consideragdo a homogeneidade dos Cr’s (cycle threshold) de todos os genes,
apartir do “pool” de cDNA em varias diluigdes, contendo 0,5 uLL de todas as amostras.

ApOs esta etapa os tubos foram conservados no freezer a -20 °C.

3.2.2.3 Primers

Os primers utlilizados neste trabalho foram projetados utilizando o software
NCBI Primer Blast (www.ncbi.nlm.nil.gov/tools/primer-blast) como seguem em detalhe
no Quadro 3. Os primers de alguns genes (GAPDH, B-actina e IL-6) ja tinham sido
utlizados em estudos prévios (MALLAT et al, 2001; MURPHY et al, 2003;
STEENSBERG et al., 2002).

Quadro 3. Caracteristicas dos primers utilizados.

GENE Sonda SEQUENCIA PB ™
18s Reverse AACGCAAGCTTATGACCCGC 20 55.93
Forward GATGGGATCGGGGATTGCA 20 56.11
GPDH Reverse GATGGGATTTCCATTGATGACA 22 55.39
Forward CCACCCATGGCAAATTCC 18 53.92
B-ACTIN  Reverse TGATCCACATCTGCTGGAAGGT 22 55.39
Forward GACAGGATGCAGAAGGAGATTACT 24 53.92
TNF-a Reverse GCGATGCGGCTGATGGTGTG 20 59.03
Forward TGGTGGTGCCATCAGAGGGC 20 58.69
ICAM-1  Reverse AGCTCGGGCAATGGGTTCCC 20 59.05
Forward TCCGGGAAACTGGACGTGGC 20 59.00
IL-1 R1 Reverse TACCCGAGAGGCACGTGAGC 20 58.24
Forward CATGCCAGTCCAGCGACGGT 20 59.42
IL-6 Reverse GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC 21 54.88
Forward GGTACATCCTCGACGGCATCT 21 55.85
IL-18 Reverse CAGCCGCTTTAGCAGCCA 18 55.06
Forward CAAGGAATTGTCTCCCAGTGC 21 53.38

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL:interleucina; 18s: Subunidade ribossomal 18S;
GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; B-actin: Beta actina; PB: niimero de
pares de bases; TM: temperatura de anelamento.

25



3.2.2.4 PCR em tempo real (qPCR)

Apo6s determinar a concentragdo do cDNA para todas as amostras, a melhor
temperatura de anelamento e garantir a eficiéncia dos primers entre 94% a 97%, foi
realizado o ensaio da expressdo génica relativa, mediante o método cycle threshold (Cr)
comparativo, utilizando-se do PCR em tempo real (StepOnePlus™ Real-Time PCR
System, Applied Biosystem), com sistema de detec¢do de fluorescéncia mix SYBR
Green I (Applied Biosystems®™, California, USA). A reagdo foi realizada utilizando o
cDNA sintetizado, solu¢ao contendo os primers (primer direto e inverso, 10 uM), dNTP
(5 mM), tampdo de PCR (10x; Invitrogen™), MgCl, (50 mM; Invitrogen™), SYBR
Green I (1:10000; Invitrogen®), Platinum Taq DNA polimerase (5U/ul), ROX
(Invitrogen®™) e H,O estéril.

As reagdes foram feitas em triplicatas, pipetadas manualmente em capela com
fluxo de ar, utilizando-se placas especificas para qPCR (Invitrogen®), onde todos os
primers, para cada amostra, foram adicionados em uma na mesma placa. As reagoes
foram feitas no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystem) sendo que as condi¢des de amplificagdo foram: hot start a 95 °C, 40 ciclos a
95 °C, com temperatura de anelamento de 58 °C, e temperatura de extensao de 72 °C.

Os valores de Cr foram calculados pelo software Real Time PCR Miner versao

2.2 (http://www.miner.ewindup.info/; ZHAO, S. & FERNALD, 2005) a partir dos

valores de fluorescéncia das reagdes, sendo o Ct o ciclo de amplificagdo em que o sinal
de fluorescéncia emitida ¢ significativamete acima dos niveis de amplificagdo
inespecifica e ¢ inversamente proporcional ao nimero de cdpias inicial da amostra.

Para a normalizacdo dos dados foram selecionados trés genes constitutivos (—
actina, GPDH e 18S), entretanto, apos a amplificacdo apartir do qPCR e andlise pelo
programa GeNorm versdo.3.5, verificou-se que apenas os dois primeiros genes seriam os
mais adequados para as amostras deste estudo. Assim, o calculo da expressao dos genes
alvo se baseou nos métodos comparativos propostos por Zhao & Fernald (2005) onde
primeiramente as médias dos valores das triplicatas do Crs de cada amostra, foram
utilizadas para calcular a expressdao do gene de interesse de cada individuo do grupo
normalizadas pela média dos dois genes controles selecionados (f—actina e GPDH). A

quantificagdo relativa foi obtida pelas formulas ER= (1/ 1+E)CT, N=ERGa/ERGc €
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EGF=N/Vmin, sendo os resultados apresentados em relagdo ao menor valor da
expressao de cada gene, como realizado em outros trabalhos recentemente publicados

(HERMSDOREFF et al., 2010; PUCHAU; HERMSDORFF; et al., 2009).

Assim, os calculos realizados foram:

ER = (1/1+E)“"
N= ERGA/ ERGC

EGF = N/Vmin

Onde, ER ¢ a expressao relativa de cada gene em cada amostra; E ¢ a eficiéncia
de todos os genes e amostras de cada placa; Cr ¢ o clico de amplificagcdo dos genes em
estudo; N € o valor normalizado de cada amostra a partir dos genes controle; ERga € a
expressao relativa dos genes alvo; ERgc € a expressao relativa dos genes controle; EGF

¢ a expressao génica final; Vmin € o valor normalizado minimo entre todas as amostras.

3.2.3 Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribui¢ao. De acordo com a distribui¢ao das variaveis, foi adotado o teste de Student-t,
paramétrico, ou seu equivalente ndo paramétrico, o teste de Mann-Whitney-U, para a
comparacao entre os grupos categorizados pela mediana da distribui¢do da concentragdo
plasmatica do TNF-a e da IL-6. Para as variaveis categoricas foi utilizado o teste de qui-
quadrado-y’. Os resultados da expressdo génica foram transformados para a escala log,

com excecao do gene TNF-a que apresentou uma distribuicao normal.

Foi utilizada a correlagdo de Spearman para rastrear a associagdo entre as
concentracdes plasmaticas do TNF-a e IL-6 e as demais variaveis de interesse. Modelos
de regressao linear simples foram utilizados para identificar os fatores preditivos das

concentracdes plasmaticas das variaveis dependentes. Estes modelos foram previamente
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ajustados para as co-variaveis sexo, idade, tabagismo e atividade fisica, quando estes

fatores mostraram efeito significativo.

A andlise de regressdo logistica foi realizada para verificar a associa¢do entre os
componentes da sindrome metabdlica e os niveis circulantes do TNF-a e da IL-6
(variaveis independentes), considerando-se, como referéncia, o primeiro quartil ou tercil

da distribuicao deste biomarcador para o calculo da razdo de chances (odds ratio, OR).

Os resultados foram apresentados como média + DP. O intervalo de confianga de
95% foi utilizado para descrever os valores do coeficiente de regressao linear () e o de
regressdao logistica. Foi considerado o nivel de significancia estatistica de 5 % de
probabilidade (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software

STATA versao 9.1 para Windows.
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4. RESULTADOS
4.1 CAPITULO 1

Associacao da expressdao génica e dos niveis plasmaticos de TNF-o com os componentes

da sindrome metabdlica em adultos jovens.

Introduciao

O estado cronico de inflamacgdo de baixa intensidade tem sido reconhecido como
o clo entre a adiposidade e doengas metabolicas, tais como diabetes (DM), aterosclerose
e sindrome metabolica (SM) (HAJER et al., 2008; ZULET et al., 2007). Ademais,
pesquisas tém mostrado que alguns mediadores da inflamagao se encontram associados
aos efeitos negativos observados na hipertensdo arterial sist€émica (HAS), DM,
dislipidemias, infec¢des e cancer (FANTUZZI, 2005; MORENO-ALIAGA et al., 2005).
Nesse sentido, as concentragdes de TNF-a tém se associado positivamente com medidas
de adiposidade, como o perimetro da cintura, e outras condi¢des como
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (RI) (XYDAKIS et al,
2004). Além disso, o TNF-a tem agdo pro-inflamatéria, que parece estimular a produgdo
de proteinas de fase aguda, tais como a proteina C reativa (PCR), bem como moléculas
de adesdo o que aumenta o risco para doengas cardiovasculares (VAN GAAL ef al.,
2006).

Biomarcadores periféricos de doencas metabodlicas complexas estdo sendo
estudados de forma a serem ferramentas que possibilitem indicar um possivel
prognostico metabolico, assim células mononucleares de sangue periférico (PBMC) tém
sido utilizadas em estudos de expressdo génica por sua atividade metabolica e
acessibilidade frente a complicada obtengdo de amostras de tecidos adiposo, muscular e
hepatico de humanos (MULLER et al., 2002).

Evidéncias indicam que o acimulo de gordura estd associado com a ativagdo das
PBMC e ao aumento dos niveis circulantes de algumas citocinas inflamatorias
(O'ROURKE et al., 2006). Além do mais, alguns marcadores pro-inflamatdrios estao
elevados em individuos que possuem maiores valores de gordura visceral, mesmo sendo

jovens e com indice de massa corporal (IMC) adequados (HERMSDOREFF et al., 2010).
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No entanto, existem poucos estudos na literatura que investigaram este tipo de
populagdo, havendo poucas informacdes a respeito do estado inflamatdrio e regulagdo
génica destes mediadores no processo inflamatério em humanos clinicamente saudaveis.
Acredita-se que o conhecimento e o entendimento dessas associagdes, permitirdo o
direcionamento de agdes capazes de controlar os niveis de TNF-o, prevenindo o
desenvolvimento e/ou evolucdo da SM e suas enfermidades associadas.

Nao ha consenso na literatura se a inflamacdo é causa ou efeito da obesidade e
dos demais distarbios metabdlicos comuns as doengas cronicas ndo transmissiveis, ou
seja, ndo se sabe se esses biomarcadores aumentam a incidéncia desses parametros ou se
a presenca desses disturbios provoca uma elevagdo dessas citocinas. Neste contexto, o
presente estudo se propds a avaliar, em individuos jovens e clinicamente saudaveis, as
concentracdes plasmaticas e a expressao génica do TNF-a e suas possiveis associagdes

com fatores de risco para o desenvolvimento da SM.

Voluntarios e métodos
Voluntarios

O presente estudo avaliou 161 individuos jovens e saudaveis (92 mulheres e 68
homens), com idade entre 18 e 35 anos, com idade média de 23,2 £+ 3,5 anos e IMC
médio de 22,0+ 2,9 kg.m'z.

Para a triagem inicial dos voluntérios, considerou-se como critérios de exclusdo a
evidéncia de qualquer doenga relacionada ao estresse oxidativo, inflamagdo
cronica, desequilibrios hidricos, mudangas na composi¢do corporal ou presenga de
alteracdes na absor¢ao e/ou metabolismo de nutrientes. Outros critérios de exclusdo se
referiram ao uso de medicamentos ou tratamento nutricional que afetassem o balanco
energético, consumo alimentar, perfil lipidico, concentragdes plasmaticas de insulina e
metabolismo da glicose; o inicio do uso regular de anticoncepcionais nos 2 meses
anteriores a participagcdo no presente estudo; adesdo a praticas dietéticas para a perda de
peso ou peso instavel nos tltimos 6 meses (perda ou ganho de 5% do peso corporal).

Em conformidade com os principios da declara¢do de Helsinki e apds explicagao
clara sobre o protocolo do estudo, cada participante assinou o termo de consentimento

livre e esclarecido, permitindo assim sua participacao voluntaria. O estudo foi aprovado
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pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de

Vigosa, Minas Gerais, Brasil (Of. ref. N © 019/2011).

Parametros antropométricos e de composi¢ao corporal

A estatura foi aferida utilizando-se estadidmetro (modelo Seca 206, Hamburg,
Alemanha), com extensdo maxima de 2 metros, subdividido em milimetros. Para a
afericdo do peso corporal utilizou-se balanga digital eletronica (modelo Tanita TBF-
3004, Tokyo, Japao), com capacidade maxima de 180 quilogramas e aproximacdo de
100 gramas. O IMC foi calculado pelo quociente entre o peso corporal (Kg) e a estatura
ao quadrado (m?) e classificado de acordo com os pontos de corte preconizados pela
Organizagdao Mundial de Satde (WHO, 1998).

O perimetro da cintura foi medida no ponto médio entre a ultima costela e a
crista iliaca € o do quadril no maior perimetro horizontal entre a cintura e os joelhos,
sem contragdo gluteal (SALAS-SALVADO et al., 2007). Foram utilizados os pontos de
referéncia preconizados pela NCEP-ATPIII (2001). Ambos os perimetros foram aferidos
utilizando-se fita métrica flexivel e inelastica, subdividida em milimetros. Foi calculada

a relacdo entre os perimetros da cintura e quadril.

As pregas cutaneas tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca foram aferidas
utilizando-se adipometro (Lange caliper, Cambridge Scientific Industries Inc.,
Cambridge, Maryland, USA) com aproximac¢dao de 1 milimetro, conforme técnica
previamente padronizada (DURNIN & WOMERSLEY, 1974). Procedeu-se ao calculo
do percentual de gordura troncular pela razdo entre o somatério das pregas cutaneas
subescapular e suprailiaca e o somatorio das 4 pregas cutineas (WARNBERG et al.,

2006).

O percentual de gordura corporal total foi obtido mediante analise da
bioimpedancia elétrica horizontal (Biodynamics 310 model, Washington, USA), a partir
da qual também foram estimadas a massa de gordura e a massa livre de gordura corporal

em quilogramas.
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Pressao arterial

Os niveis de pressdo arterial sistolica e diastolica foram aferidos mediante
esfignomamdmetro mecanico de coluna de mercurio (BIC, Sao Paulo, Brasil), com
aproximagao de 2 mmHg, conforme técnica descrita anteriormente (PERLOFF et al.,

1993).

Analise de amostras bioldgicas

A coleta de sangue foi realizada por pun¢ao venosa, apds jejum de 12 horas. As
amostras de plasma EDTA (ethylene-diaminetetra-acetic-acid), foram separadas do
sangue toral mediante centrifugacdo a 2465 g a 5°C por 15 minutos (Eppendorf AG,
5804R model, Hamburg, Germany). As amostras foram imediatamente armazenadas a
-80°C até o momento das andlises.

As concentragdes séricas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade
(HDL-c), triacilglicerdis, acido urico e ceruloplasmina (mg/dL), foram analisadas por
ensaio colorimétrico ou turbidimétrico, mediante analisador automatico (BS-200,
Shenzhen Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan, China) utilizando-se kits de
analise especificos (BS-200, Shenzhen Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan,
China). A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada pela equacdo de
Friedwald, previamente estabelecida (FRIEDEWALD et al., 1972) e posteriormente
validada (TREMBLAY et al., 2004). Procedeu-se também ao calculo da razao colesterol
total/HDL-c, conforme preconizado (CASTELLI, 1988).

A concentragdo plasmatica de insulina (sensibilidade de 2 pU/mL) foi analizada
por ensaio imuno enzimatico, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-
se material e reagentes providos por kit de andlise especifico (Linco Research, St.
Charles, USA). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, o ensaio foi realizado
conforme protocolo descrito no kit de analise.

A resisténcia a insulina foi estimada pelo modelo de avaliacdo da homeostase da
resisténcia a insulina (HOMA-IR), previamente estabelecido (MATTHEWS et al,
1985).

A dosagem plasmatica de TNF-a (sensibilidade de 3,98 pg/mL) foi realizada por

ensaio imunologico, Enzime Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA, mediante a
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utilizacdo de kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI/USA, catalog
n0.589201) em plasma EDTA.

O isolamento das PBMC foi realizado pelo método do gradiente de centrifugacao
com o reagente Polymorphoprep” (Robbins Scientific Corporation, Sunnyvale, CA,
EUA). Esta técnica ¢ um aprimoramento do método tradicional onde se utilizou Ficoll
(BOYUM, 1968), proporcionando assim um rendimento superior a 95% de PBMC em
suspensao (DANDONA et al., 2001). Uma vez recolhida as PBMC em suspensao
(banda), estafoi lavada (400 g; 22° C; 10 min) com PBS. O precipitado obtido
foi reconstituido em Trizol® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA), e congelado
imediatamente a -80° C até a extracdo do RNA total. Esta extra¢do foi feita pelo método
TRIZOL® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA), utilizando-se um protocolo
adaptado e previamente testado (Hermsdorff et al., 2010). Apos esta ctapa, a
concentracdo bem como a pureza do RNA foram determinadas no espectrdmetro
NanoDrop (NanoDrop 2000C, Thermo Scientific®, EUA), por meio da leitura em
absorbancia de UV, e pelo quociente UVae0ns0, respectivamente. A integridade do
RNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), corado com
red gel, verificando-se a presenca e a intensidade das bandas do RNA ribosomal. Os
primers utlilizados foram projetados utilizando o sofiware NCBI Primer Blast. Foi
realizado o ensaio da expressdo génica relativa, mediante o método cycle threshold (Cr)
comparativo, utilizando-se do PCR em tempo real (StepOnePlus™ Real-Time PCR
System, Applied Biosystem), com sistema de detec¢do de fluorescéncia mix SYBR
Green I (Applied Biosystems®, California, USA). Para a normaliza¢ao dos dados foram
selecionados trés genes constitutivos (B—actina, GPDH e 18S). Assim, o calculo da
expressao dos genes alvo se baseou nos métodos comparativos propostos por Zhao &
Fernald (2005), onde primeiramente as médias dos valores das triplicatas do Cp de cada
amostra, foram utilizadas para calcular a expressdo do gene de interesse de cada
individuo do grupo normalizadas pela média dos dois genes controles selecionados (B—
actina e GPDH).

Foram coletadas as amostras de unhas dos pés e das maos, mediante limpeza
prévia com agua e sabao e retirada de esmalte e, em seguida, armazenadas a temperatura

ambiente, em sacos de polipropileno. O preparo das amostras incluia seu tratamento
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acido sob aquecimento (4cido nitrico fervente), sob altas pressdes, em recipiente de
teflon (digestor), usando um sistema de digestao de microondas (Ethos Plus, Millestone,
Sorisole, Italia). Apds a digestdo acida, as concentragdes de cobre, zinco e selénio foram
analisadas por espectrofotometria de absorcao atdomica de chama (Perkin Elmer Analyst
800; Norwalk, CT, USA), conforme técnica estabelecida anteriomente (NAVARRO-
BLASCO & ALVAREZ-GALINDO, 2004). Os valores de concentracdo foram
ajustados para o peso da amostra, e foram expressas em micrograma por grama de unha
(ng/g de unha) para o cobre e o zinco € em nanograma por grama de unha (ng/g de unha)

para o selénio.

Consumo alimentar e variaveis de estilo de vida

Os voluntarios foram orientados a registrar em formulario proprio todos os
alimentos e bebidas consumidos, bem como suas quantidades, ao longo de um dia. Esse
procedimento foi realizado por trés dias ndo consecutivos, incluindo um dia de final de
semana. A ingestdo dietética diaria (calorias, carboidrato, proteina, lipidio, fibra,
colesterol, acidos graxos saturados, mono e poliinsaturados, vitaminas C e A, ferro,
cobre e zinco) foi avaliada utilizando-se software especifico, DietPRO, versdo 5.0, AS
Sistemas (DIETPRO, 2009).

Variaveis de estilo de vida tais como: uso de suplementos vitaminicos, tabagismo
(fumantes ou nao-fumantes), numero de cigarros por dia, pratica regular de atividade
fisica (sim ou nao) e intensidade da atividade fisica também foram coletados. Para
quantificar a intensidade de atividade fisica, foi utilizado o indice metabdlico
equivalente (MET). Este indice representa a razao entre a quantidade de energia (kcal)
despedida para a realizagdo de uma determinada atividade fisica e a energia equivalente
a situacdo de repouso. As pontuagdes dos METs foram fornecidas pelo Compéndio de
Atividades Fisicas (AMORIM & GOMES, 2003), um esquema de codificacdo que
classifica as atividades fisicas de acordo com seu dispéndio energético em relacdo a
situacdo de repouso (AINSWORTH et al., 1993; AINSWORTH et al., 2000). Os
METs, para cada atividade especifica, foram calculados multiplicando o tempo gasto em

cada atividade pela sua pontuacdo de MET, procedendo-se ao somatoério de todas as
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atividades realizadas ao longo de uma semana, obtendo-se um valor médio, expresso em

horas por dia.

Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicdo. Os dados avaliados como nao paramétricos foram transformados em escala
logaritimica antes de serem inclusos nas andlises estatisticas. De acordo com a
distribui¢ao das variaveis, foi adotado o teste de Student-t, paramétrico, ou seu
equivalente ndo paramétrico, o teste de Mann-Whitney-U, para a comparagdo entre 0s
grupos categorizados pela mediana da distribuicao da concentragdo plasmatica do TNF-
a. Este critério utlizando a mediana como “ponto de corte” foram utilizados previamente
em estudos de metodologia semelhante (Barbosa et al., 2011; Hermsdorff et al., 2010).

., . , . . J . 2
Para as variaveis categoricas foi utilizado o teste de qui-quadrado-y.

Foi utilizada a correlagdo de Spearman para rastrear a associacdo entre a
concentracao plasmatica de TNF-a e as demais variaveis de interesse. Modelos de
regressdo linear simples foram utilizados para identificar os fatores preditivos da
concentracdo plasmatica da TNF-o (variavel dependente). Estes modelos foram
previamente ajustados para as co-variaveis sexo, idade, tabagismo e atividade fisica,

quando estes fatores mostraram efeito significativo.

A analise de regressao logistica foi realizada para verificar a associagdo entre os
componentes da sindrome metabolica e os niveis circulantes da TNF-a (varidvel
independente), considerando-se, como referéncia, o primeiro tercil da distribuicao deste

biomarcador para o calculo da razdo de chances (odds ratio).

Os resultados foram apresentados como média + DP. O intervalo de confianga de
95% foi utilizado para descrever os valores do coeficiente de regressao linear () e o de
regressao logistica, odds ratio (OR). Foi considerado o nivel de significincia estatistica
de 5 % de probabilidade (P < 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o

software STATA versao 9.1.
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Resultados

As caracteristicas antropométricas, clinicas e bioquimicas sdo apresentadas na
Tabela 1 separadas pelo género (média + DP). Pdde-se verificar que, de modo geral, a
populacdo do estudo ¢ jovem (23,23 + 3,52 anos) e clinicamente saudavel, pois os
valores médios dos parametros avaliados estdo dentro dos limites de referéncia. Vale
ressaltar que a concentragdo de TNF-a no plasma ¢é superior nos individuos do sexo
masculino (4,98 + 1,77 vs 3,86 £ 1,79; p < 0,001) diferentemente aos valores de
expressao génica que nao se difere entre os géneros.

Os parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos (média + DP)
categorizados pelo valor da mediana das concentragdes plasmaticas de TNF-a (4,27
pg/mL) sdo apresentados na Tabela 2. Individuos com maiores niveis circulantes de
TNF-a demonstraram maiores valores de peso corporal, perimetro da cintura, relagdo
cintura/quadril, massa livre de gordura, pressao arterial sistolica e diastolica, glicose ¢
acido urico sanguineos, e por outro lado, menores valores de porcentagem de gordura
total, colesterol total e fracdes HDL-c e LDL-c, além de menores concentra¢des de zinco
nas unhas (p<0,05). Demais medidas de adiposidade, como IMC, adiposidade troncular,
perimetro do quadril e pregas cutaneas nao diferiram entre os grupos referentes as
concentracdes plasmaticas de TNF-a (< 4,27 pg/mL vs > 4,27 pg/mL). Da mesma forma,
nenhuma diferenca foi encontrada para os niveis de insulina e triacilglicerois
sanguineos, além da expressdo génica de TNF-a em PBMC, entre as categorias desta
citocina.

Na Tabela 3, apresentam-se as variaveis de estilo de vida e ingestdo dietética
diaria, também categorizadas pela mediana da concentracao plasmatica da TNF-a (4,27
pg/mL para as variaveis de estilo de vida e 4,20 pg/mL para a ingestdo dietética didria).
Individuos com maiores niveis de TNF-a consumiam significativamente mais calorias,
proteinas, fibras e cobre, entretanto, consumiam menos ferro provindo da dieta (p<0,05).
Nao houve diferenca para os outros nutrientes analisados bem como para nenhuma nas

variaveis de estilo de vida em relagdo as categorias de TNF-a.
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Tabela 1: Caracteristicas antropométricas, clinicas e bioquimicas de todos os individuos e
separadas por género (média + DP).

Caracteristicas Todos os
participantes Mulheres Homens P
N= 161 93 68

** Idade (anos) 2323 £ 3,52 23,64 + 336 22,67 + 3,68 0,036
**" Peso Corporal (kg) 62,72 + 1120 56,67 =+ 799 69,89 + 10,46 0,000
*IMC (kg/m?) 22,07 + 2,86 21,07 + 281 22,27 + 281 0,003
*** Relagio 081 + 0,06 0,79 + 0,06 0,85 + 0,06 0,000
Cintura/Quadril’
*“Gordura Troncular (%)' 58,34 + 6,66 5569 + 5,97 60,85 + 6,40 0,000
*" Gordura Total (%) 23,92 + 7,52 27,16 £ 4,68 18,50 + 7,89 0,000
*" Massa Livre de 4768 + 10,09 4023 + 5,19 56,85 £ 6,70 0,000
Gordura (kg)
*** Pressdo Arterial 1096 + 093 10,66 + 0,85 11,38 + 0,88 0,000
Sistolica (mmHg)
**Pressdo Arterial 734  + 0,66 720 £ 0,65 7,54 + 0,63 0,001
Diastolica (mmHg)
**Glicose (mg/dL)’ 90,55 + 6,65 89,09 + 6,66 92,54 + 6,13 0,000
Insulina (uU/mL) 16,17 + 551 1597 + 3,61 16,51 + 7,90 0,575
HOMA-IR 373+ 1,14 3,65 + 0,83 3,85 + 1,55 0,771
s Colesterol Total 159,82 + 31,32 168,15 + 33,61 14844 + 23,73 0,000
(mg/dL)
HDL-c (mg/dL) 4639 + 1136 51,59 + 10,78 39,64 + 8,12 0,000
*"LDL-c (mg/dL) 9545 + 26,76 98,51 + 2952 9030 + 21,71 0,124
““Triacilglicerdis (mg/dL) 99,95 + 44,14 104,81 + 3891 9329 + 4995 0,005
*“IL-6 (pg/mL) 418 + 1,75 345 £ 151 519 + 1,54 0,000
IL-6 (EG)" 4,66 + 1,75 477  + 1,65 453 + 149 0472
*"TNF-a (pg/mL) 433  + 1,86 386  + 1,79 498 + 1,77 0,000
TNF-a (EG)F 1,55 + 0,65 1,58 + 0,67 1,51 + 0,63 0,487
RI1IL1 (EG)* 3,12+ 0,92 3,14 £ 093 309 + 092 0428
IL-18 (EG)F 10,78 + 3,49 10,56 + 3,42 11,09 £ 3,58 0,396
ICAM (EG)* 1,60 + 0,55 1,63 + 0,54 1,56 + 0,55 0,390

DP, desvio padrao; IL-6, interleucina seis; IMC, indice de massa corporal; PC, prega cutanca; HOMA-IR,
modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-
¢, lipoproteina de baixa densidade; TNF-q, fator de necrose tumoral alfa; EG, expressdo génica,

" teste Student t foi realizado para as varidveis com distribuigio normal, as demais variaveis foram
analisadas pelo teste Mann-Whitney U

" Valores na escala logaritmica

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade entre os sexos (P < 0,05)

*** diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade entre os sexos (P < 0,01)
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Tabela 2: Parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos (média +£ DP) categorizados
pelo valor da mediana (4,27 pg/mL) da concentra¢do plasmatica de TNF-a.

TNF-o TNF-a
<427 pg/mL > 4,27 pg/mL Valor de P
(n=80) (n=80)

Idade (anos) 23,04 + 2,75 23,40 + 4,08 0,796
*** Peso Corporal (kg) 59,17 £+ 9,53 6581 + 11,68 0,000
IMC (kg/m®) 21,83 + 2,64 22,28 + 3,04 0,278
*** Perimetro da Cintura (cm) 76,14 £+ 17,66 80,00 =+ 0911 0,004
Perimetro do Quadril (cm)1 95,75 + 6,09 95,28 + 7,29 0,064
" Relagdo Cintura/Quadril’ 0,79 + 0,06 0,83 + 0,05 0,000
PC Tricipital (mm) 18,73 + 6,20 17,67 + 7,51 0,158
PC Bicipital (mm) 7,61 + 4,01 7,01 + 3,77 0,254
PC Suprailiac (mm) 18,73 + 8,50 17,84 + 9,68 0,254
PC Subscapular (mm) 17,65 + 6,42 17,98 + 8,40 0,520
Soma das 4 PC (mm) 62,74 + 21,64 60,52 + 26,69 0,237
Gordura Troncular (%)l 57,83 + 6,83 58,78 + 6,52 0,371
*** Gordura Total (%) 2512 + 589 2288 + 8,60 0,007
Massa de Gordura (kg) 15,05 + 524 15,72 £+ 10,70 0,709
s Massa Livre de Gordura 4399 + 9,06 5090 £ 9,89 0,000
(kg)

s Pressdo Arterial Sistolica 108.,0 + 0,82 111,1 + 0,99 0,035
(mmHg)

Pressdo Arterial Diastolica 72,1 + 0,64 74,6 + 0,66 0,036
(mmHg)

¥ Glicose (mg/dL)’ 89,13 + 6,06 91,79 £+ 6,92 0,011
Insulina (pU/mL)* 17,89 £+ 7,32 14,77 £+ 2,86 0,083
HOMA-IR?® 4,02 + 145 3,48 + 0,74 0,212
**Colesterol Total (mg/dL) 165,56 + 31,77 154,82 + 30,22 0,017
** HDL-c (mg/dL)" 49,53 + 10,26 4356 + 11,63 0,000
LDL-c (mg/dL) 97,44 £ 2698 93,72 £ 26,60 0,309
Triacilglicerois (mg/dL) 99,53 + 35,78 100,31 £+ 50,52 0,417
Tf){tzlﬁl‘fﬁ;’Lc_g&eSterOI 343+ 073 366+ 086 0,038
s Acido Urico (mg/dL)' 328 £ 0,99 381+ 1,12 0,002
Selénio (ng/g de unha)l’C 0,37 + 0,07 0,39 + 0,09 0,206
*** Zinco (ug/g de unha)® 138,30 + 73,94 119,21 + 49,67 0,002
Cobre (pg/g de unha)* 6,86 + 7,09 7,79 + 5,55 0,295
TNF-0 (EG)" 1,57 + 0,67 1,53 + 0,07 0,746

DP, desvio padrdo; IL-6, interleucina seis; IMC, indice de massa corporal; PC, prega cutanea; HOMA-IR,
modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c,
lipoproteina de baixa densidade; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; EG, expressdo génica,

"teste Student t foi realizado para as variaveis com distribuigio normal, as demais variaveis foram analisadas
pelo teste Mann-Whitney U

*1n=79 para TNF-0,<4,27 pg/mL; n=77 para TNF-a.> 4,27 pg/mL

®n=73 para TNF-0.> 4,27 pg/mL

“n=69 para TNF-0,<4,27 pg/mL; n=66 para TNF-a.> 4,27 pg/mL

" Valores na escala logaritmica

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

s diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)
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Ao avaliar as concentragdes circulantes de TNF-a categorizados pela mediana do
perimetro da cintura (76,5 cm para mulheres e 79,5 cm para homens), verificou se que as
mulheres que estavam acima da mediana também possuiam maiores niveis deste
biomarcador (P = 0,009). Entretanto, quando os dados sdo analisados para o género
masculino ou ndo sdo corrigidos pelo género, a associagdo entre o perimetro da cintura e
os niveis de TNF-a ndo ¢ estatisticamente significante (dados ndo apresentados em
tabela).

Para um melhor entendimento das associagbes existentes entre os niveis
circulantes TNF-a e as variaveis de interesse, procedeu-se ao do teste de correlagdo de
Spearman. No tocante aos parametros antropométricos e de composi¢do corporal, foram
observadas correlagdes da concentragdo plamatica de TNF-a com as seguintes variaveis:
peso corporal (r = 0,31; p < 0,001), indice de massa corporal (r = 0,29; p < 0,001),
perimetro da cintura (r = 0,24; P = 0,001), relag@o cintura/quadril (r = 0,34; p < 0,001),
porcentagem de gordura total (r = -0,25; P = 0,001). Considerando a ingestao dietética
diaria, o consumo de fibras (r = 0,28; p < 0,001), mostraram-se correlacionadas ao TNF-
a.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, as seguintes correlagdes foram
encontradas: glicose (r = 0,19; P = 0,013), colesterol total (r =-0,19; P = 0,016), HDL-c
(r=-0,31; p < 0,001), acido turico (r = 0,28; p < 0,001). Os niveis de pressao arterial
sistolica e diastolica ndo se correlacionaram aos niveis circulantes de TNF-o, usando
este teste estatistico. Nenhuma correlagdo foi encontrada entre as concentragdes desta
citocina com as variaveis de estilo de vida, como, nimeros de cigarros/dia ou gasto
calorico da atividade fisica relacionado ao gasto energético de repouso (MET) (dados
ndo apresentados em tabela). J4 em relacdo a expressdo génica em PBMC, foi verificado
que a expressao do ILIR1, da IL-18, e da ICAMI1 estiveram -correlacionadas
significativamente com os niveis de TNF-a circulantes (r = 0,16 p < 0,001; r = 0,16 p <

0,001; r=10,20 p <0,001; respectivamente).
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Tabela 3: Variaveis de estilo de vida e ingestdo dietética didria (média + DP) categorizadas
pelo valor da mediana (4,27 pg/mL) da concentragao plasmatica da TNF-q.

TNF-o, TNF-a
<427 pg/mL >4,27 pg/mL Valor de P

(n=80) (n=80)
Variaveis de Estilo de Vida
Uso de suplementagéo de 6,67 5,81 0,823
vitaminas (%)"
Tabagismo (%)"* 7,69 15,58 0,149
?)Z)a)tll’(a;a regular de atividade fisica 62,67 63.95 0.953
Cigarros/dia” 0,81 + 3,22 1,45 + 433 0,1597
MET (h/dia)* 29,49 £+ 9,90 31,46 + 9,05 0,1259

TNF-o TNF-a

<4,20 pg/mL >4,20 pg/mL Valor de P

(n=68) (n=69)
Ingestdo Dietética Didria
** Calorias (kcal)? 2557,86 + 676,07 283529 + 781,43 0,037
Carboidrato (g) 337,23 + 96,88 366,36 + 113,29 0,107
Proteina (g) 95,94 =+ 29,10 10791 + 37,71 0,049
Lipidio (g) 91,88 + 26,62 100,45 + 32,66 0,174
*" Fibra (g) 22,50 + 12,53 29,64 + 1647 0,002
Colesterol (g)* 22587 + 9743 219,17 + 9747 0,726
Acidos graxos saturados (g) 23,34 + 981 21,77 + 9,30 0,380
Acidos graxos monoinsaturados 17,43 + 10,78 16,10 + 7,49 0,585
(2)
Acidos graxos poliinsaturados (g) 13,71 £ 9,47 14,75 £ 7,69 0,083
Vitamina A (mg) 896,79 + 564,99 937,13 + 536,14 0,588
Vitamina C (mg) 12947 + 11585 115,67 + 71,69 0,742
Ferro (mg) 18,37 = 12,23 17,47 + 16,31 0,001
Cobre (mg) 1,23 + 1,46 1,35 + 0,70 0,008
Zinco (mg) 8,07 + 351 8,61 + 3,64 0,397

DP, desvio padrao; MET, indice metabdlico equivalente; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa

"teste qui-quadrado x” test para variaveis categéricas

?teste Student t foi realizado para as varidveis com distribuicio normal, as demais variaveis foram analisadas pelo
teste Mann-Whitney U

*n=73 para TNF-a < 4,27 pg/mL; n=67 para TNF-a.> 4,27 pg/mL

'Valores expressos em mediana

** diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

s diferenga significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01

Na Tabela 4, mediante analise de regressdo simples, apds o ajuste para os
possiveis fatores de confundimento, como, sexo, idade e tabagismo, observou-se que a
expressao do IL1R1, da IL-18 e da ICAMI, tiveram efeito preditivo positivo sobre os
niveis circulantes de TNF-a (p < 0,05). Nenhuma variavel avaliada teve um significativo

efeito preditivo negativo sobre as concentragdes de TNF-a.
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Tabela 4: Preditores da concentragdo plasmatica de TNF-a (pg/mL).

N =160 coeficiente f3 P r

Preditores de TNF-o.

IMC (kg/m?) -0,007 0,711 0,0009
Peso Corporal (kg) 0,001 0817 0,0004
Massa Livre de Gordura (kg) 0,001 0,809 0,0004
Gordura Total (%) -0,001 0,834 0,0003
Gordura Troncular (%) -0,011 0,147 0,0142
Colesterol Total (mg/dL) 0,023 0,998 0,0000
LDL-c (mg/dL) -0,000 0,896 0,0001
HDL (mg/dL 0,001 0,802 0,0004
Triacilglicerdis (mg/dL) -0,000 0,897 0,0001
Relagao Colesterol Total/HDL-c' -0,014 0,835 0,0003
Acido Urico (mg/dL) -0,023 0,644 0,0014
*" Cobre (ng/g de unha)’ 0,175 0,229 0,0110
Zinco (ng/g de unha)’ 0,026 0,561 0,0020
Colesterol (g/dia)* 0,000 0,260 0,0102
Pressdo Arterial Sistélica (mmHg) -0,050 0,386 0,0051
Pressdo Arterial Distélica (mmHg) -0,049 0,543 0,0025
Glicose (mg/dL) 0,003 0,688 0,0011
TNF-a EG (UA) 0,011 0,703 0,0010
" ICAM EG (UA) 0,547 0,000 0,2081
" IL-1 EG (UA) 0,296 0,000 0,1662
s IL-18 EG (UA) 0,003 0,000 0,1614

TNF-0, fator de necrose tumoral alfa; IMC, indice de massa corporal; LDL-c, lipoproteina de baixa
gensidaclze; HDL-}c, lipopr?teina de alta densidade; IC, intervalo de confianca; UA, unidades arbitrarias
n=153, n=135, 'n=100, '"n=137

s* diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

"™ diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)

A Tabela 5 apresenta a analise de regressao logistica, ou seja, revela a razao de
chances (OR) com o IC de 95%, para os componentes da SM de acordo com a
concentracao plasmatica do TNF-a. Os individuos que se posicionaram no segundo
maior tercil (3,48 a 5,08 pg/mL) da distribui¢do dos niveis circulantes do TNF-a, quando
comparados aqueles no menor tercil (<3,48 pg/mL), demonstraram aumento importante
nas chances de apresentar obesidade abdominal (OR = 2,93; IC 95% = 1,10 a 7,78; P =
0,030). De modo semelhante, os individuos que se posicionaram no maior tercil (> 5,09
pg/mL) da distribui¢dao dos niveis circulantes da TNF-a, quando comparados aqueles no
menor tercil, demonstraram aumento importante nas chances de apresentar niveis

reduzidos de HDL-c (OR = 3,33; IC 95% = 1,28 a 8,68; P = 0,042).
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Tabela 5: Analise de Regressao Logistica: razdo de chances (OR) e IC 95% para os
componentes da sindrome metabdlica de acordo com a concentragdo plasmatica da
TNF-o (n=160).

Tercis da distribuicdo da TNF-o (pg/mL)’

T2 T3

(3,482 5,08) (5,09 29,30)

I or ¢ 95 o (c 5%
s* Obesidade Abdominal 293(1,10a 7,78) 2,61(0,96 a7,08)
Hipertrigliciridemia 1,11 (0,48 a 2,58) 043(0,16a1,16)
""HDL-c Reduzido® 1,11(,50a 2,49) 3,33(1,28a8,68)
Hipertensdo Arterial 2,60 (261 a25,90) 5,00 (0,56a4447)
Hiperglicemia 1,78 (0,68 a 4,67) 243(0,93a6,35)

IC, intervalo de confianga; OR, odds ratio; HDL-c, lipoproteina de alta densidade;

Componentes da sindrome metabolica: obesidade abdominal (> percentil 75 da distribui¢io do perimetro
da cintura, 83 cm); hipertrigliciridemia (> percentil 75 da distribuigdo da concentragdo sérica de
triacilglicerodis, 117,5 mg/dL); HDL-c reduzido (< percentil 75 da distribui¢do da concentragdo sérica da
HDL-c, 53 mg/dL); hipertensdo arterial (> percentil 75 da distribuicdo dos niveis de pressdo arterial
sistolica e diastdlica, 12/8 mmHg); hiperglicemia (> percentil 75 da distribui¢do da concentracdo sérica
da glicose, 95 mg/dL).

'primeiro tercil da distribuicio da TNF-a (T1 < 3,48), referéncia para o célculo da OR

n=153

¥ diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05). OR: T2 versus T1

" diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05). OR: T3 versus T1

Discussao

Embora os fatores de risco cldssicos ja tenham seu papel estabelecido no
contexto das doencas metabodlicas, diversas condi¢des emergentes, como a dos
biomarcadores do processo inflamatério, ainda ndo estdo definitivamente entendidas.
Apesar disso, ¢ sabido que uma modesta eleva elevagdo plasmatica dessas
moléculas relacionadas com a inflama¢do pode contribuir substancialmente para o
aumento do risco de acidente vascular cerebral e mortalidade cardiovascular
(ROSENSON & KOENIG, 2003). Dai verifica-se a importancia deste trabalho, que
identifica os niveis de TNF-a em jovens adultos saudaveis e suas associagdes com
determinantes da SM, trazendo melhor compreensao do desenvolvimento das doengas
associadas.

O principal achado deste estudo, foi que o TNF-a correlaciona-se com muitos
fatores e variaveis, sejam elas antropométricas, clinicas ou bioquimicas, mesmo em
adultos jovens clinicamente saudaveis. No entanto, essas associagdes possuem
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implicacdes diferentes com cada molécula e /ou pardmetro, como mostrado a partir das
analises estatisticas, o que dificulta o esclarecimento de algumas questdes, uma vez, que
muitos eventos ndao acontecem independentemente, havendo participagdo de varios
sistemas e processos.

Parte dos resultados deste trabalho corrobora os achados na literatura. Os valores
plasmaticos de TNF-a, em média, sdo superiores nos individuos do sexo masculino,
diferentemente dos valores de expressdo génica, que ndo se diferenciam entre os
géneros. Quanto a expressao génica, o trabalho de Hermsdorff ez al. (2010) corrobora
nossos dados, uma vez que neste estudo metodologicamente semelhante, foi verificado
que a expressao de genes pro-inflamatorios, em PBMC de jovens adultos, ¢
independente do género; Todavia, quanto aos niveis circulantes de TNF-a, nossos dados
se contrapdem ao observado na literatura. Em um estudo recentemente publicado,
Morales et al. (2011) verificaram que o niveis da maioria dos mediadores inflamatdrios
eram superiores em adolescentes do sexo feminino, entretanto, sem diferenca estatistica,
exceto para o complemento C3. O mesmo foi visto por De Luis ef al. (2011), num
trabalho com obesos morbidos, onde também verificou-se maiores valores de TNF-a, em
mulheres. No entanto, Sanchez-Moreno et al. (2004), em um estudo com adultos
saudaveis, ndo verificaram diferengas entre os géneros nas concentragdo plasmaticas de
alguns marcadores inflamatdrios, incluindo o TNF-a. Os maiores valores desta citocina
em homens pode ser explicado, de acordo com Aeckerman (ACKERMAN, 2006) e De
Leoén-Naya & Morales-Montor (2006), pela diferenga hormonal entre os géneros, porém
este presente estudo ndo mensurou os hormonios dos participantes.

Este trabalho também mostrou que individuos com maiores niveis circulantes de
TNF-a, apresentaram maiores valores de peso corporal, perimetro da cintura, relagdo
cintura/quadril e massa livre de gordura, além de menores valores de porcentagem de
gordura total. Esta citocina pro-inflamatoria ¢ hiperproduzida com o aumento da
adiposidade, sendo em parte liberada pelo infiltrado de mondcitos nos depositos de
gordura (HOTAMISLIGIL, 2006; VAN GAAL et al, 2006). Estudos prévios
confirmam parte destes achados, uma vez que tem sido demonstrada forte associagdo
positiva entre indicadores de adiposidade e os niveis de TNF-a (DE LUIS ef al., 2011;
NISHIDA et al., 2007; POU et al., 2007; WARNBERG et al., 2006; XYDAKIS et al.,
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2004). Entretanto, estas associagdes ainda sdo controversas, uma vez que estudos
recentes, como o de Rolland et al. (2011) envolvendo individuos obesos, tem mostrado
que os niveis médios de TNF-a ndo se correlacionaram significativamente com o peso, 0
perimetro da cintura ou porcentagem de gordura corporal. Apesar disso, 0s proprios
autores discutem que estes resultados foram inesperados, pois a associagdo entre TNF-

a com os indicadores de obesidade ja vem sendo relatada a mais de 15 anos.

A auséncia de associagoes entre as concentracdes de TNF-o e outras medidas de
adiposidade, como IMC, adiposidade troncular, perimetro do quadril e pregas cutaneas,
verificadas neste estudo, possivelmente, se deve a predominancia de individuos
eutréficos (IMC < 25,0 kg/m*; 85%), de acordo com os pontos de corte preconizados
pela Organizagdo Mundial de Satde (WHO, 1998). Outros estudos corroboram nossos
achados ndo verificando associacdo entre os niveis de TNF-a e alguns indicadores de
adiposidade (O'ROURKE et al., 2006; PINCELLI et al., 2001; UYSAL, O. et al.,
2005). A discrepancia entre os resultados também pode ser atribuida as diferencas nas
caracteristicas fenotipicas das populacdes dos estudos tais como idade, presenca ou nao

de RI e/ou SM, composi¢do corporal e grau de obesidade.

O TNF-a tem assim, sido proposto como principal envolvido na evolucao da RI
edo DM2 e complicagdes associadas (CAWTHORN & SETHI, 2008), estando
inversamente associado a concentracdo de glicose (WINKLER ez al., 2003). Esta
hipotese corrobora nossos dados onde os individuos com maiores niveis circulantes de
TNF-a demonstraram maior valor de glicose sanguinea, apesar da normoglicemia
prevalecer entre os participantes do estudo. Estudos em animais mostram que ha
interferéncia do TNF-a no processo de desenvolvimento da SM e obesidade (ARAUJO
et al., 2007). J4 em humanos, tem sido mostrado que a neutralizacio do TNF-a melhora
a sensibilidade ainsulina em pacientes com doencas inflamatorias cronicas
(GONZALEZ-GAY et al., 2006; KIORTSIS et al., 2005). Este efeito ocorre em razao
da supressdo pelo TNF-a da sinalizagdo da insulina, reduzindo a fosforilagdo do
substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e a atividade do receptor insulina quinase

(PI3K) (HOTAMISLIGIL, 1999). Tal fato resulta na reducao da sintese e translocagdo
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do GLUT-4 para a membrana, com consequente diminuicao na captacdo de glicose pelas
células, mediada pela agdo da insulina. Esta reducdo de sensibilidade periférica a
insulina ocasiona o aumento da glicogénese hepatica e reduz o clearance de glicose pelo
musculo esquelético e tecido adiposo, caracterizando um quadro de hiperinsulinemia
(ARNER, P., 1995; HSUEH & LAW, 2003).

Embora a literatura cientifica possua forte respaldo sobre a acdo negativa do
TNF-a no metabolismo da glicose (ARAUJO et al., 2007, GONZALEZ-GAY et al.,
2006), outros estudos, que investigaram a neutralizacdo desta citocina em pacientes
diabéticos tipo 2, ndo conseguiram demonstrar o mesmo efeito sobre a sensibilidade a
insulina (BERNSTEIN et al., 2006; DOMINGUEZ et al., 2005; WASCHER et al.,
2011). A base paraesta controvérsiando estd clara, mas pode dizer respeito as
populagdes estudadas ou as diferentes doses e duragdo dos experimentos.

A concentra¢do sérica de acido urico (AU) dos participantes deste presente
trabalho, também foi associada aos maiores valores de TNF-a. Este composto organico
tem se comportado como um fator de risco cardiovascular em vérios estudos
longitudinais (HEINIG & JOHNSON, 2006; KRISHNAN ef al., 2007; MELLEN et al.,
2006; PERLSTEIN et al., 2006; SUNDSTROM et al., 2005), adicionalmente, em ratos,
foi demonstrada estreita correlagdo entre hiperuricemia € SM por provavel mecanismo
envolvendo a inibi¢cdo da fun¢do endotelial (NAKAGAWA et al., 2006). Sabe-se que a
insulina necessita de Oxido nitrico para estimular a captacdo da glicose ¢ a
disponibilidade do 6xido nitrico esta diminuida quando ocorre hiperuricemia (HEINIG
& JOHNSON, 2006). Entretanto, a presenca de variaveis de confusdo, dificulta o
estabelecimento de forma inequivoca o papel do acido urico como um fator de risco
independente para eventos.

Ha relatos na literatura mostrando a forte interagcdo entre os efeitos do TNF-a ¢
do AU, uma vez que este também estd elevado na SM (COUTINHO et al., 2007;
DESAI 2005; FORD et al.,, 2007; FRANCO, 2009; ISHIZAKA et al, 2005;
KAWADA et al, 2007). Kawada et al. (2007), conduziram um estudo onde 981
trabalhadores japoneses foram avaliados, sendo observado forte associagdo entre SM e
hiperuricemia. O grupo de Ishizaka (2005) também demonstrou de maneira significativa

a associacdo entre SM e AU, ao estudar, de forma transversal, 8.144 individuos de
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ambos os sexos, estratificados por quartis de AU. A maior prevaléncia de SM por niveis
crescentes de AU também foi demonstrada no estudo realizado por Choi & Ford (2007),
utilizando dados do NHANES. Em alguns outros trabalhos, como os de Coutinho et al.
(2007) e Desai et al. (2005), nota-se que as concentragdes de AU estiveram associados a
componentes que constituem a SM, sendo esta associagdo tanto maior quanto maior o
nimero de componentes presentes. Em estudo realizado no Brasil por Franco et al.
(2009), em pacientes hipertensos de Cuiaba, observou-se maior prevaléncia de SM em
pacientes portadores de hiperuricemia.

No entanto, na outra ponta dessa argumentagdo, encontra-se a possibilidade de
que o aumento do AU possa estar presente em condi¢des clinicas sabidamente pro-
inflamatdrias, como a HAS e a SM, por sua a¢do antioxidante (HAYDEN & TYAGI,
2004) e, portanto, representar apenas um mecanismo bioquimico de defesa (NIETO et
al., 2000). Assim, ndo seria um fator independente de risco para essas sindromes, mas,
antes, apenas parte do processo fisiologico de defesa. Tais pressupostos talvez
justifiquem o efeito preditor negativo do AU sobre os niveis de TNF-a, encontrado neste
estudo, sendo que o acréscimo de 1 mg/dL nos niveis séricos de AU associou-se a
diminui¢ao da concentragdo plasmatica de TNF-a em 0,023 pg/mL.

Muitas evidéncias tém ligado o TNF-a as anormalidades metabdlicas da
obesidade, uma vez que o tecido adiposo € um local de sintese desta citocina, existindo
direta correlagdo entre adipocinas, tecido adiposo e niveis de insulina (Qi & Pekala,
2000). No entanto, a distribuicdo da gordura parece ser mais importante do que a massa
total de gordura (ARNER, P. , 1997). A gordura predominantemente na parte superior
do corpo aumenta os riscos para complicagdes metabolicas, incluindo esteatose hepatica,
especialmente quando esta associado com o aumento da gordura intra-abdominal
(KERSHAW & FLIER, 2004; NIELSEN et al., 2004), uma vez que este ¢ um tecido
metabolicamente mais ativo, produzindo elevadas quantidades de citocinas inflamatdrias
(LASTRA, G. M., C, 2005; REDINGER, 2008). Assim, individuos com valores de
IMC relativamente baixos podem ter elevada quantidade de gordura visceral abdominal
(PARK, K. S. et al., 1991), e outros, com um IMC elevado, podem ter pouca gordura
visceral (WAJCHENBERG, 2000). No entanto, alguns estudos mostram que no caso da

producao de TNF-a, ndo hé variacdo importante entre os tipos de gordura subcutanea e
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visceral (TRAYHURN & WOOD, 2004; VAN HARMELEN et al, 2002;
WAIJCHENBERG, 2000), o que apoia nossos dados quanto a adiposidade troncular.
Vale ressaltar que, ndo ha até o momento, evidéncias sobre a liberagao de TNF-a a partir
de tecido adiposo subcutineo (MOHAMED-ALI et al., 1997; WASCHER et al., 2011)
e visceral (LINDEMAN et al., 2007) in vivo.

Em nosso estudo nenhuma diferenga foi encontrada para os niveis de insulina e
triacilglicer6is sanguineos, bem como para a expressdo génica de TNF-a em PBMC,
entre as categorias desta citocina (< 4.27 pg/mL versus > 4.27 pg/mL). Sobre este Gltimo
achado, ¢ sabido que corriqueiramente ha uma disparidade entre a presenga do mRNA e
a secrecdo da respectiva proteina para varias citocinas inflamatérias (FAIN et al., 2004).
Além do mais, nosso grupo ainda discute sobre a utilizagdo das PBMC como
marcadores sensiveis do estado inflamatério, sobretudo em humanos clinicamente
saudaveis, uma vez que a contribui¢do na produgdo de citocinas a partir destas células
possa ser pequena.

Ambas as observagoes clinicas e de pesquisa basica tém indicado uma possivel
ligacdo entre inflamagao e metabolismo lipidico. O TNF-a age como uma citocina chave
que afeta e media varias vias de sinalizacdo metabodlica, e uma relagdo estreita entre o
TNF-a e metabolismo lipidico ¢ suportado por varios estudos. Em pacientes com
hiperlipidemia, os niveis de TNF-o significativamente correlacionam-se com as
concentracdes de VLDL, triacilglicer6is e colesterol, e negativamente com os valores de
HDL (JOVINGE et al., 1998). Sivastania® e Atrovastaina”, medicamentos utilizados no
tratamento de dislipidemias, diminuem significativamente os niveis de TNF-o em
individuos com hiperlipidemia e hipercolesterolemia (ASCER et al, 2004;
MARKETOU et al., 2006; ZUBELEWICZ-SZKODZINSKA et al., 2004). Uma dieta
rica em colesterol induz altos niveis séricos de TNF-0, enquanto que a expressao de
mRNA de TNF-o ¢ significativamente reduzido pelo tratamento com Atrovastaina® em
coelhos hipercolesterolémicos (ZHAO, S. P. et al., 2005). O bloqueio de TNF-a pode
afetar significativamente o metabolismo lipidico. A administracdo em curto prazo de
Adaluminab®, um anticorpo monoclonal humano anti-TNF-q, em pacientes com artrite
reumatoide, aumentou significativamente as concentragdes de HDL, além de diminuir o

indice aterogénico (POPA et al., 2005). O uso do Infliximab®™, um anticorpo anti-TNF-a
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quimérico monoclonal, apresentou resultados semelhantes (CAUZA et al, 2002;
SPANAKIS et al., 2006; VIS et al., 2005). Em camundongos, a administragdo de TNF-
a resulta em um aumento agudo nas concentragdes triacilglicer6is no plasma em cerca
de 85%; e a inibi¢do da atividade do TNF-a bloqueia este aumento dos triacilglicerois,
caracteristicamente observado apos tratamento com lipopolissacarideo (FEINGOLD et
al., 1994; MEMON et al., 1993). Apesar destas comprovagoes, o estudo do efeito do
TNF-a sobre o metabolismo lipidico ¢ complexo ¢ os mecanismos ocorrem em
diferentes niveis e através de diferentes etapas que ainda permanecem obscuras
(ZHANG et al., 2009).

O perfil da SM ¢ caracterizado por obesidade abdominal, hipertrigliceridemia,
diminuicao da fragcdo HDL-c, hipertensao arterial e hiperglicemia NCEP-ATPIII (2001).
O TNF-a possui correlagdo com os componentes da SM e pode predizer o risco de
doengas cardiovasculares e infarto, com risco relativo de 3,09 para 6bito dentro de 24
meses, de acordo com a literatura, embora fosse um marcador independente para IAM
(BARRETO-FILHO, 2004). No presente estudo, os maiores valores de perimetro da
cintura e os menores niveis de HDL-c (> percentil 75 e < percentil 75, respectivamente)
foram as unicas alteragdes relacionada a SM que se associaram aos niveis circulantes da
TNFa. Tais resultados encontram respaldo no fato de que os niveis de TNF-a se
associam diretamente com a adiposidade central e o perfil lipidico em humanos, como ja
discutido anteriormente.

O presente trabalho também verificou que individuos com maiores niveis
circulantes de TNF-o demonstraram maiores valores de pressdo arterial sistolica e
diastolica da mesma forma como visto por De Luis et al., (2011). Apesar da média dos
niveis pressoricos dos individuos ndo os classificar em nenhum grau de HAS, ¢ sabido
que o TNF-a regula a expressdo e/ou atividade da 6xido nitrico (NO) sintase (NOS).
Aortas humanas tratadas com TNF-a por 8 horas induziram modificagdes na sintese de
RNAm de alguns subtipos da NOS (MACNAUL & HUTCHINSON, 1993). Outros
estudos também tém demonstrado que o TNF-a diminui significativamente a expressao
da NOS em células endoteliais (GOODWIN et al., 2007; SEIDEL et al., 2006; XIA et
al., 2006). Com isso, pode haver uma menor produgado final de NO, que possui fungao

vasodilatadora (GOODWIN et al., 2007, PICCHI et al., 2006), e¢/ou aumento de sua
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remocao (GAO et al., 2007). Ademais, o aumento da expressao de TNF-a pode induzir a
producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) que também podem levar a
disfuncdo endotelial (ZHANG et al., 2009). O TNF-o também tem-se associado a HAS
por estimular a produ¢do de endotelina 1 (Kahaleh & Fan, 1997), molécula que aumenta
o tonus vascular (KOHAN, 2008).

As analises estatisticas deste trabalho nos levaram a verificar relagdes
interessantes, como a expressdao génica da ICAM1, do IL1R1 e da IL-18, que tiveram
efeito preditivo positivo sobre os niveis circulantes de TNF-a. Todos estes marcadores
tém sido estudados uma vez que a elevagao de uma citocina ou componente do processo
inflamatorio, leva, consequentemente a modificacdes em varios processos € mecanismos
fisiologicos, que podem culminar nos eventos caracteristicos da inflamagao.

A dosagem de minerais antioxidantes (cobre, selénio e zinco) na unha ¢ capaz de
refletir sua ingestdo dietética habitual (6 a 12 meses precedentes) (HUNTER et al.,
1990) e ainda apresenta-se como um método menos invasivo que a dosagem sérica (AL-
SALEH & BILLEDO, 2006). Interessantemente, este trabalho verificou que os
individuos com maiores concentragdes de TNF-a possuiam menores concentragdes de
zinco nas unhas, mesmo sem diferenca na ingestdo diaria deste mineral entre os grupos.
Puchau et al. (2009) ainda apontaram que a dosagem de cobre na unha correlacionou-se
negativamente aos niveis plasmaticos de homocisteina (r = -0,165; P = 0,049), um
marcador do risco cardiovascular. Barbosa et al. (2011), evidenciaram, pela primeira
vez, que a dosagem de selénio na unha teve efeito preditor negativo sobre as
concentracdes de LDLox, sendo que o aumento de 1 ng/g de unha foi capaz de se
associar a diminui¢do de 0,06 U/L de LDLox. Anteriormente, Puchau et al. (2009)
mostraram que em adultos jovens, as dosagens de selénio e zinco nas unhas estiveram
negativamente associadas aos niveis séricos de asymmetric dimethylarginine (ADMA),
marcador do estresse oxidativo. No caso dos achados deste trabalho, ndo ha na literatura
mecanismos que expliquem o envolvimento do metabolismo do zinco na producdo de
TFN-a. Entretanto, o aumento de interleucinas plasmaticas, tal como ocorre na
inflamagdo, no dano tissular e no exercicio intenso, estimula o figado a uma maior
captagdo de zinco no plasma, para a sintese de metalotioneina (e possivelmente de

superdxido dismutase e outras zinco-proteinas), que, por sua vez, participa na resposta
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aguda (HAMMER, 1986). Além do mais, sabe-se da participagdo deste mineral como
cofator de enzimas antioxidantes e do processo de manutencdo da homeostase
(MCCALL et al., 2000) e, possivelmente, seja mais requisitado naqueles com elevados
niveis de TFN-q, diminuindo seu depdsito nas unhas. Ja a dosagem de cobre nas unhas,
revelou que este mineral foi um preditor positivo dos niveis de TNF-a, entretanto, vale
salientar que o grupo com maiores niveis desta citocina ingeria, em média (mg/dia),
quantidades superiores de cobre, o que pode ser um fator de confusao.

Exceto pela correlagdo encontrada entre ingestao média diaria de calorias e fibras
e a concentragdo plasmatica de TNF-a, nenhum outro parametro dietético se associou
aos niveis circulantes deste marcador. Quanto a ingestdo de fibras, esta tem sido
inversamente associada com marcadores inflamatorios na populagdo em geral (AJANI et
al., 2004; KING et al., 2003) diferentemente do verificado nesta pesquisa. Esse
resultado foi inesperado uma vez que a ingestdo adequada de fibra alimentar pode,
segundo alguns trabalhos, reduzir o risco de algumas doengas, mediando o processo pro-
inflamatorio (LIU, 2002; LIU et al., 2003; PEREIRA et al., 2004). Ma et al. (2008), em
um estudo com 1958 mulheres pos menopausa, levou os autores a sugerir que uma dieta
rica em fibras pode ser uma efetiva forma de diminuir o niveis de TNF-a. As hipoteses
estdo baseadas no papel das fibras em diminuira oxidacdo de glicose e lipidios,
mantendo um ambiente intestinal saudavel e ainda prevenindo a inflamacao, por alterar a
producao adipocitocinas no tecido adiposo (KING et al., 2005). Apesar disso, alguns
estudos nao verificaram associagao entre a ingestao de fibras e marcadores inflamatorios
(JACOBS et al., 2007; QI & HU, 2007; WARNBERG et al., 2007) o que mostra que as
hipdteses ainda nao sao conclusivas. Além disso, Barbosa et al. (2008) em uma revisao
sistematica, ressaltam que os estudos concernentes a avaliagdo dos efeitos dos fatores
dietéticos sobre biomarcadores apresentam importante heterogeneidade metodologica,
relacionada as caracteristicas dos individuos estudados (sexo, idade, IMC, estado de
saude, tabagismo, entre outros) e a variabilidade da interven¢ao realizada (dose e tempo
de suplementacdo, conteudo de antioxidantes, caracteristicas do habito alimentar e
tempo das intervengdes dietéticas), sendo tais fatores determinantes dos resultados ainda

controversos.
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Estudos desta natureza sdo de elevada complexidade, uma vez que os diversos
resultados encontrados na literatura, muitas vezes sdo conseqiiéncia de estudos em
populagdes de vida livre, ndo controlando os diversos efeitos resultantes da alimentagao,
condi¢cdes de saude, bem como fatores culturais, sociais e econOmicos que, juntos
modificam as respostas individuais, afetando a interpretacio dos dados
(SLOBODIANIK, 2007). Além disso, alguns fatores, como o humor (JANICKI-
DEVERTS et al., 2007) e o sono (PADILHA et al., 2011; VGONTZAS et al., 2004)
podem modificar significantemente os resultados de biomarcadores como o TNF-a. Em
um estudo da perda do sono leve (2 h por noite durante 7 noites) em homens (n= 12) e
mulheres (n =13) saudéaveis, a restrigdo do sono foi associada com um aumento
significativo (pds menos restri¢do pré-sono) no ciclo geral de 24 horas de secre¢do
de TNF-a em homens (0,26 + 0,1 pg / mL, P <0,01), mas ndo em mulheres (-0,06 = 0,03
pg /mL, P >0,05) (VGONTZAS et al., 2004). Além disso, deve-se levar em
consideragdo fatores como horario de coleta das amostras sanguineas, uma vez que tem
sido mostrado que pela manha, momento da coleta das amostras sanguineas deste
trabalho, hd menor producdo e liberagdo de algumas citocinas inflamatorias (BARRIGA-
IBARS et al., 2005). Vale salientar que, todos os estudos conhecidos at¢ o momento,
fizeram as coletas das amostras sanguineas nos mesmos horarios/periodos utilizados no
presente trabalho.

Algumas limitacdes podem ser destacadas neste estudo, como o uso de
mensuragdes indiretas de adiposidade total (IMC) e central (adiposidade troncular
calculada pela razao entre pregas cutaneas e perimetro da cintura), que possuem menor
acuracia que outros métodos diretos (tomografia computadorizada, densitometria ou
ressonancia magnética). Esta menor sensibilidade pode ter impedido melhor
entendimento entre a expressao génica € os parametros antropométricos; No entanto,
metodologias semelhantes tém sido utilizadas em trabalhos recentemente publicados
com populagdo adulta e clinicamente saudavel (BARBOSA et al, 2011;
HERMSDOREFF et al., 2010). Outro ponto critico foi o ndo uso de kit’s de ELISA ultra-
sensiveis (high sensitive), uma vez que a populagdo em estudo ¢ genuinamente saudavel,
e por sua vez, exigia metodologias altamente sensiveis para detectar pequenas variagdes

dos mediadores inflamatdrios estudados. Vale também lembrar que, o uso de registros
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preenchidos em vida livre pelos participantes do estudo, ndo nos garante a fidedignidade
da ingestao dos nutrientes analisados.

Este trabalho traz relevantes evidéncias, sobre a relacdo existente entre a
expressao génica em PBMC e os niveis circulantes de TNF-o com a antropometria e
outros parametros importantes de adultos clinicamente sauddveis. A gordura troncular e
o perimetro da cintura, apesar de ndo terem sido capazes de predizer aumento nos niveis
circulantes da TNF-a em individuos jovens, saudaveis e predominantemente eutréficos,
estiveram aumentados entre aqueles cujos niveis de TNF-a estavam acima da mediana.
Cabe ainda ressaltar que, outras medidas de adiposidade importantes como IMC e massa
livre de gordura, ndo se comportaram como o esperado, o que nos leva a refletir sobre a
complexidade da atuacdo das citocinas inflamatérias em seus varios mecanismos
fisiologicos. O papel da hiperuricemia como fator de risco para doengas
cardiovasculares merece destaque, apesar deste composto ndo ter sido capaz de predizer
o aumento nas concentracdes de TNF-a. Diante da associagdo positiva entre os niveis de
TNF-a e os niveis pressoricos, sugere-se a possivel ocorréncia de mecanismos que
elevariam, em longo prazo, dos valores de pressdao arterial. Quanto aos parametros
bioquimicos avaliados, apesar das associa¢des plausiveis (glicose e HDL-c), algumas
variaveis se comportaram de forma inesperada, como o caso do colesterol total, que ¢
significantemente menor naqueles que possuiam maiores valores de TNF-a circulantes.
Outra constatacdo importante foi que, mesmo com o perfil de saide da populagdo
estudada, existe uma correlagdo positiva entre os varios marcadores do processo
inflamatorio, evidenciada pela predicdo dos niveis de TNF-o a partir dos valores da

expressao génica de mediadores envolvidos neste processo (ICAM1, IL1R1 e IL-18).

Por fim, o estudo contribuiu para o melhor entendimento das associacdes entre o
marcador de interesse (TNF-a) e os fatores de risco para a ocorréncia da SM. Estudos
mais detalhados a respeito do papel das citocinas inflamatorias, especialmente do TNF-a
em populagdes saudaveis, sdo de notoria importancia, uma vez que os mesmos podem
nos levar a entender a verdadeira funcdo destes mediadores no desenvolvimento das
doencas cronicas inflamatorias; e se de fato, poderdo agregar valor na identificagdo

precoce de individuos sob risco de ser acometido por alguma das mesmas.
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4.2 CAPITULO 2
Associacao entre a expressao génica e os niveis plasmaticos de IL-6 e os determinantes

da sindrome metabdlica em adultos jovens.

Introducao

Concentragoes elevadas da IL-6 tém sido associadas com um progndstico ruim
de satde (HARRIS et al., 1999; VOLPATO et al., 2001). Os niveis da IL-6 aumentados
tém sido relacionados com diversas doengas e estados metabolicos como a sepse
(ANDREJKO et al., 1998), a hipertensao arterial sisttmica (HAS) (FERNANDEZ-
REAL et al., 2001), ao risco aumentado de cancer de mama em mulheres (ALOKAIL et
al., 2009), a intensidade da resposta inflamatoria (CUSCHIERI et al., 2010), a obesidade
(POU et al., 2007), ao aumento da resisténcia a insulina (RI) (FERNANDEZ-REAL et
al., 2001), e outros. Além disso, os niveis da IL-6 aumentados se correlacionam com
outros biomarcadores que refletem processos prejudiciais, como o TNF-o (FISMAN et
al., 2008; HUNG et al., 2005), interleucinas 8 e 18 (FISMAN et al., 2008; TROSEID
et al., 2010) e proteina C reativa (PCR) (LEY et al., 2010).

Investigagdes em humanos obesos mostram que os niveis de IL-6 estdo
relacionados com todos os componentes da sindrome metabdlica (SM) (glicemia,
perimetro da cintura, concentragdes séricas de triacilgliceréis e de HDL-colesterol,
pressao sistolica e diastdlica), além da concentragdo sérica de insulina, do indice de
massa corporal (IMC) e dos marcadores inflamatorios IL-18 ¢ PCR (THORAND et al.,
2006; YUDKIN et al., 2004). Volp et al., (2010), em uma revisao sistematica,
concluiram que concentragdes elevadas da IL-6 estdo associadas com a SM de uma
forma dependente da obesidade, uma vez que o conteudo plasmatico aumentado da IL-6
poderia estimular a sintese hepatica de triacilglicerol, contribuindo para a

hipertrigliceridemia associada a obesidade visceral.

Evidencias indicam que o acumulo de gordura esta associado com a ativacao das
células mononucleares periféricas (PBMC) ¢ ao aumento dos niveis circulantes de
algumas citocinas inflamatérias (O'ROURKE et al., 2006). Além do mais, alguns

marcadores pro-inflamatorios estdo elevados em individuos que possuem maiores
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valores de gordura visceral, mesmo sendo jovens e com IMC adequados
(HERMSDOREFF et al., 2010). Entretanto, existem poucos estudos na literatura que
pretenderam investigar este tipo de populagdo, havendo poucas informagdes a respeito
do estado inflamatoério e da regulagdo génica destes mediadores no processo inflamatorio

em humanos clinicamente saudaveis.

Neste contexto, o presente estudo determinou as concentragdes plasmaticas e a
expressao génica de IL-6 em individuos jovens e clinicamente saudaveis, e investigou

suas possiveis associagdes com fatores de risco para o desenvolvimento da SM.

Voluntarios e métodos
Voluntarios

O presente estudo avaliou 161 individuos jovens e saudaveis (92 mulheres e 68
homens), com idade entre 18 e 35 anos, com idade média de 23,2 £+ 3,5 anos ¢ IMC
médio de 22,0 + 2,9 kg.m™.

Para a triagem inicial dos voluntarios, considerou-se como critérios de exclusao a
evidéncia de qualquer doenca relacionada ao estresse oxidativo, inflamagdo
cronica, desequilibrios hidricos, mudangas na composi¢do corporal ou presenga de
alteragdes na absorcao e/ou metabolismo de nutrientes. Outros critérios de exclusdo se
referiram ao uso de medicamentos ou tratamento nutricional que afetassem o balango
energético, consumo alimentar, perfil lipidico, concentra¢des plasmaticas de insulina e
metabolismo da glicose; o inicio do uso regular de anticoncepcionais nos 2 meses
anteriores a participagdo no presente estudo; adesdo a praticas dietéticas para a perda de

peso ou peso instavel nos Gltimos 6 meses (perda ou ganho de 5% do peso corporal).

Em conformidade com os principios da declaracao de Helsinki e apos explicacao
clara sobre o protocolo do estudo, cada participante assinou o termo de consentimento
livre e esclarecido, permitindo assim sua participacao voluntaria. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de

Vigosa, Minas Gerais, Brasil (Of. ref. N °019/2011).
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Parametros antropométricos e de composi¢ao corporal

A estatura foi aferida utilizando-se estadidmetro (modelo Seca 206, Hamburg,
Alemanha), com extensdo maxima de 2 metros, subdividido em milimetros. Para a
afericdo do peso corporal utilizou-se balanca digital eletronica (modelo Tanita TBF-
3004, Tokyo, Japao), com capacidade maxima de 180 quilogramas e aproximagdo de
100 gramas. O indice de massa corporal foi calculado pela razdo entre o peso corporal
(quilogramas) e a estatura ao quadrado (metros) e classificado de acordo com os pontos
de corte preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1998).

O perimetro da cintura foi medido no ponto médio entre a ultima costela e a
crista iliaca e o do quadril na maior perimetro horizontal entre a cintura e os joelhos, sem
contragdo gluteal (SALAS-SALVADO et al., 2007). Foram utilizados os pontos de
referéncia preconizados pela NCEP-ATPIII (2001). Ambos os perimetros foram aferidos
utilizando-se fita métrica flexivel e inelastica, subdividida em milimetros. Foi calculada
a relacdo entre os perimetros da cintura e quadril.

As pregas cutaneas tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca foram aferidas
utilizando-se adipometro (Lange caliper, Cambridge Scientific Industries Inc.,
Cambridge, Maryland, USA) com aproximac¢do de 1 milimetro, conforme técnica
previamente padronizada (DURNIN & WOMERSLEY, 1974). Procedeu-se ao célculo
do percentual de gordura troncular pela razdo entre o somatério das pregas cutaneas
subescapular e suprailiaca e o somatorio das 4 pregas cutaneas (WARNBERG et al.,
2006).

O percentual de gordura corporal total foi obtido mediante analise da
bioimpedancia elétrica horizontal (Modelo Biodynamics 310, Washington, USA), a
partir da qual também foram estimadas a massa de gordura e massa livre de gordura

corporal em quilogramas.

Pressao arterial

Os niveis de pressdo arterial sistdlica e diastolica foram aferidos mediante
esfignomamometro mecanico de coluna de mercurio (BIC, Sao Paulo, Brasil), com
aproximagao de 2 mmHg, conforme técnica descrita anteriormente (PERLOFF et al.,

1993).
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Analise de amostras biologicas

A coleta de sangue foi realizada por pun¢ao venosa, apds jejum de 12 horas. As
amostras de plasma EDTA (ethylene-diaminetetra-acetic-acid) foram separadas do
sangue toral mediante centrifugacdo a 2465 g a 5°C por 15 minutos (Eppendorf AG,
Modelo 5804R, Hamburg, Alemanha). As amostras foram imediatamente armazenadas a
-80°C até o momento das andlises.

As concentragdes séricas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade
(HDL-c), triacilglicerdis, acido trico e ceruloplasmina (mg/dL), foram analisadas por
ensaio colorimétrico ou turbidimétrico, mediante analisador automatico (BS-200,
Shenzhen Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan, China) utilizando-se kits de
analise especificos (BS-200, Shenzhen Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan,
China).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada pela equagdo de
Friedwald, previamente estabelecida (FRIEDEWALD et al., 1972) e posteriormente
validada (TREMBLAY et al., 2004). Procedeu-se também ao calculo da razao colesterol
total/HDL-c, conforme preconizado (CASTELLI, 1988).

A concentragdo plasmatica de insulina (sensibilidade de 2 pU/mL) foi analizada
por ensaio imuno enzimatico, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-
se material e reagentes providos por kit de andlise especifico (Linco Research, St.
Charles, USA). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, o ensaio foi realizado
conforme protocolo descrito no kit de andlise. A resisténcia a insulina foi estimada pelo
modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR), previamente
estabelecido (MATTHEWS et al., 1985).

A dosagem plasmatica de IL-6 (sensibilidade de 7.8 pg/mL) foi realizada por
ensaio imunoldgico, Enzime Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA, mediante a
utilizagdo de kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI/USA, catalog
no.583361) em plasma EDTA.

O isolamento das PBMC foi realizado pelo método do gradiente de centrifugacao
com o reagente Polymorphoprep” (Robbins Scientific Corporation, Sunnyvale, CA,
EUA). Uma vez recolhida as PBMC em suspensdo (banda), esta foi lavada (400 g; 22°

C; 10 min) com PBS. O precipitado obtido foi reconstituido em Trizol® (Invitrogen
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Corporati0n®, Carlsbad, CA, EUA), e congelado imediatamente a -80° C até a extragdo
do RNA total. Esta foi feita pelo método TRIZOL® (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA, EUA), utilizando-se um protocolo adaptado e previamente testado (HERMSDORFF
et al, 2010). Apds esta etapa a concentragdo bem como a pureza do RNA, foram
determinadas no espectrdmetro NanoDrop (NanoDrop 2000C, Thermo Scientific®,
EUA), por meio da leitura em absorbancia de UV,s e pelo quociente UVas0/2s0,
respectivamente. Ainda assim, a integridade do RNA extraido foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), corado com red gel, verificando-se a presenca e
a intensidade das bandas do RNA ribosomal. Os primers utlilizados neste trabalho foram
projetados utilizando o software NCBI Primer Blast. Foi realizado o ensaio da expressao
génica relativa, mediante o método cycle threshold (Ct) comparativo, utililzando-se do
PCR em tempo real (StepOnePlus™ Real-Time PCR System, Applied Biosystem), com
sistema de deteccio de fluorescéncia mix SYBR Green I (Applied Biosystems®,
California, USA). Para a normalizacdo dos dados foram selecionados 2 genes
constitutivos (B—actina e GPDH). Assim, o calculo da expressdao dos genes alvo se

baseou nos métodos comparativos propostos por Zhao & Fernald (2005).

Foram coletadas as amostras de unhas dos pés e das maos, mediante limpeza
prévia com agua e sabao e retirada de esmalte e, em seguida, armazenadas a temperatura
ambiente, em sacos de polipropileno. O preparo das amostras incluia seu tratamento
acido sob aquecimento (4cido nitrico fervente), sob altas pressoes, em recipiente de
teflon (digestor), usando um sistema de digestao de microondas (Ethos Plus, Millestone,
Sorisole, Italia). Apos a digestdo acida, as concentracdes de cobre, zinco e selénio foram
analisadas por espectrofotometria de absor¢do atdmica de chama (Perkin Elmer
AAnalyst 800; Norwalk, CT, USA), conforme técnica estabelecida anteriomente
(NAVARRO-BLASCO & ALVAREZ-GALINDO, 2004). Os valores de concentragdo
foram ajustados para o peso da amostra, ¢ foram expressas em micrograma por grama de
unha (ug/g de unha) para o cobre e o zinco e em nanograma por grama de unha

(ng/grama de unha) para o selénio.
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Consumo alimentar e variaveis de estilo de vida

Os voluntarios eram orientados a registrar em formuldrio préprio todos os
alimentos e bebidas consumidos, bem como suas quantidades, ao longo de um dia. Esse
procedimento foi realizado por trés dias ndo consecutivos, incluindo um dia de final de
semana. A ingestdo dietética diaria (calorias, carboidrato, proteina, lipidio, fibra,
colesterol, acidos graxos saturados, mono e poliinsaturados, vitaminas C e A, ferro,
cobre e zinco) foi avaliada utilizando-se software especifico, DietPRO, versdo 5.0, AS
sistemas (DIETPRO, 2009).

Variaveis de estilo de vida tais como: uso de suplementos vitaminicos, tabagismo
(fumantes ou nao-fumantes), nimero de cigarros por dia, pratica regular de atividade
fisica (sim ou nao) e intensidade da atividade fisica também foram coletados. Para
quantificar a intensidade de atividade fisica, foi utilizado o indice metabdlico
equivalente (MET). Este indice representa a razao entre a quantidade de energia (kcal)
despedida para a realizacdo de uma determinada atividade fisica e a energia equivalente
a situacdo de repouso. Convencionalmente, considera-se que a situagcdo de repouso
refere-se a0 MET = 1. As pontuagdes dos METs foram fornecidas pelo Compéndio de
Atividades Fisicas (AMORIM & GOMES, 2003), um esquema de codificacdo que
classifica as atividades fisicas de acordo com seu dispéndio energético em relacdo a
situacdo de repouso (AINSWORTH et al., 1993; AINSWORTH et al., 2000). Os
METs, para cada atividade especifica, foram calculados multiplicando o tempo gasto em
cada atividade pela sua pontuagdo de MET, procedendo-se ao somatoério de todas as
atividades realizadas ao longo de uma semana, obtendo-se um valor médio, expresso em

horas por dia.

Andlise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribui¢do. Os dados avaliados como ndo paramétricos foram /og-transformados antes
de serem inclusos nas analises estatisticas. De acordo com a distribuicao das variaveis,
foi adotado o teste de Student-t, paramétrico, ou seu equivalente ndo paramétrico, o teste
de Mann-Whitney-U, para a comparagdo entre os grupos categorizados pela mediana da

distribuicao da concentragdo plasmatica da IL-6. Este critério utlizando a mediana como
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“ponto de corte” foram utilizados previamente em estudos de metodologia semelhante
(BARBOSA et al.,, 2011; HERMSDOREFF et al., 2010). Para as varidveis categoricas foi
utilizado o teste de qui-quadrado-y°.

Foi utilizada a correlacdo de Spearman para rastrear a associacdo entre a
concentracao plasmatica de IL-6 e as demais varidveis de interesse. Modelos de
regressdo linear simples foram utilizados para identificar os fatores preditivos da
concentracdo plasmatica da IL-6 (varidvel dependente). Estes modelos foram
previamente ajustados para as co-varidveis sexo, idade, tabagismo e atividade fisica,
quando estes fatores mostraram efeito significativo.

A andlise de regressao logistica foi realizada para verificar a associagdo entre os
componentes da sindrome metabdlica e os niveis circulantes da IL-6 (varidvel
independente), considerando-se, como referéncia, o primeiro quartil da distribui¢do
deste biomarcador para o calculo da razao de chances (odds ratio).

Os resultados foram apresentados como média + DP. O intervalo de confianga de
95% foi utilizado para descrever os valores do coeficiente de regressao linear () e o de
regressao logistica, odds ratio (OR). Foi considerado o nivel de significancia estatistica
de 5 % de probabilidade (p < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software STATA versao 9.1.

Resultados

As caracteristicas antropométricas, clinicas e bioquimicas estdo apresentadas na
Tabela 1 separadas pelo género (média + DP). Vale ressaltar que a concentragdo
sanguinea de IL-6 ¢ superior nos individuos do sexo masculino (5,19 + 1,54 vs 3,45 +
1,51; p <0,001), entretanto, 0 mesmo nao ocorre na expressao geénica desta interleucina,
uma vez que ela foi igualmente expressa em ambos 0s géneros.

Os parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos (média + DP)
categorizados pelo valor da mediana das concentragdes plasmaticas de IL-6 (4,06
pg/mL) estdo apresentados na Tabela 2. Individuos com maiores niveis circulantes de
IL-6 demonstraram maiores valores de peso corporal, IMC, gordura troncular, massa
livre de gordura, pressdo arterial sistolica e diastolica, fracdo HDL-c, acido urico e por

outro lado, menores valores de porcentagem de gordura total, pregas cutaneas tricipital e
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bicipital, triacilglicerdis, colesterol total e fragdo LDL-c, além de menores concentragdes

de selénio e zinco nas unhas (p<0,05).

Tabela 1: Caracteristicas antropométricas, clinicas e bioquimicas de todos os individuos e
separadas por género (média = DP).

Caracteristicas Todos os
participantes Mulheres Homens P
N= 161 93 68

*Idade (anos) 2323 + 3,52 23,64 + 336 22,67 + 3,68 0,036
s Peso Corporal (kg) 62,72 = 1120 56,67 <+ 7,99 69,89 + 10,46 0,000
S“IMC (kg/m?) 22,07 + 2,86 21,07 + 2,81 2227 + 281 0,003
*** Relagéio 081 =+ 0,06 0,79 + 0,06 0,85 + 0,06 0,000
Cintura/Quadril'
*“Gordura Troncular (%) 58,34 + 6,66 5569 + 597 60,85 + 6,40 0,000
** Gordura Total (%) 23,92 + 7,52 27,06 + 468 18,50 + 7,89 0,000
" Massa Livre de 4768 + 10,09 4023 + 5,19 56,85 + 6,70 0,000
Gordura (kg)
" Pressdo Arterial 10,96 + 093 10,66 + 0,85 11,38 + 0,88 0,000
Sistolica (mmHg)
**Pressdo Arterial 734 = 0,66 720 = 0,65 7,54 = 0,63 0,001
Diastélica (mmHg)
*Glicose (mg/dL)’ 90,55 + 6,65 89,09 + 6,66 92,54 + 6,13 0,000
Insulina (nU/mL) 1617 + 5,51 1597 + 3,61 16,51 + 7,90 0,575
HOMA-IR 373+ 1,14 3,65 + 0,83 385 + 1,55 0,771
" Colesterol Total 159,82 + 31,32 168,15 + 33,61 14844 + 23,73 0,000
(mg/dL)
HDL-c (mg/dL) 4639 + 1136 51,59 =+ 10,78 39,64 + 8,12 0,000
*“LDL-¢ (mg/dL) 9545 + 26,76 9851 + 29,52 90,30 + 21,71 0,124
“"Triacilglicerois (mg/dL) 99,95 + 44,14 10481 <+ 3891 9329 + 4995 0,005
S"IL-6 (pg/mL) 418 + 1,75 345  + 1,51 519 + 1,54 0,000
IL-6 (EG)" 466 = 1,75 477 £ 1,65 453 + 149 0472
S“TNF-o (pg/mL) 433 = 1,86 386  + 1,79 498 + 1,77 0,000
TNF-o (EG)F 1,55 + 0,65 1,58 £ 0,67 1,51 + 063 0487
RIILI (EG)F 3,12 £+ 0,92 3,14 £ 093 309 + 0,92 0428
IL-18 (EG)® 10,78 + 3,49 10,56 + 3,42 11,09 + 3,58 0,396
ICAM (EG)F 1,60 + 0,55 1,63 + 054 1,56 + 055 0,390

DP, desvio padrao; IL-6, interleucina seis; IMC, indice de massa corporal; PC, prega cutanea; HOMA-IR,
modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-
¢, lipoproteina de baixa densidade; TNF-q, fator de necrose tumoral alfa; EG, expressdo génica,

" teste Student t foi realizado para as varidveis com distribui¢io normal, as demais variaveis foram
analisadas pelo teste Mann-Whitney U

" Valores na escala logaritmica

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade entre os sexos (P < 0,05)

s** diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade entre os sexos (P < 0,01)
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Tabela 2 : Pardmetros antropométricos, clinicos e bioquimicos (média £ DP) categorizados
pelo valor da mediana (4.06 pg/mL) da concentracdo plasmatica da IL6.

IL-6 IL-6
<4.06 pg/mL >4.06 pg/mL Valor de P
(n=80) (n=80)
Idade (anos) 23.37 + 3.59 23.11 + 3.47 0.736
" Peso Corporal (kg) 5934 +  10.52 6559 + 11.02 0.000
S IMC (kg/m”) 21.61 + 2.62 2246  + 3.01 0.043
Circunferéncia da Cintura 77.77 + 8.17 78.56 + 9.08 0.830
(cm)
Circtfnferéncia do Quadril 95.78 + 5.82 95.26 + 7.46 0.628
(cm)
Relagio Cintura/Quadril' 0.81 + 0.06 0.82 + 0.07 0.201
™ PC Tricipital (mm) 19.54 + 6.61 17.00 =+ 7.01 0.007
<" PC Bicipital (mm) 8.27 + 3.96 6.45 + 3.63 0.000
s*PC Suprailiac (mm) 19.38 + 8.54 17.29 + 9.54 0.028
PC Subscapular (mm) 18.11 + 7.11 17.59 + 7.89 0.486
< Soma das 4 PC (mm) 65.31 + 22.4 5836 £  25.69 0.016
s Gordura Troncular (%) 56.93 + 6.12 59.53 + 6.90 0.013
" Gordura Total (%) 2544 £ 5.64 2263 =+ 8.64 0.002
Massa de Gordura (kg) 14.95 + 4.19 15.80 + 11.03 0.417
< Massa Livre de Gordura 44.08 = 9.20 50.75 =+ 9.85 0.000
(kg)
" Pressdo Arterial Sistolica 1062 =+ 0.85 11.26 =+ 0.89 0.000
(mmHg)
" Pressdo Arterial Diastolica 7.17 + 0.60 7.49 + 0.67 0.003
(mmHg)
Glicose (mg/dL)’ 89.82 £  6.07 91.17 +  7.08 0.201
Insulina (WU/mL)* 1594 =+ 3.86 16.41 + 6.90 0.944
HOMA-IR* 3.66 + 3.66 3.66 + 3.66 0.857
" Colesterol Total (mg/dL) 168.17 +  33.60 15272 + 2749 0.000
** HDL-c (mg/dL)" 49.57 &+ 10.73 43.88 + 11.28 0.000
<" LDL-c (mg/dL) 2140 &+ 9.65 18.78 + 7.91 0.032
Triacilglicer6is (mg/dL) 107.04 + 48.29 93.91 + 39.55 0.019
Relagdo Colesterol 3.50 + 0.92 3.59 + 0.71 0.107
Total/HDL-c"
s Acido Urico (mg/dL)" 330 = 1.00 379 = 112 0.004
" Selénio (ng/g de unha)'* 0.41 + 0.08 0.35 + 0.07 0.006
s Zinco (pg/g de unha)° 13891 =+ 74.72 11921 +  49.39 0.000
Cobre (pg/g de unha)° 7.68 + 7.84 7.05 + 4.69 0.823
' IL-6 EG" 4.99 + 1.84 4.41 + 1.29 0.031

DP, desvio padrao; LDLox, lipoproteina de baixa densidade oxidada; IMC, indice de massa corporal; PC, prega
cutanea; HOMA-IR, modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta
densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; GPx, glutationa peroxidase; CAT, capacidade antioxidante
total do plasma; EG, expressao génica.

"teste Student t foi realizado para as variaveis com distribuicdo normal, as demais variaveis foram analisadas pelo
teste Mann-Whitney U

*n=79 para IL-6 <4.06 pg/mL; n=77 para IL-6 >4.06 pg/mL

°n=73 para IL-6 > 4.06 pg/mL

“n=69 para IL-6 < 4.06 pg/mL; n=66 para IL-6 > 4.06 pg/mL

FValores na escala logaritmica

s diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

" diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)
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Demais medidas de adiposidade, como perimetro da cintura, perimetro do
quadril, relagdo cintura quadril, pregas cutdneas subescapular e suprailiaca, ndo
diferiram entre os grupos referentes as concentracdes plasmaticas de IL-6 (< 4,06 pg/mL
vs > 4,06 pg/mL). Da mesma forma, nenhuma diferenca foi encontrada para os niveis de
glicose e insulina sanguineos, ¢ para os indices HOMA-IR e CASTELLI entre as
categorias de IL-6. Cabe ressaltar que a expressdo génica desta citocina em PBMC se
apresentou de forma inversa as concentragdes plasmaticas de IL-6 (p = 0,03).

Na Tabela 3, apresentam-se as variaveis de estilo de vida e ingestdo dietética
diaria, também categorizadas pelo valor da mediana da concentragdo plasmatica da IL-6
(4,06 pg/mL para as variaveis de estilo de vida e 4,00 pg/mL para a ingestao dietética
diaria). Individuos com maiores niveis da IL-6 consumiam mais calorias,
macronutrientes, fibras, ferro e cobre (p<0,05). Nao houve diferenga para os outros
nutrientes analisados, bem como para nenhuma nas variaveis de estilo de vida em
relagdo as categorias da IL-6.

Ao avaliar as concentragdes circulantes da IL-6 categorizados pela mediana da
adiposidade troncular (57,89 %; n=152), verificou-se que, aqueles individuos que
estavam acima desta mediana, também possuiam maiores niveis desta interleucina (p =
0,010). Entretanto, quando os dados sdo corrigidos pelo género, esta associagdo passa a
nao ser estatisticamente significante (dados ndo apresentados em tabela).

Para um melhor entendimento das associagdes existentes entre os niveis
circulantes da IL-6 e as variaveis de interesse, procedeu-se o teste de correlagcdo de
Spearman (dados ndo apresentados em tabela). No tocante aos parametros
antropométricos e de composicdo corporal, foram observadas correlagdes da
concentracao plamatica de IL-6 com as seguintes variaveis: peso corporal (r = 0,33; p <
0,001), adiposidade troncular (r = 0,23; P= 0,003), porcentagem de gordura total (r = -
0,3642; p < 0,001), massa livre de gordura (r = 0,41; p < 0,001), além das pregas
cutaneas tricipital (r = -0,29; p < 0,001), bicipital (r = -0,36; p < 0,001) e suprailiaca (r =
-0,26; p = 0,001). Considerando a ingestao dietética diaria, o consumo de calorias (r =
0,33; p < 0,001), carboidratos (r = 0,40; p < 0,001), proteinas (r = 0,24; P = 0,004),
lipidios (r = 0,25; p = 0,003), fibras (r = 0,32; p < 0,001) e ferro (r = 0,36; p < 0,001)

mostraram-se correlacionadas a 1L-6.
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Tabela 3 : Varidveis de estilo de vida e ingestdo dietética diaria (média £ DP) categorizadas
pelo valor da mediana (4,06 pg/mL) da concentracdo plasmatica da IL-6.

IL-6 IL-6
<4,06 pg/mL > 4,06 pg/mL Valor de P
(n=80) (n=80)

Variaveis de Estilo de Vida
Uso de suplementagio de

. | 4,05 8,05 0,296
vitaminas (%)
Tabagismo (%)™ 9,38 14,10 0,388
foz)a)tllga regular de atividade fisica 62.16 64,37 0.927
Cigarros/dia® 1,03 £+ 3,99 1,26 £ 3,77 0,406
MET (h/dia)* 31,17 + 945 30,06 + 9,50 0,567

IL-6 IL-6
<4,00 pg/mL > 4,00 pg/mL Valor de P
(n=69) (n=68)

Ingestdo Dietética Diaria
" Calorias (kcal) 2472,56 + 599,32 289456 + 798,71 0,001
¥ Carboidrato (g) 310,58 + 74,42 386,36 + 116,46 0,000
*" Proteina (g) 94,13 + 27,74 109,01 + 37,85 0,010
¥ Lipidio (g) 88,96 <+ 2586 102,49 + 3225 0,020
¥ Fibra (g) 22,62 + 12,40 2936 £+ 16,54 0,013
Colesterol (g)* 212,33 = 93,44 229,89 + 9987 0,280
Acidos graxos saturados (g) 21,29 + 8,97 23,41 £ 9,91 0,208
Acidos graxos monoinsaturados (g) 16,31  + 8,47 17,02 =+ 9,63 0,741
Acidos graxos poliinsaturados (g) 13,68 =+ 7,14 14,74 + 9,48 0,625
Vitamina A (mg) 909,44 + 563,92 926,22 + 53835 0,709
Vitamina C (mg) 123,99 £+ 119,60 120,30 + 68,93 0,316
" Ferro (mg) 1490 + 12,56' 2020 + 1588 0,002
¥ Cobre (mg) 125 + 147 1,34 + 0,70 0,041
Zinco (mg) 798 &+ 3,42 8,67 + 3,69 0,202

DP, desvio padrao; LDLox, lipoproteina de baixa densidade oxidada; MET, indice metabdlico equivalente

"teste qui-quadrado x° test para variveis categoricas

*teste Student t foi realizado para as variaveis com distribuigio normal, as demais variaveis foram analisadas pelo
teste Mann-Whitney U

*n=73 para < 4,06 pg/mL; n=67 para > 4,06 pg/mL

'"Valores expressos em Mediana

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

" diferenga significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)

Em relagdo aos pardmetros bioquimicos, as seguintes correlacdes foram
encontradas: glicose (r = 0,20; p = 0,010), colesterol total (r = -0,25; p = 0,001), HDL-c
(r = -0,33; p < 0,001), triacilglicerois (r = -0,18; p = 0,024), relagdo colesterol
total/fracdo HDL-c (r = 0,19; p = 0,017), acido turico (r = 0,22; p = 0,005), concentracao
de selénio (r =-0,29; p < 0,001) e zinco nas unhas (r = -0,36; p < 0,001). Os niveis de
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pressao arterial sistolica e diastolica também se correlacionaram aos niveis circulantes
da IL-6 (r=0,38; p <0,001 e r=0,29; p < 0,001, respectivamente). Nenhuma correlagao
foi encontrada entre as concentracdes de IL-6 e sua expressdo génica em células
mononucleadas e também as variaveis de estilo de vida, como, nimeros de cigarros/dia
ou gasto calorico da atividade fisica relacionado ao gasto energético de repouso (MET)
(dados ndo apresentados em tabela).

Na Tabela 4, mediante andlise de regressdo simples, apds o ajuste para os
possiveis fatores de confundimento, como o género, observou-se que o peso corporal, a
massa livre de gordura, a adiposidade troncular, a pressdo arterial sistolica e diastdlica,
os niveis de 4cido urico, e glicose tiveram efeito preditivo positivo sobre os niveis
circulantes da IL-6. Por outro lado, a porcentagem de gordura total, os niveis circulantes
de colesterol total e fragdes LDL-c e HDL-c, além da concentragdo de selénio nas unhas
tiveram um efeito preditivo negativo sobre as concentragdoes de IL-6, sendo que o
acréscimo de 1 unidade na concentracdo de selénio (1 ng/g de unha), esteve associado a
redugdo de 6,8 pg/mL nos niveis circulantes de IL-6.

Tabela 4: Preditores da concentracdo plasmatica da IL-6 (U/L).

N = 160" Coeficiente f§ P r’

Preditores da IL-6

IMC (kg/m?) 0,052 0,308 0,0071
" Peso Corporal (kg) 0,044 0,000 0,0807
*" Massa Livre de Gordura (kg) 0,075 0,000 0,1681
*** Gordura Total (%) -0,067 0,000 0,0847
*** Gordura Troncular (%) 0,065 0,003 0,0576
*Colesterol Total (mg/dL) -0,011 0,011 0,0436
“LDL-c (mg/dL) -0,011 0,031 0,0315
“* HDL (mg/dL) -0,055 0,000 0,1077
Triacilglicerois (mg/dL) -0,004 0,177 0,0124
"Relagio Colesterol Total/HDL-c' 0,323 0,079 0,0219
**Acido Urico (mg/dL) 0,348 0,011 0,0440
*Selénio (ng/g de unha)’ -6,800 0,000 0,1030
Colesterol (g/dia)’ 0,000 0,711 0,0011
*" Pressdo Arterial Sistolica (mmHg) 0,630 0,000 0,1101
*" Pressdo Arterial Dist6lica (mmHg) 0,750 0,000 0,0821
** Glicose (mg/dL) 0,062 0,008 0,0478
IL-6 EG (UA) -0,124 0,192 0,0130

IMC, indice de massa corporal; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; HDL-c, lipoproteina de alta densidade;
UA, unidades arbitrarias

* ajuste prévio para sexo, idade, tabagismo e atividade fisica

'n=153, *n=135, *n=137

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)
* diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)
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A Tabela 5 apresenta a analise de regressao logistica, ou seja, revela a razdo de
chances (OR), com o IC de 95%, para os componentes da SM de acordo com a
concentracao plasmatica da IL-6. Os individuos que se posicionaram nos dois maiores
tercis (3,43 a 4,86 pg/mL e > 4,87 pg/mL) da distribui¢do dos niveis circulantes da IL-6,
quando comparados aqueles no menor tercil (<3,43 pg/mL), mostraram aumento
importante (OR = 3,69; IC 95% = 1,54 a 8,83; p = 0,003 ¢ OR = 7,29; IC 95% = 2,62 a
20,27; p < 0,001; respectivamente) nas chances de apresentar concentragdes séricas

diminuidas de HDL-c.

Tabela 5: Andlise de Regressdao Logistica: razdo de chances (OR) e IC 95% para os
componentes da sindrome metabdlica de acordo com a concentra¢do plasmatica da IL-6.

Tercis da distribuicao da IL-6 (pg/mL)1

n=160 T2 T3
(3,43 2 4,86) (4,87 a8,31)
Componentes da
Sz'ndron’;e Metabolica OR (IC95%) OR (IC95%)
Obesidade Abdominal 1,18 (0,494 a 2,85) 1,02 (0,41 a 2,52)
Hipertrigliciridemia 1,07 (0,44 a 2,60) 0,82(0,32 a2,07)
*"HDL-c Reduzido® 3,69 (1,54 a 8,83) 7,29 (2,62 a 20,27)
Hipertensao Arterial 3,06 (0,30 a 30,51) 4,36 (0,46 a 40,54)
Hiperglicemia 1,72 (0,66 a 4,47) 2,02 (,78 a 5,20)

IC, intervalo de confianga; OR, odds ratio; HDL-c, lipoproteina de alta densidade;

Componentes da sindrome metabolica: obesidade abdominal (> percentil 75 da distribui¢do da circunferéncia
da cintura, 83 cm); hipertrigliciridemia (> percentil 75 da distribuicdo da concentracdo sérica de
triacilglicerois, 117,5 mg/dL); HDL-c reduzido (< percentil 75 da distribui¢ao da concentragdo sérica da HDL-
¢, 53 mg/dL); hipertensdo arterial (> percentil 75 da distribuicdo dos niveis de pressdo arterial sistdlica e
diastdlica, 12/8 mmHg); hiperglicemia (> percentil 75 da distribuicdo da concentragdo sérica da glicose, 95
mg/dL)

'primeiro quartil da distribui¢do da IL-6 (T1 < 3,43), referéncia para o calculo da OR

*n=153

" diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05), OR: T2 e T3 versus T1

Discussao

Diversas condigdes emergentes, como a dos biomarcadores do processo
inflamatério, tem sido foco de importantes centros de pesquisa em todo mundo, uma vez
que recentes descobertas tém ampliado as perspectivas para o tratamento de doencas
cronicas. E sabido que uma modesta elevagio plasmatica dessas moléculas relacionadas
com a inflamag¢do pode contribuir substancialmente para o aumento do risco, por

exemplo, de acidente vascular cerebral e mortalidade cardiovascular (ROSENSON &
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KOENIG, 2003). Assim, verifica-se a importancia deste trabalho, que identifica os
niveis de IL-6 em jovens adultos saudaveis e suas associacdes com determinantes da
SM, trazendo melhor compreensdo do desenvolvimento das patologias associadas.

Este estudo verificou quea IL-6 esta fortemente relacionada com muitas
variaveis, mesmo em adultos jovens clinicamente saudaveis, que podem se tornar fatores
de risco para doengas cronicas. No entanto, como mostrado a partir das andlises
estatisticas, essas associagOes possuem implicagdes diferentes com cada molécula e/ou
parametro, necessitando de uma avaliagdo rigorosa e detalhada, para o nao
confundimento ou sobreposicdo de mecanismos fisiopatoldgicos; Assim as
caracteristicas da populagdo estudada neste manuscrito devem sempre ser lembradas.

Os valores plasmaticos da IL-6 foram superiores nos individuos do sexo
masculino, diferentemente dos valores de expressao génica desta interleucina, que nao se
diferenciam entre os géneros. Os maiores valores da IL-6 em homens pode ser
explicado, de acordo com Aeckerman (2006) ¢ De Leon-Nava & Morales-Montor
(2006), pela diferenga hormonal entre os géneros. Neste trabalho, entretanto, ndo foram
mensuramos 0s niveis hormonais dos participantes. Em um estudo recentemente
publicado, Morales et al. (2011) verificaram que o niveis da maioria dos mediadores
inflamatdrios eram superiores em adolescentes do sexo feminino, entretanto, sem
diferenca estatistica, exceto para o complemento C3, se opondo aos resultados do
presente trabalho. Ja quanto aos valores de expressdao génica, Hermsdorff et al. (2010),
num estudo metodologicamente semelhante a este, mostraram que a expressdo de genes
pro-inflamatorios em PBMC de jovens adultos, independe do género, como visto neste
presente trabalho.

A IL-6 ¢ uma citocina com efeito pro-inflamatdrio, secretada por varios tipos de
células, incluindo macrofagos (CACHOFEIRO, 2006) e adipécitos humanos
(MOHAMED-ALI et al., 1997), e pelas outras células do sistema imune, fibroblastos,
células endoteliais, e musculo esquelético (SANCHEZ et al., 2005). Na auséncia de um
processo inflamatorio agudo, os adipécitos contribuem com cerca de 10 a 30% dos
niveis circulantes da IL-6 (FANTUZZI, 2005; MOHAMED-ALI et al., 1997), sendo
que o tecido adiposo visceral produz e secreta trés vezes mais desta citocina do que o

subcutaneo (FRIED et al., 1998), levando a liberagdo de grandes quantidades na
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obesidade (BASTARD et al., 2002). Esta relacdo entre os niveis circulantes da IL-6 e a
adiposidade, justifica os maiores valores de algumas medidas de adiposidade, entre
aqueles que possuiam valores acima da mediana para IL-6, verificadas neste e em outros
estudos (LASTRA, G. et al., 2006; MOHAMED-ALI et al., 1997).

Claramente, os dados do presente trabalho, mostram a forte associagdo entre IL-6
e adiposidade troncular (que estima a gordura visceral), mesmo em adultos jovens
clinicamente saudaveis. Interessantemente, a correlagdo desta citocina foi inversa com a
porcentagem de gordura total. A literatura atribui este achado a importancia da
distribui¢ao da gordura quando comparado a massa total de gordura (ARNER, P. ,
1997). A adiposidade visceral eleva os niveis de varios marcadores inflamatérios,
incluindo a IL-6, tanto em adultos (PARK, H. S. et al., 2005) quanto em criancas
(OLIVER et al., 2010; ROSA et al, 2011). Ademais, a presenga de elevada
concentracao da IL-6 tem sido relacionada a inflamacao (STEEMBURGO et al., 2009).
A gordura predominantemente na parte superior do corpo aumenta oS riscos para
complicagdes metabolicas incluindo esteatose hepatica, especialmente quando esta
associado com o aumento da gordura intra-abdominal (KERSHAW & FLIER, 2004;
NIELSEN et al., 2004), uma vez que este ¢ um tecido metabolicamente mais ativo
produzindo elevadas quantidades de citocinas inflamatérias, como a IL-6 (FAIN et al.,
2004). Assim, individuos com valores de IMC relativamente baixos podem ter elevada
quantidade de gordura visceral abdominal (PARK, H. S. et al., 2005), e outros, com
IMC elevado, podem ter pouca gordura visceral (WAJCHENBERG, 2000).

A IL-6 parece ter um importante papel na regulacdo do peso corpéreo, pois inibe
a lipase lipoprotéica, regula a deposi¢@o de triacilglicerois no tecido adiposo, estimula a
termogénese e a saciedade através da sintese de prostaglandinas e liberacdo de
corticoides, contribuindo assim na homeostase do peso corporal (YUDKIN et al., 2000).
Apesar disso, alguns trabalhos ndo conseguiram mostrar redu¢ao nos niveis de IL-6 com
reducdo do peso corporal (OLSON et al., 2007, ROTH et al., 2011). No presente
estudo, a auséncia de associagdes entre as concentracoes de IL-6 ¢ outras medidas de

adiposidade, como perimetro da cintura e perimetro do quadril possivelmente, se deve a

predominancia de individuos eutréficos (IMC < 25,0 kg/m2; 85%) (WHO, 1998), e
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ainda, pela pequena frequéncia de individuos de perimetro da cintura aumentados (102
cm para homens e 88 para mulheres; 4,8%) (NCEP-ATPIII, (2001).

Nao houve diferenga entre os valores de glicose, quando se categorizou os
participantes deste estudo pela mediana dos niveis da IL-6, todavia, quando feita a
correlagdo de spearman, houve associagdo positiva entre os niveis de glicose e as
concentracdes desta citocina. Tem sido postulado que os dois principais efeitos adversos
do aumento da IL-6 na obesidade sdo a RI e o aumento do risco de complicagdes
cardiovasculares (ARSLAN et al., 2010). A administra¢ao de IL-6 em voluntarios sadios
induz ao aumento da glicemia de maneira dose dependente (TSIGOS et al., 1997),
demonstrando assim seu papel na regulacdo da homeostase da glicose. Também, outros
estudos revelaram uma ac¢do direta da IL-6 na sensibilidade a insulina em homens
saudaveis, em mulheres obesas, e em pacientes com cancer (FERNANDEZ-REAL et al.,
2001; KERN et al., 2001).

J& ¢ conhecido ha alguns anos que a IL-6 inibe a transducdo de sinal do receptor
de insulina nos hepatocitos, o que aumenta a circulagao de acidos graxos livres do tecido
adiposo e reduz a secrecao de adiponectina, promovendo, desse modo, resisténcia a agao
do hormonio no tecido (BODEN & SHULMAN, 2002; FASSHAUER et al., 2003).
Também, outros estudos mostram, que esta interleucina desempenha papel importante
no metabolismo de carboidratos e lipidios por aumentar a lipolise, com inibicdo da
lipase lipoprotéica (LPL) e reducdo da expressdo do IRS-1 e do GLUT-4 também no
tecido muscular (REXRODE et al., 2003). A IL-6 também influencia na tolerancia a
glicose através da regulacdo negativa da visfatina; Em adi¢do, antagoniza a secre¢do de
adiponectina (FONSECA-ALANIZ et al., 2007), e em modelos animais, eleva os niveis
de triacilglicer6is pela ativagdo da gliconeogénese e glicogenodlise, além de inibir a
glicogénese (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).

Paradoxalmente a todas estas evidéncias acerca do papel da IL-6 na obesidade e
na RI, alguns autores ndo encontraram alteragdes na tolerancia a glicose apds a
administra¢do aguda IL-6 em humanos (KROGH-MADSEN et al., 2006), sugerindo que
seja pouco provavel que esta citocina, por si sO, esteja ligada ao desenvolvimento de RI
em humanos. Além disso, estudos realizados com roedores mostraram que, na

deficiéncia de IL-6, pode ocorrer uma indug¢do de obesidade com intolerancia a glicose
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(NONOGAKI et al., 1995), e que a administracdo intracerebroventricular dessa citocina
pode diminuir a gordura corporal (WALLENIUS et al., 2002). O conjunto desses
achados sugere que a IL-6 pode agir de formas distintas, dependendo da sua
concentracao organica, tanto nos tecidos periféricos quanto no sistema nervoso central,
influenciando o peso corporal, a homeostase energética e a sensibilidade insulinica
(GUIMARAES et al., 2007). Fato que pode explicar a auséncia de correlacdo entre os
valores de insulina e do indice HOMA, com os niveis de IL-6, neste presente estudo.

A concentracdo sérica de acido trico (AU) dos participantes deste presente
trabalho também foi associada aos maiores valores de IL-6. Este composto organico tem
se comportado como um fator de risco cardiovascular em varios estudos longitudinais
(KRISHNAN et al., 2007; MELLEN et al.,, 2006; PERLSTEIN et al, 2006;
SUNDSTROM et al., 2005); Adicionalmente, em ratos, também foi demonstrada
estreita correlagdo entre hiperuricemia e SM por provavel mecanismo envolvendo a
inibicdo da funcdo endotelial (NAKAGAWA et al., 2006). Sabe-se que a insulina
necessita de 6xido nitrico para estimular a captacdo da glicose e a disponibilidade do
oxido nitrico estd diminuida quando ocorre hiperuricemia (HEINIG & JOHNSON,
2006). Entretanto, a presenga de variaveis de confusdo, dificulta o estabelecimento do
papel do AU como um fator de risco independente para eventos metabdlicos.

Por tudo, ¢ bem provavel que haja interacdo entre os efeitos do IL-6 e do AU,
uma vez que este também esta elevado na SM (COUTINHO et al., 2007, DESAI, 2005;
FORD et al., 2007; FRANCO, 2009; ISHIZAKA et al., 2005; KAWADA et al.,
2007). Kawada et al. (2007), conduziu um estudo onde 981 trabalhadores japoneses
foram avaliados, sendo observado forte associacdo entre SM e hiperuricemia. O grupo
de Ishizaka (2005) também demonstrou de maneira significativa, a associacdao entre SM
e AU, ao estudar, de forma transversal, 8.144 individuos de ambos o0s sexos,
estratificados por quartis de AU. A maior prevaléncia de SM por niveis crescentes de
AU também foi demonstrada no estudo realizado por (FORD et al., 2007), utilizando
dados do NHANES. Em alguns outros trabalhos, como o de Coutinho et al. (2007) ¢
Desai et al. (2005), nota-se que o AU esteve associado a componentes que constituem a
SM, sendo esta associa¢dao mais forte quanto maior o nimero de componentes presentes.

Em estudo realizado no Brasil, por Franco et al. (2009), em pacientes hipertensos de

91



Cuiabd, observou-se maior prevaléncia de SM em pacientes portadores de
hiperuricemia.

No entanto, na outra ponta dessa argumentacdo, encontra-se a possibilidade de
que o aumento do AU possa estar presente em condi¢des clinicas sabidamente pro-
inflamatérias, como a HAS e a SM, por sua a¢do antioxidante (HAYDEN & TYAGI,
2004) e, portanto, representar apenas um mecanismo bioquimico de defesa (NIETO et
al., 2000) contra a progressao, por exemplo, da aterosclerose. Assim, nao seria um fator
independente de risco para essas sindromes, mas, apenas parte do processo fisiologico
de defesa.

O presente trabalho também verificou que individuos com maiores niveis
circulantes de IL-6 possuiam maiores valores de pressao arterial sistolica e diastolica, da
mesma forma como visto por De Luis ef al. (2011). Apesar da média dos niveis
pressoricos dos individuos ndo os classificar em nenhum grau de hipertensdo, estudos
sugerem que IL-6 pode induzir a expressdo endotelial de quimiocinas e moléculas de
adesdo (ROMANO et al., 1997). Os efeitos destas citocinas no metabolismo podem ser
o ponto de partida para muitos processos metabdlicos que se envolvem em eventos
patologicos, como na aterosclerose.

Em nosso estudo, os valores da expressdao génica de IL-6 em PBMC, nao foram
condizentes com os niveis séricos desta citocina, sendo superior entre aqueles que
possuiam menores valores de IL-6, quando estes foram categorizados pela mediana (<
4,06 pg/mL vs > 4,06 pg/mL). Apesar de Ghanim et al. (2004) ter verificado
correspondéncia entre a expressao génica em PBMC de citocinas inflamatérias, outros
autores tem relatado negativa associa¢do entre os niveis circulantes de IL-6 e sua
expressao (BASTARD et al., 2006; HERMSDOREFF et al., 2010). Estes achados podem
estar relacionados as agdes especificas e pleiotropicas da IL-6, que atua de forma
paracrina, regulando a produgao e liberagdo hepatica de PCR (BASTARD et al., 2006).
Além disso, a expressdao do mRNA para IL-6, alternativamente, pode nao ser traduzido a
proteina, pois o processo poOs-transcricional do gene depende da atividade de Micro
RNAs, o que pode interferir diretamente na tradugdo bem como estabilidade dos RNA
mensageiros (ASIRVATHAM et al., 2009). Outro fato a se discutir € que, embora as

PBMC estejam sendo utilizadas com bons resultados, a contribui¢do na produgdo final
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da IL-6, a partir destas células, pode ser pequena, sobretudo em adultos jovens
clinicamente saudaveis. Assim, a concentragdo plasmatica da IL-6 poderia ser
reflexo, principalmente, da adiposidade e da distribui¢ao de gordura corporal, como ja
discutido neste trabalho.

Investigagdes em humanos mostram que os niveis da IL-6 se correlacionam com
todos os componentes da SM (glicemia, perimetro da cintura, concentragdes séricas de
triacilglicerois e de HDL-colesterol, pressdo sistolica, pressdo diastolica), além da
concentracdo sérica de insulina, IMC e os marcadores inflamatérios IL-18 ¢ PCR
(THORAND et al., 2006; YUDKIN et al., 2004). No presente estudo, os menores niveis
de HDL-c (< percentil 75, respectivamente) foi a unica alteragdo relacionada a SM que
se associaram aos niveis circulantes da IL-6, cabendo destacar que, aqueles individuos
com valores superiores a 4,87 pg/mL possuiam 9,29 vezes mais chance de apresentar
niveis de HDL-c reduzidos (< 53 mg/dL). Tais resultados encontram respaldo no fato de
que os niveis da IL-6 se associam diretamente com o perfil lipidico em humanos como ja
discutido anteriormente.

A dosagem de minerais antioxidantes (cobre, selénio e zinco) na unha ¢ capaz de
refletir sua ingestdo dietética habitual (6 a 12 meses precedentes) (HUNTER et al.,
1990) e ainda apresenta-se como um método menos invasivo que a dosagem sérica (AL-
SALEH & BILLEDO, 2006). Interessantemente, este trabalho verificou que os
individuos com maiores concentragdes de IL-6, possuiam menores concentragdes de
selénio e zinco nas unhas, mesmo sem diferenga na ingestao diaria destes minerais entre
os grupos. Esses tipos de dosagens se constituem em fatores protetores uma vez que
trabalhos tém verificado associagdes entre estes e o risco para eventos cardiovasculares.
Puchau et al. (2009) apontaram que a dosagem de cobre na unha correlaciona-se
negativamente aos niveis plasmaticos de homocisteina (r = -0,165; p = 0,049), um claro
marcador do risco cardiovascular. Barbosa et. al. (2011), evidenciaram, pela primeira
vez, que a dosagem de selénio na unha teve efeito preditor negativo sobre as
concentracdes de LDLox, sendo que o aumento de 1 ng/g de unha foi capaz de se
associar a diminui¢do de 0,06 U/L de LDLox. Anteriormente, Puchau et al. (2009)

corroboraram que em adultos jovens, as dosagens de selénio e zinco nas unhas estiveram
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negativamente associadas aos niveis séricos de dimetilarginina assimétrica (ADMA),
marcador do estresse oxidativo.

No que tange os achados deste trabalho, ndo ha na literatura mecanismos que
explanem detalhadamente sobre o envolvimento do metabolismo do zinco com a
producao de IL-6. No entanto, sabe-se da participacdo deste mineral como cofator de
enzimas antioxidantes e do processo de manutencdo da homeostase (MCCALL et al.,
2000) e possivelmente seja mais requisitado naqueles com elevados niveis de IL-6,
diminuindo seu depoésito nas unhas. Niveis aumentados de interleucinas plasmaticas, tal
como ocorre na inflamag¢ao, no dano tissular e também no exercicio intenso, estimulam o
figado a aumentar a captacdo do zinco do plasma para a sintese de metalotioneina e
possivelmente de superoxido dismutase e outras zinco-proteinas, necessarias aos
mecanismos de resposta aguda (OLIN et al., 1995). Entretanto, hd quem sugira que a
diminuida produc¢ao de citocinas pelos leucocitos esta relacionada a deficiéncia de zinco
(MAFRA & COZZOLINO, 2004), o que ainda nos impede de precisar a relagdo
existente entre este mineral e a IL-6.

Na dosagem de selénio nas unhas, verificou-se que este mineral possui relevante
correlagdo com os niveis de IL-6. E sabido que o selénio da dieta pode suprimir a
concentracao plasmatica de IL-6, por desempenhar um papel importante no decréscimo
do estado oxidativo e da resposta inflamatéria (BLAKE & RIDKER, 2001), entretanto,
0s mecanismos que levam a esta resposta ainda se encontram indefinidos. Esta hipotese
¢ apoiada por nosso estudo uma vez que este mineral dosado nas unhas foi um preditor
negativo importante dos valores de IL-6 (B=-6,800; 7=0,1030; p=0,000).

A ingestdo diaria de nutrientes obteve associagdes importantes neste trabalho.
Todavia, poucos estudos se dedicaram a estudar estas associacdes e as explicagdes
plausiveis sdo escassas. Ha indicios de modificacdes nos genes da IL-6 possam
influenciar no consumo dietético em humanos. Em homens japoneses portadores de
polimorfismo no gene da /L-6, o Asp358Ala (T/G), foi observada associagdo positiva
entre maior consumo de energia ¢ obesidade abdominal em individuos portadores do
alelo T, quando comparados aos outros genoétipos desse polimorfismo (SONG et al.,

2007), entretanto, o estudo de polimorfismos nao foi o foco deste trabalho.
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Estudos da natureza deste trabalho sdo de elevada complexidade, uma vez que os
resultados controversos encontrados na literatura, muitas vezes sdo consequéncia de
estudos em populacdes de vida livre, com pouco controle dos diversos efeitos resultantes
da alimentagdo, condi¢des de saude, bem como fatores culturais, sociais e econdomicos
que juntos modificam as respostas individuais, afetando a interpretagdo dos dados
(SLOBODIANIK, 2007). Além disso, alguns fatores, como o humor (JANICKI-
DEVERTS et al., 2007) e o sono (PADILHA et al., 2011; VGONTZAS et al., 2004)
podem modificar significantemete os resultados de biomarcadores como a IL-6. Além
disso, deve-se levar em consideragdo fatores como horario de coleta das amostras
sanguineas, uma vez que tem sido mostrado que pela manha, como normalmente ¢ feito,
ha menor producdo e liberacdo das citocinas inflamatorias (BARRIGA-IBARS et al.,
2005), o que também pode mascarar os resultados.

E digno de nota que o presente estudo possui algumas limitagdes. Pode ser
destacado o uso de mensuragdes indiretas de adiposidade total (IMC) e central
(adiposidade troncular calculada pela razdo entre pregas cutdneas e perimetro da
cintura), que possuem menor acuracia que outros métodos diretos (tomografia
computadorizada, densitometria ou ressonancia magnética). Esta menor sensibilidade
pode ter impedido melhor entendimento entre a expressao génica e outros parametros de
interesse. Entretanto, metodologias semelhantes tém sido utilizadas em trabalhos
recentemente publicados com populagdo adulta e clinicamente saudavel (BARBOSA et
al., 2011; HERMSDOREFF et al., 2010). Outro ponto critico foi o ndo uso de kit’s de
ELISA ultra-sensiveis (high sensitive), uma vez que a populacdo em estudo ¢
genuinamente saudavel, e por sua vez, exigia metodologias de alta sensibilidade para
detectar pequenas variagdes dos mediadores inflamatorios estudados.

Este trabalho traz relevantes evidéncias, sobre a relacdo existente entre a
expressao génica em PBMC e os niveis circulantes de IL-6 com a antropometria e outros
parametros importantes de adultos clinicamente saudaveis. Muitas medidas de
adiposidade se correlacionaram de alguma maneira com os niveis de IL-6, revelando
estreita associacao entre a quantidade de adipocitos, bem como sua localizacdo, ¢ a
producao desta interleucina. Cabe ainda ressaltar, que outras medidas de adiposidade

importantes como perimetro da cintura ¢ % de gordura ndo se comportaram como o
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esperado, o que nos leva a discutir sobre a complexidade da atuacdo das citocinas
inflamatdrias em seus varios mecanismos fisiologicos. O papel da hiperuricemia como
fator de risco merece destaque e pode ser apontado como indicador precoce de tal
processo. No presente estudo, mesmo considerando que os individuos apresentaram
niveis normais de acido urico (< 7 mg/dL), este componente ja se mostrou capaz de
predizer o aumento nas concentragdes de IL-6. Diante da associagdo positiva entre os
niveis de IL-6 e os niveis pressoricos, sugere-se a possivel ocorréncia de mecanismos
que elevariam, em longo prazo, os valores de pressao arterial. Quanto aos parametros
bioquimicos avaliados, muitas variaveis se comportaram de forma inesperada, como o
caso do colesterol total, LDLc, triacilglicerdis, que foram significantemente menores
naqueles que possuiam maiores valores de IL-6 circulantes. Quanto aos fatores
dietéticos, houveram correlagdes com muitos dos nutrientes analisados, o que nos da
certo conhecimento sobre a intera¢do entre os nutrientes e os valores plasmaticos de IL-
6. Outra constatacdo importante foi que, mesmo com o perfil de satde da populacao
estudada, o selénio dosado nas unhas foi um preditor negativo importante dos niveis de
IL-6. Por fim, o estudo contribuiu para o melhor entendimento das associagdes entre o
biomarcador de interesse (IL-6) e os fatores de risco para a ocorréncia da SM. Estudos
mais detalhados a respeito do papel das citocinas inflamatdrias, especialmente da IL-6
em populagdes saudaveis, sdo de notdria importancia, uma vez que os mesmos podem
nos levar a entender a verdadeira fungdo destes mediadores no processo de
desenvolvimento das doengas cronicas inflamatorias, e se de fato, poderdo agregar valor
na identificacdo precoce de individuos sob risco de ser acometido por alguma das

mesmas.
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5. CONCLUSOES

* Na populacdo estudada os niveis de TNF-a e IL-6 sdo superiores no género
masculino;

= A expressdo génica de ICAMI, IL1 RI1 e IL-18 sdo preditores relevantes dos
valores de TNF-q;

* Os maiores niveis de TNF-a aumentaram em 193% e 233% as chances de se
apresentar obesidade abdominal e HDL-c reduzido, respectivamente;

= A concentragdo plasmatica de IL-6 possui mais associagdes com medidas de
adiposidade do que os niveis circulantes de TNF-o;

= A concentragdo plasmatica de IL-6 possui uma relagdo mais estreita com a
adiposidade visceral do que os niveis circulantes de TNF-a;

= O aumento em Ing/g de selénio dosado nas unhas ¢ capaz de predizer uma
reducgdo de 6,8 pg/mL da IL-6 circulante;

* Os maiores niveis de IL-6 aumentaram em 629% as chances de se apresentar

valores de HDL-c reduzidos;

6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi capaz de demonstrar, que mesmo em individuos jovens e
isentos de condigdes patoldgicas, as concentracdes plasmaticas do TNF-a e da IL-6, ja
se mostraram associados a alguns parametros antropométricos e de composi¢do corporal
(indicadores de adiposidade total e acimulo de adiposidade visceral); bioquimicos
(indicadores de dislipidemia e hiperglicemia); clinicos (indicadores de hipertensdo
arterial); dietéticos e até mesmo, com a expressao génica de genes relacionados com o
processo inflamatorio.

Algumas medidas de adiposidade importantes como IMC e massa livre de
gordura ndo se comportaram como o esperado, o que nos leva a discutir sobre a
complexidade da atuacdo das citocinas inflamatérias em seus varios mecanismos
fisiologicos. Diante da associacdo positiva entre os niveis da IL-6 e os niveis
pressoricos, sugere-se que, juntamente com os niveis de TNF-o, estas citocitonas

possam, em longo prazo, elevar os valores de pressdo arterial, a partir de alguns dos
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mecanismos discutidos neste presente trabalho. Quanto aos pardmetros bioquimicos
avaliados, apesar das associagdes plausiveis (glicose e HDL-c), algumas variaveis se
comportaram de forma inesperada, como o caso do colesterol total. Outra constatagdao
importante foi que, mesmo com o perfil de saude da populacdo estudada, existe uma
correlagdo positiva entre os varios marcadores do processo inflamatério, evidenciada
pela predicdo dos niveis de TNF-o apartir dos valores da expressdo génica de
mediadores envolvidos neste processo (ICAMI1, IL1R1 e IL-18).

Os resultados revelaram que na populacdo estudada, os niveis da IL-6 estiveram
associados a um maior numero de variaveis do que o TNF-a. Muitas medidas de
adiposidade se correlacionaram de alguma maneira com os niveis de IL-6, revelando
estreita relacdo entre a quantidade de tecido adiposo, bem como sua localizacdo, e a
producao desta interleucina, embora outras medidas de adiposidade importantes, como
perimetro da cintura e % de gordura ndo se comportaram como o esperado. O papel da
hiperuricemia como fator de risco merece destaque e pode ser apontado como indicador
precoce de tal processo, uma vez que este componente se mostrou capaz de predizer o
aumento nas concentracoes de IL-6. Quanto aos fatores dietéticos, houve correlacdes
com muitos dos nutrientes da dieta, o que nos permite certo conhecimento sobre a
interacdo entre os nutrientes € os valores plasmaticos da IL-6. Outra constatagdo
relevante foi que o selénio dosado nas unhas se comportou como um importante preditor
negativo dos niveis da IL-6.

Por fim, o estudo contribuiu para o melhor entendimento das associagdes entre os
marcadores de interesse (TNF-a e IL-6) e os fatores de risco para a ocorréncia das
doengas associadas a sindrome metabdlica; E ainda, evidenciou a associacdo da
expressao génica de alguns marcadores inflamatorios, em células mononucleadas, com
variaveis importantes no contexo das doengas metabolicas, mesmo em adultos saudaveis
de vida livre. Estudos mais detalhados a respeito do papel das citocinas inflamatorias,
especialmente do TNF-a e da IL-6 em populacdes saudaveis, sdo de notdria importancia,
uma vez que, os mesmos, podem levar ao entendimento do verdadeiro papel destes
mediadores no desenvolvimento das doengas cronicas inflamatorias; E se de fato,
poderdo agregar valor na identificagdo precoce de individuos sob risco de ser acometido

por alguma destas.
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biomarcadores do estresse oxidativo em adultos jovens sauddveis: possiveis
associag¢des com determinantes da sindrome metabdlica.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

SG

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO
ENTREVISTA TELEFONICA cébco| ]
NOME:

SEXO Homen Mulher

DATA DE NACIMIENTO: / /

CURSO:

TELEFONE DE CONTATO: | | Res:

D Cel.:

e-mail:

CRITERIOS DE INCLUSAO

1

SIM NAO

Tem idade compreendida entre 18 e 35 anos? Idade: anos
E portador de alguma doenca /
Infeccao Recorrente/ Alergias? II’ qual:
Faz uso diario de algum medicamento? qual:

duracéo:
Faz dieta ou participa de algum programa m gual:
de controle de peso? duracéo:
Faz uso de suplementos vitaminicos qual:
e/ou minerais? duracio;
Faz uso de algum outro suplemento? qual:
(tratamento fitoterapico) duracéo:
Apresentou alguma modificacdo brusca guanto: Kg
de peso nos ultimos 6 meses? motivo:

OBSERVACOES
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

1° ENCONTRO cépbigo | |

DIA:

HORA:

2

0
pd
o]

Assinar Consentimento Livre Esclarecido (2 vias)

Entrega R72H para preenchimento

Orientacdes R72H (Kit de Medidas Caseiras)

Entrega da bolsa para coleta das unhas

Entrega das instrugdes para o 2° ENCONTRO

[ e o] ] IN] [e]

Marcar 22 ENCONTRO Dia: __ /  Hora:
DADOS GERAIS E CRITERIOS DE INCLUSAO
Sim NAO

Teve algum processo infeccionso nos
ultimos 10 dias? qual:
E portador de alguma doenca /
Infeccdo Recorrente/ Alergias? qual:
Faz uso diario de algum medicamento? qual:

duracéo:
Faz dieta ou participa de algum programa qual:
de controle de peso? duracao:
Faz uso de suplementos vitaminicos qual:
efou minerais? duracao:
Faz uso de algum outro suplemento? qual:
(tratamento fitoterapico) duracéo:
Faz uso de shampoo e/ou locio especial qual:
para tratamento capilar? duracéo:
Compatibiliza estudo e frabalho? trabalho:

horas/semana:
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cobeo[ |

Se considera [1] Muito ativo Ativo
Sedentario Muito sedentario

Mora [1] com seus pais Republica
Alojamento Outros:

DADOS ANTROPOMETRICOS E DE COMPOSIGAO CORPORAL

C. Brago (cm): C. Cintura (cm): C. Quadrl (cm):

[ ] I [ ]

P.Tricipital (mm): P Bicipital {mm): P .Subescapular (mm):

1 [ 1 [ ]

P.Suprailiaca (mm): Peso (kg): Estatura {cm):

] L1 L1

% Gordura Corporal:
(pregas) Raz&o Cintura/ indice de masa
Quadnl (RCQ) corporal (IMC):

] ] ]

OBSERVACOES
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2°ENCONTRO

DIA:

HORA:

Devolugdo do R72H preenchido
Conferir R72H (Kit de medidas caseiras)

Devclugdo da bolsa com as unhas

Entrega das instrucdes para o 3° ENCONTRO

Marcar 3° ENCONTRO (enfrega dos informes)

= -y =% - =5 =
=
==

copico [

H

=
@]

[N [N [N ]

Diaz:_ /  Hora:

DATOS GERAIS E CRITERIOS DE INCLUSAO E PARA A COLETA DE SANGUE E REALIZAGAO DA Bl#

Esta em jejum de 12 horas?

Bebeu alcool, cha elou café nas ultimas 24 horas?

Bebeu agua nas ultimas 4 horas?

Fez algun exercicio fisico no dia anterior?
Tem a bexiga vazia?

Usa marcapasos?

Usa protese, pircing ou aparelho dental?
MULHER: Esta menstruada?

Teve algum processo infeccionso nos
ultimos 10 dias?

E portador de alguma doenca /
Infeccdo Recorrente/ Alergias?

Faz uso diario de algum medicamento?
Faz dieta ou pariicipa de algum programa
de controle de peso?

Faz uso de suplementos vitaminicos
efou minerais?

SIM

1

2

=
(]

[N [N NS NN S]]

qual:

[

gual:

[M]

gual:
duracgao:

[]

qual:
duracao:

[

qual:
duracdo:
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cobico [ ]

Faz uso de algum outro suplemento? qual:
(tratamento fitoterapico) duracdo:
DADOS PRESSAO ARTERIAL
Pressao Arterial Sistdlica: mmHg
Fressao Arterial Diastolica: mmHg
DADOS BIOIMPEDANCIA CORPORAL (BIA)
% de Gordura Caorporal: Reactancia (Xc):
Massa de Gordura Corporal: Kg Resisténcia (R):
Massa Magra Corporal: Kag
GER:
TANITA
Peso: Kag
% de Gordura Caorporal:
Massa de Gordura Corporal: Kag
Massa Magra Corporal: Kg
GER:
METACHECK RMR (Kcal/day):
Time (min) RMR (Kcal/day) Fred (Kcal/day):

2 % Above/Below: % __Above _ Below

g VO2 (mifmin):

g WVO2 (mlfminfkg):

9

10 FFM: kg
C. CINTURA: cm
COLETA DE SANGUE SIM NAC
2 tubos de EDTA guantidade:
2 tubos de soro quantidade:
1 tubo de heparina guantidade:

OBSERVACOES
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3° ENCONTRO (ENTREGA DOS INFORMES NUTRICIONAIS) comco[ |
DIA:

HORA:

CONFERIR SIM  NAO

Devolucdo do R72H preenchido
Conferir R72H (Kit de medidas caseiras)

Devolugdo da bolsa com as unhas

=] =] =]
][] W]

FINALIZACAO

Entrega do informe nutricional E’
(orientagdo do voluntario em relag&o ao seu estado nutricional)
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cobico [

QUESTIONARIO ATIVIDADE FiSICA

Quanto tempo vocé dedicou & pratica das seguintes atividades no altimo anoe? (complete a tabela abaixo)

Minutos/semana Horas/semana Meses/ano
Nunca 1-4 [5-19)20-59] <1 |1-15] 2.3 | 46 |7-10]| 211 | <3 | 36 | =6

Andar ou passear fora de casa

Correr devagar

Correr mais competitivo ou rapido

Andar de bicicleta

Bicicleta ergometrica ou spining
Nadar

Tenis ou outro {raquete ou bastio)
Futebol

Equipe (volel, basquete)

Danca de salao, aerdbica

Escalada

Ginastica

Cuidar do Jardim ou piscina

Judo, Karate ou outras artes marciais

QOutras atividades ndo mencionadas
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T —

QUESTIONARIO ATIVIDADE FiSICA

Quanto tempo por dia vocé gasta realizando as seguintes atividades (DIA TiPICO DE TRABALHO / DIA DE SEMANA|
{complete a tabela baixo)

min/dia horas/dia
MNuncd <30 |30-60] 1 2 3 4 5 5] 7 8 9+

Assistindo TV

Sentado na frente do computador

Dirgindo

56 sentado

Dormindo

Saindo com os amigos

Indo a pé ao trabalho

Realizando tarefas domésticas

Realizando atividades mais intensas

Quanto tempo por dia vocé gasta realizando as seguintes atividades (DIA TIPICO DE FINAL DE SEMANA)?
(complete a tabela baixo)

min/dia horas/dia
MNuncd <30 |30-60] 1 2 3 4 5 5] 7 8 9+

Assistindo TV

Sentado na frente do computador

Dirgindo

S6 sentado

Dormindo

Saindo com os amigos

Indo a pé ao trabalho

Realizando tarefas domésticas

Realizando atividades mais intensas
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copigo [ ]

QUESTIONARIO TABAGISMO

Vocé ja fumou 100 ou mais cigarros na sua vida? D Nao
D Sim e continuo

D Sim, mas ja parel

Caso tenha marcado a 22 Opgac (Sim e continuo) ou 3? Opegao (Sim, mas ja parei) responda:
Cluantos cigarros por dia (em média) fumava ou fuma em determinada idade?

Idade Cigarros/dia

<15anos | | |Nenhum [ J1a4 [ [5a15 [ [15a24[ |25a34[ [35a44[ [450u+
15a19anos | [ |Nenhum [ [1a4 [ [5a15 [ |15a24] |25a34[ [35a44[ [450u+
20a29anos | | |Nenhum | [1a4 [ [5a15 [ 15224 |25a34[ [35244[ [450u+
30a39anos | [ |Nenhum [ J1a4 [ [5a15 [ [15a24[ [25a34[ [35a44[ [450u+

Caso tenha marcado a 3% Opgédo (Sim, mas ja parei), responda também:

Ha quanto tempo parou de fumar? D <1ano

[] 1a2anos
[ ] 3a5anos
[ ] sa9anos
[ ] 100u+anos
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INSTRUCOES PARA O PREENCHIMENTO DO REGISTRO DE 72 HORAS E COLETA DAS UNHAS

REGISTRO DE 72 HORAS

Vocé esta recebendo trés formularios para registrar todos os alimentos e/ou bebidas consumidos durante o
periodo de 3 dias (72 horas) ndo consecutivos, sendo 2 dias da semana e um de final de semana (sabado ou
domingol;

Indicar as datas e os dias da semana referentes ao seu registro;

O formulario € constituido de trés colunas:

128) Hora: Anotar os horérios nos quais foram consumidos todos os alimentos e/ou bebidas relatados;
23) Alimentos ou Bebida/Caracteristica: Vocé deve anotar o tipo de alimentos e/ou bebida e todas as
caracteristicas possiveis:

No caso dos produtos industrializados, relate a marca e a quantidade;

No caso de preparacoes relate o tipo de preparacdo (cru, cozido, frito, assado, etc.);

Indigque se o alimento ou bebida € integral, desnatado, light, diet, sem acucar, etc.;

Indigue se o alimento é pré-preparado (congelados);

38) Quantidade: Ao anotar as quantidades de alimentos e bebidas procure ser o mais exato possivel,
relatando as medidas caseiras (Ex.: colher de sopa, copo duplo, copo americano, prato fundo...) efou
unidades (Ex.: 1 pdo, 3 biscoitos agua e sal, 2 copo, xicara, prato, etc.) conforme orientactes recebidas;

Vocé nao deve mudar os seus habitos alimentares em funcdo do registro;

Para evitar que se esqueca de registrar algum alimento ou bebidas, vocé deve anoté-los logo apds a
ingestdo;

N&o se esqueca de registrar os alimentos consumidos fora de casa;

N&o se esqueca de registrar o que come fora das refeic@es principais (o que “belisca”). Exemplos: bala,
chicletes, chocolate, bombaons, salgadinhos, etc.;

Ndo se esqueca de registrar das bebidas alcodlicas;

Caso adicione aclcar, sal ou azeite aos alimentos ou behidas, ndo se esqueca de registrar a quantidade

COLETA DAS UNHAS

Vocé esta recebendo uma embalagem plastica, na qual devera colocar as unhas coletadas;

As unhas dos pés e das mios, previamente lavadas com agua e sabdo, devam ser cortadas;
Colocadas na embalagem, que em seguida deve ser fechada e entregue no proximo encontro;
No caso das mulheres, solicita-se que o esmalte seja retirado antes da coleta das unhas.
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DATA:

conieo [ ]

DIA DA SEMANA: [ |SEG [ |TER [ Jaua [ Jaul [ |sEx [ |sAB [ |pom

HORA

ALIMENTO ou BEBIDA/CARACTERISTICA

QUANTIDADE (Medida Caseira)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Avaliagio do estado oxidativo e mflamatdrio de uma populagdo universitaria:
possivel associacio com o desenvolvimento de sindrome metabdlica

Local de Execuciio: Universidade Federal de Vigosa - UFV, Departamento de Nutrigdo e Saude -
DNS, Laboratorio de Metabolismo Energético e Composigdo Corporal — LAMECC

Pesquisadores:

Prof* Josefina Bressan, D.S. . DNS. UFV

Prof* Neuza Brunoro Costa, D.5. . DNS. UFV

Prof* Rita de Cassia G Alfenas, D.S. | DNS, UFV

Ana Carolina Pinheiro Volp. M.S., Doutoranda, DTA, UFV

Kirtaque Barra Ferrewra Barbosa, M.S_| Doutoranda, DTA, UFV

Contatos:
Telefones (24 Horas): 031 8783-1841/031 9775-6960
Telefone LAMECC (3:00 45 12:00 e 14:00 as 18:00): 031 38993388

email: projetonutricao@vahoo.com.br

Objetivo do Estudo: Investigar a estado inflamatorio e de estresse oxidativo e associago com o
desenvolvimento da sindrome metabolica em populagio universitaria

Critérios de Inclusio:

Ter idade compreendida entre 18 e 35 anos

Nao estar enfermo

Ser aluno de graduagdo ou pos-graduacio da UFV

Nao estar fazendo dieta ou participando de programa para controle de peso

Critério de Exclusio: Nio cuunprimento de algun dos critérios estabelecidos no item 5.

Descricio do Estudo:

Primeira Etapa: Aplicacio de questiondrios para obtencio de informagdes relacionadas & alimentacio
e ao estilo de vida. Avaliagdes antropomeétricas nfo mvasivas (peso, altura e circunferéncias). Sera
dispomibilizada uma embalagem plastica para a coleta de unhas dos pés e das méos, previamente
limpas, que deverdo ser entregues na proxima etapa.

Segunda Etapa: Avaliacdo da composigdo corporal por biomnpedancia elétrica (meétodo nao
invasivo, indolor, baseado na passagem de corrente elétrica, através do corpo, de muito baixa
voltagem. a qual nfo causard nenhum dano & satde). Afericio da pressdo arterial. Extraco de
sangue.

Terceira Etapa: Orienta¢des em relacdo aos resultados obtidos

Beneficios: Os participantes poderio conhecer e receber onentacdes quanto ac estade nutricional,

antropommetria e composicio corporal, adequacio do consumo alimentar e condigdes gerais de
saude: pressdo arterial, niveis de colesterol e glicerma.
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9. Riscos: O estudo nfio oferece niscos. Os equipamentos e materiais usados em todos os
procedimentos serfio estéreis e/on descartaveis. Os participantes nfo serfio submetidos a nenhum
tipo de intervencado que possa causar danos a sanide, visto que todos os procedimentos adotados sio
mdcuos e tém respaldado na literatura cientifica.

10 Privacidade: Os resultados do estudo serdo publicados, sem citagdo dos nomes envolvidos, havendo
total prote¢do & participacao dos individuos. Os resultados poderio estar disponiveis para a Agéncia
Financiadora da Pesquisa, observando a privacidade dos nomes envolvidos.

» Eu entendo que minha participaciio é voluntdria e posso recusar-me a participar ou posso mterromper
minha participagdo em qualquer hora, sem penalizagio.

» Minha participacio neste estudo ndo implica em contrato de trabalho.

e Fu comumcado da mocudade de todos os procedimentos realizados neste estudo, assim qualquer
enfermidade que surja durante o estudo, devera ser tratada por conta propria, ou seja, o estudo que
participo ndo assume nenhum compromusse no tratamento da mesma. Nestes casos, devere
comumicar a equipe do projeto todas as informacdes referentes 4 enfernudade e o seu tratamento e
nao poderel mais participar do estudo

* Eu ndo receberei qualquer compensacio financeira para participar do estudo.

» Se existir alguma intercorréncia decorrente da pesquisa, poderel me comunicar com os pesquisadores
através dos telefones: 031 8783-1841 ou 031 9775-6960, em qualquer horario do dia ou da noite.

o Fu esclarecido em relacdo a todos os procedunentos que serdo realizados neste estudo. Minhas
duvidas foram respondidas. Eu entendo que perguntas adicionais relacionadas ao estudo devem ser
dingidas aos mvestigadores listados acima. Eu entendo que, se tenho dividas sobre direitos dos
voluntarios, posso contatar o Comité de Etica da UFV. Eu concordo com os termos acima e acuso o

recebimento de uma copia deste consentimento.

Vigosa, de de 2008.

Voluntario

Testemunha

Pesquisador
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