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Quem tem medo das suas lagrimas
nunca ensinara seus filhos a chorar.
Quem tem medo das suas falhas

nunca ensinara seus alunos a assumi-las.

(Augusto Cury, em “O mestre do amor”)
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RESUMO

Em varios estudos tém observado alteragdes na resposta imunolégica tanto em
individuos de baixo indice de massa corporal como em individuos obesos. O
objetivo deste estudo foi verificar a influéncia do IMC sobre o percentual de
eritrécitos, o numero de leucdcitos totais e diferenciais e concentracdo de
citocinas circulantes em mulheres. Participaram 138 mulheres de 18 a 45 anos,
divididas em 6 grupos: G1 - baixo peso (n=8), G2 - eutrofico (n=46), G3 -
sobrepeso (n=22), G4 - obesidade | (n=16), G5 - obesidade Il (n=23) e G6 -
obesidade Ill (n=23). Foram excluidas pessoas que praticavam atividade fisica
regularmente; mulheres diabéticas, portadoras de hipertensdo grave,
hipotireoidismo, gestantes, lactantes e aquelas em tratamento para obesidade
e dislipidemias, além de outra doenga que altere as condigbes metabdlicas
avaliadas, que nao a obesidade. As amostras de sangue foram coletadas por
pungdo venosa, sendo analisado: hematocrito, leucometria, leucograma
diferencial e concentrac&o de citocinas circulantes (IL-2, IL-4, IL-6, IL-15 e TNF-
a). Observamos os valores absolutos do grupo G6 aumentados
significativamente nos neutréfilos em relagio ao G3 e diminuidos
significativamente nos mondcitos e eosinofilos quando comparado aos grupos
G3 e G5, respectivamente. O percentual de eritrécito, o numero total dos
leucdcitos, o numero relativo das diferentes populagdes leucocitarias e a
concentragcao sérica das citocinas IL-2, IL-6, IL-15 e TNF-a n&o apresentaram
alteragbes estatisticamente significativas nos diferentes indices de massa
corporal. Entretanto, o grupo G6 mostrou moderada correlagdo positiva com o
numero de leucécitos totais e o grupo G1 apresentou alta correlagéo positiva com
a IL.-4 e o TNF-a. O neutréfilo foi a populagdo leucocitaria que apresentou
melhores correlagdes com as variaveis antropométricas e hemodinamicas.
Contudo, estes resultados podem mostrar que, mulheres adultas com diferentes
indices de massa corporal e que ndo tem comorbidades associadas, nao

apresentam grandes alteragdes sistémicas nos parametros imunoldgicos.

Palavras-chave: antropometria, indice de massa corporal, sistema

imunoldgico, citocinas



ABSTRACT

In several studies have observed changes in both immune response in
individuals with low body mass index and in obese individuals. The purpose of
this study was to evaluate the influence of BMI on the percentage of
erythrocytes, the number of total and differential leukocytes and concentration
of circulating cytokines in women. 138 women participated aged between 18
and 45 years old, divided into 6 groups: G1 - low weight (n = 8), G2 - eutrophic
(n = 46), G3 - overweight (n = 22), G4 - Obesity | (n = 16 ), G5 - obesity Il (n =
23) and G6 - obesity Il (n = 23). Regular physical activity practitioners, diabetic,
hypertensive, pregnant women, nursing mothers and/or individuals with thyroid
gland alterations were excluded. The blood samples were collected from the
antecubital vein and the hematocryt, leukometry, leukogram differential and
seric cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-15 and TNF-a) were analyzed. We observed
absolute values of the G6 group increased significantly in neutrophils in relation
to the G3 and decreased significantly in monocytes and eosinophils when
compared to groups G3 and G5, respectively. The percentage of erythrocytes,
the total number of leukocytes, the relative number of different leukocyte
populations and seric cytokine of IL-2, IL-4, IL-6, IL-15 and TNF-a showed no
statistically significant changes in the differents body mass index. However, the
G6 group showed moderate positive correlation with the total number of
leukocytes and G1 showed high positive correlation with IL-4 and TNF-a. The
neutrophil was the leukocyte population that showed better correlations with the
anthropometric variables and hemodynamics. However, these results may show
that adult women with different body mass index and has no associated

comorbidities, have no major systemic changes in immunological parameters.

Key words: anthropometry, body mass index, immune system, cytokines
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1. INTRODUGAO

A evolugdo da sociedade trouxe consigo a obesidade como problema de
saude publica. A partir da revolugdo industrial, ocorreram mudancas nos
valores culturais e habitos de vida, que por sua vez acarretaram em reducao na
atividade fisica e aumento na escolha por alimentos com maior teor energético
(CLAUDINO; ZANELLA, 2005).

Essa mudanga no perfil social tem grande influéncia no aumento da
populacdo obesa (LAW et al., 2007). Dessa forma, a epidemia da obesidade &
considerada um resultado dos avangos econdmicos, sociais e tecnoldgicos que
foram realizados durante as décadas passadas e se estendem até os dias
atuais (PI-SUNYER, 2002). Em consequéncia disso, a obesidade vem
aumentando gradativamente, tornando-se um problema de saude publica
mundial.

De acordo com World Health Organization (WHO) (2008),
aproximadamente 1,6 bilhdes de adultos no mundo tém pré-obesidade e pelo
menos 400 milhdes s&o obesos. Estima-se que em 2015 havera
aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos com pré-obesidade e mais de 700
milhdes serao obesos, 0 que mostra o crescimento progressivo dessa epidemia
ao longo dos anos.

Essa prevaléncia expressiva da obesidade € encontrada tanto em
adultos, quanto adolescentes e criancas, nao apenas em paises
industrializados, bem como, em paises em desenvolvimento. Dados da
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) (2003) apontam que o
problema atinge indistintamente as mais variadas faixas etarias, de ambos os
géneros, sendo que no Brasil, os indices de obesidade n&o divergem do
quadro mundial.

Vale ressaltar que a obesidade também acarreta em impacto negativo
na economia mundial, devido as comorbidades associadas a doenca e
consequente elevacédo nos indices de mortalidade. O numero e a gravidade
das complicagdes associadas a doenga progridem linearmente com o aumento
do indice de massa corporal (IMC = peso/altura?) e altos valores de
circunferéncia da cintura, comprometendo a qualidade e a expectativa de vida
do individuo (ARONNE, 2002; BOUCHARD, 2003).
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O IMC é uma escala padrao fornecida pela WHO, que subdivide os
individuos adultos obesos em classes, a qual é relevante para estudos clinicos
de obesidade e controle de peso (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo de adultos pelo indice de massa corporal e os
respectivos riscos associados a saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2000)

Classificagao IMC (kg/m?) Riscos associados a saude

Abaixo do peso <185 Baixo, mas com risco aumentado
de outros problemas clinicos

Faixa normal (eutrofico) 18,5-24,9 Médio

Pré-obesidade 25-29,9 Aumentado

Obeso classe | 30 - 34,9 Moderadamente aumentado

Obeso classe I 35-239,9 Severamente aumentado

Obeso classe Il =240 Muito severamente aumentado

Outra classificacdo amplamente utilizada é a relagao cintura-quadril,
definida como a razdo entre a menor circunferéncia da cintura e a maior
circunferéncia do quadril (KISSEBAH, 1997), a qual pode estabelecer se a
obesidade é central ou periférica. Esta relacdo pode estar associada a
quantidade de tecido adiposo visceral, regido que apresenta maiores
complicagdes metabolicas, ou seja, esta mais relacionada com aumento no
risco de desordens metabdlicas como diabetes mellitus tipo 2, hiperlipidemia,
hipertensdo, aterosclerose e consequentemente elevado risco de mortalidade
(WAJCHENBERG, 2000). Ao passo que, o risco para o desenvolvimento de
alteracbes metabdlicas encontra-se aumentado para a razdo cintura/quadril
maior do que 0,85 em mulheres e maior que 0,90 em homens (POULIOT et al.,
1994; SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO et al., 2005).

Vale ressaltar que a relacao cintura-quadril pode nao ser tao confiavel no
caso de individuos obesos, ja que alguns deles apresentam o quadril muito
largo e consequentemente, a relagdo entre cintura-quadril ainda se encontram
dentro dos padrdes, dificultando a identificacdo dos possiveis riscos a saude
(SEIDELL et al., 2001; CHAN et al., 2003).

Entretanto, apenas pela mensuragdo da circunferéncia da cintura tem

sido possivel determinar as alteragdes decorrentes da obesidade abdominal
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(WAJCHENBERG, 2000). Deste modo, circunferéncias de cintura acima de 80
cm para mulheres e acima de 94 cm para homens indicam risco aumentado
para complicagbes metabolicas (HAN et al., 1995). Porém, mulheres com
circunferéncias de cintura acima de 88 cm e homens acima de 102 cm
apresentam um risco mais proeminente (HAN et al., 1995).

E relevante destacar que essas classificacdes citadas acima sdo
métodos simples e praticos, que ndo necessitam de custo adicional para a
mensuragao dos mesmos. Dessa forma, podem ser facilmente utilizados para
avaliar a populagdo. Obviamente, existem outros métodos mais eficazes para
avaliar composicao corporal e riscos as comorbidades associadas, no entanto,
eles sdo menos acessiveis a populacdo devido ao custo e até mesmo ao
desconhecimento dos individuos em relagcao a esses métodos.

As avaliagdes de composig¢ao corporal em individuos obesos podem ser
realizadas por meio da impedancia bioelétrica (ELLIS, 2000), futrex (raios
infravermelhos) (MCLEAN; SKINNER, 1992), pesagem hidrostatica (EVANS et
al., 1989), diluicado de isétopos (deutério, tricio ou agua marcada) (ELLIS,
2000), potassio 40 (ELLIS, 2000), absorciometria por dupla emissao de raios x
(DEXA) (ELLIS, 2000), didametro abdominal sagital (WAJCHENBERG, 2000),
ultra-sonografia (STOLK et al, 2001), tomografia computadorizada
(WAJCHENBERG, 2000) e ressonancia nuclear magnética (WAJCHENBERG,
2000). Estas podem ser aliadas a exames bioquimicos que avaliam o perfil
lipidico que por sua vez, auxiliam no mapeamento das comorbidades
associadas a obesidade.

Entretanto, apesar da obesidade ser visivelmente diagnosticada, sua
causa nao é facilmente identificada, pois sua etiologia engloba aspectos
ambientais e fisioldgicos, tanto no desenvolvimento quanto na manutengéo do
excesso de peso. Isso faz com que a obesidade seja caracterizada como uma
doenca multifatorial, j@ que sofre influéncia de diversos fatores enddgenos e
exégenos (DAMASO, 2003).

Os fatores enddgenos estdo relacionados a componentes genéticos
(FAROOQI; O’RAHILLY, 2007), enddcrinos (BLOOM, 2007), psicogénicos
(KOCH; SEPA; LUDVIGSSON, 2008), medicamentosos (VOLKOW; WISE,
2005), neurolégicos (LESHAN et al., 2006) e metabdlicos (DESPRES:

LEMIEUX, 2006). Ao passo que, os fatores exdgenos sao influenciados pela
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alimentacao (JEBB, 2007), o estresse (DALLMAN et al., 2003) e a inatividade
fisica (PIETILAINEN et al., 2008). Vale salientar que aproximadamente 95%
dos casos sao referentes aos fatores exdgenos e 5% resultantes de fatores
endégenos (FISBERG, 2004).

Como citado anteriormente, a alimentagéo exerce grande influéncia no
desenvolvimento e manutencdo da obesidade por meio de um desequilibrio
energético positivo, ou seja, a quantidade de energia ingerida € maior que o
dispéndio da mesma. Este pode ser advindo de um excesso de consumo de
energia e/ou gasto energético inadequado (WHITE, 2007). Sendo assim, as
intervengdes dietéticas que sao utilizadas no tratamento da obesidade sédo
destinadas a criar um balango energético negativo, no qual a energia ingerida é
menor que o seu gasto, dessa forma, o consumo energético diario é reduzido
abaixo das necessidades energéticas (FABRICATORE; WADDEN, 2003).

E importante destacar que o requerimento de energia varia com o
género, peso e nivel de atividade fisica, assim os homens que tem maior peso
corporal e os individuos mais ativos apresentam maior necessidade energética
(FABRICATORE; WADDEN, 2003). O maior déficit energético resulta em maior
perda de peso (FABRICATORE; WADDEN, 2003).

Dessa maneira, no tratamento da obesidade as alteragdes no balanco
energético sao essenciais para 0 emagrecimento, tornando-se relevante
compreender os trés componentes que constituem o gasto energético total,
sendo eles: taxa metabdlica de repouso, representa o custo energético para
manter o organismo vivo (respiracdo, bombeamento cardiaco, manutenc¢ao de
gradientes i6nicos dependentes de energia, etc.); termogénese induzida pela
dieta, energia envolvida na digestdo, absorgao, transporte, interconversao e
armazenamento de energia em qualquer refeicdo; e atividade fisica
(PRENTICE, 2007). Na maioria dos adultos a taxa metabodlica de repouso
responde por aproximadamente 60 a 70% do gasto energético diario, enquanto
que a termogénese 5 a 15% e a atividade fisica 20 a 30% (LEIBEL;
ROSENBAUM; HIRSCH, 1995; BOUCHARD, 2003).

A atividade fisica € o segundo componente de modificagdo do estilo de
vida no tratamento da obesidade (FABRICATORE; WADDEN, 2003), trazendo
beneficios diretos e indiretos ao individuo (NAASO; NHLBI, 2000). Além disso,

o exercicio fisico pode ser considerado um importante “desafio” fisiolégico para
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a saude do organismo humano. Este promove um grande ajuste metabdlico
para aumentar o suprimento de oxigénio e combustivel na realizacdo do
trabalho muscular, causando aumentos significativos de energia acima dos
valores de repouso (SARIS, 1995).

Dessa forma, o aumento da pratica de exercicios fisicos € importante
nos esforgos para redugdo do peso, pois ela aumenta o gasto energético e
desempenha um papel integral na manutencdo do peso (NAASO; NHLBI,
2000). A elevagao do gasto energético em resposta a atividade fisica é
estimulada pelo aumento da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS),
que permite o controle dos fluxos de substrato de energia, podendo ter acdo na
reducdo do apetite, aumento da taxa metabdlica de repouso e maior acdo na
oxidagdo de gorduras (HAUSER; BENETTI; REBELO, 2004). Portanto, o
exercicio fisico parece ser essencial para auxiliar o individuo a manter a perda
de peso no periodo de dieta, pois periodos de restrigdo energética tendem a
reduzir a agdo do SNS no organismo (HAUSER; BENETTI; REBELO, 2004).

Além de induzir o balango energético negativo, auxilia na redugédo de
gordura corporal, previne a diminuicdo de massa magra durante a perda de
peso e melhora aptidao cardiovascular. Esses resultados acabam por reduzir o
risco de doengas cardiovasculares e outras comorbidades (NAASO; NHLBI,
2000; FABRICATORE; WADDEN, 2003; CARROLL; DUDFIELD, 2004; FOX;
HILLSDON, 2007).

Deste modo, a pratica regular de exercicio fisico também apresenta
efeitos benéficos na prevengao e tratamento da hipertensao arterial, resisténcia
a insulina, diabetes, dislipidemia (LAMBERS et al., 2008), as quais apresentam
relacao direta com a obesidade e o sedentarismo. Portanto, o exercicio fisico
regular auxilia ndo s6 na perda de peso, bem como no tratamento das

comorbidades associadas a obesidade.

1.1. Patologias Associadas a Obesidade

A associacao de inumeros fatores de risco com a resisténcia a agao da
insulina foi denominada sindrome X (REAVEN, 1988), subsequentemente ela
também foi chamada de sindrome metabdlica ou sindrome plurimetabdlica ou,

ainda, sindrome de resisténcia a insulina. Essa sindrome € caracterizada pelo
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agrupamento de fatores de risco como resisténcia a insulina, dislipidemia,
hipertensdo arterial e obesidade central, as quais estdo associadas com
aumento da morbidade e mortalidade a partir de varias doengas prevalentes
como o diabetes, cancer, infarto do miocardio e derrame (MARCEAU, 1999;
CIOLAC; GUIMARAES, 2004).

Existem cinco variaveis de classificacdo utilizadas para identificar
individuos com sindrome metabdlica, que sao: circunferéncia de cintura,
glicemia em jejum, pressao arterial e concentragdes circulantes de
triglicerideos (TG) e lipoproteina de alta densidade (HDL) (DESPRES:;
LEMIEUX, 2006). Uma meta-analise de estudos prospectivos que tenham
utilizados esses critérios mostrou que a presenca da sindrome metabdlica
aumenta o risco de diabetes tipo 2 e doencga cardiovascular (GALASSI;
REYNOLDS; HE, 2006).

1.1.1. Resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2

A resisténcia a agao da insulina caracteriza-se pelo prejuizo na captagao
de (glicose, ocasionando inumeras anormalidades metabdlicas, como:
intolerancia a glicose e dislipidemia (DAMASO, 2003). Ao passo que, a
obesidade e o diabetes tipo 2 estdo associados com resisténcia a insulina
(REAVEN, 1988).

Nos individuos obesos, o tecido adiposo libera quantidades aumentadas
de acidos graxos nao-esterificados (NEFAS), glicerol, horménios, citocinas pro-
inflamatdrias e outros fatores que estdo envolvidos no desenvolvimento da
resisténcia insulinica (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005; SCHERER, 2006;
SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006).

Em condi¢gdes normais, as células-f das ilhotas pancreaticas (células
responsaveis pela regulagéo e liberacédo de insulina) da maioria dos individuos
obesos aumentam a liberagdo de insulina suficientemente para superar a
reducao na eficiéncia da ag¢ao da insulina, ndo desenvolvendo hiperglicemia
(POLONSKY; GIVEN; CAUTER, 1988; KAHN et al., 1993). Para a obesidade e
a resisténcia a insulina estarem associadas com diabetes tipo 2 as células-3
tornam-se incapaz de compensar integralmente a diminuicdo da sensibilidade a
insulina (KAHN, 2001).
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Deste modo, quando a resisténcia a insulina € acompanhada por
disfungdo das células-f das ilhotas pancreaticas (diminuigdo na secregédo de
insulina) ocorre uma falha no controle das concentragdes de glicose sanguinea.
Portanto, anormalidades na fungdao dessas células tornam-se cruciais na
definigdo do risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Figura 1) (KAHN;
HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).
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Figura 1. Modelo da fungdo que define a liberagdo defeituosa de insulina
unindo obesidade com a resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (KAHN; HULL;
UTZSCHNEIDER, 2006).

A prejudicada secregao de insulina diminui a sinalizagdo no hipotalamo,
levando a um aumento da ingestao alimentar e consequente ganho de peso.
Além disso, pode resultar em desordens na regulagdo dos niveis de glicose
pela supressdo reduzida da produgédo de glicose hepatica e diminuicdo da
eficiéncia da taxa de glicose nos tecidos insulino-sensiveis, como por exemplo,
o musculo. A redugao da insulina também pode prejudicar no metabolismo dos

adipdcitos, resultando em aumento da lipdlise e elevados niveis plasmaticos de
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NEFAs. O aumento do peso corporal e dos NEFAs contribuem para a
resisténcia a insulina, e como resposta adaptativa a este efeito, os NEFAs
também suprime as células-f. O aumento da glicemia em conjunto com
elevados niveis dos NEFAs podem ocorrer simultaneamente, e juntos sdo mais
deletérios a saude das ilhotas de Langerhans e da agdo da insulina do que
qualquer agao isolada (Figura 1). Assim, este processo pode levar lentamente
ao aparecimento do diabetes tipo 2, o qual é geralmente um processo lento,
levando muitos anos para se estabelecer (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER,
2006).

1.1.2. Dislipidemia

A dislipidemia pode ser classificada como primaria ou secundaria. As
dislipidemias primarias sao resultantes de causas genéticas, sendo que
algumas s6 se manifestam em funcdo da influéncia ambiental, como dieta
inadequada e/ou sedentarismo. Ja a dislipidemia secundaria pode ser derivada
de medicamentos, habitos de vida inadequados (dieta, tabagismo e etilismo)
e/ou de doengas, como por exemplo, a obesidade (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA - SBC, 2001).

De acordo com a SBC (2001) a classificagdo laboratorial das
dislipidemias pode ser:

» hipercolesterolemia isolada (aumento do colesterol total e/ou lipoproteina de
baixa densidade - LDL);

= hipertrigliceridemia isolada (aumento dos TG);

= hiperlipidemia mista (aumento do colesterol total e dos TG);

» diminuicdo isolada do HDL ou associada a aumento dos TG ou LDL.

Os lipidios sao varios tipos de substancias que sao incluidos em um soé
grupo, devido a sua propriedade comum de serem soluveis e solventes da
gordura (GUYTON; HALL, 2006). As espécies moleculares de lipidios
presentes no plasma, mais importantes do ponto de vista fisioldgico e clinico,
sdo os acidos graxos (AG), os TG, os fosfolipidios e o colesterol (SBC, 2001).

Os TG exdégenos provenientes da dieta sédo absorvidos como
quilomicrons, enquanto os TG enddgenos séo sintetizados principalmente pelo
figado, sendo que ambos os tipos de TG consistem em AG de cadeias longas

(BERNE et al., 2004). Os TG sao a forma de armazenamento energético mais
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importante no organismo, constituindo depdsitos no tecido adiposo e muscular.
Eles também sdo denominados de gordura neutra. Nos adipécitos, os TG,
muitas vezes, representam até 96% da massa da célula (GUYTON; HALL,
2006).

Os fosfolipidios tém, entre outras, a fungdo primordial de formar a
bicamada que € a estrutura basica das membranas celulares. O colesterol é
precursor dos horménios esterdides, dos acidos biliares, da vitamina D, além
de ter importantes fungbes nas membranas celulares, bem como nas barreiras
membranosas intracelulares que separam os diferentes compartimentos
celulares, influenciando na sua fluidez e no estado de ativacdo de enzimas
ligadas a membranas. Dessa forma, os lipidios mais importantes, na maioria
das células, sdo os fosfolipidios e o colesterol, que, em conjunto, constituem
cerca de 2% da massa total da célula (SBC, 2001; GUYTON; HALL, 2006).

Os lipidios s&o transportados no sangue em complexos moleculares
esféricos, as lipoproteinas (LP) (SILBERNAGL; DESPOPOULOS, 2003). Estas
sdo pequenas particulas que contém TG, colesterol, fosfolipidios e proteinas.
Assim, sua principal fungdo consiste em transportar seus componentes
lipidicos no sangue (GUYTON; HALL, 2006).

As LP distinguem-se conforme o tamanho, a densidade, a composigao
lipidica, o local de formagdo, bem como por suas apolipoproteinas. Estas
ultimas servem como elementos estruturais das LP, como ligantes para
receptores de LP na membrana das células-alvo e como ativadores de enzimas
(SILBERNAGL; DESPOPOULQOS, 2003).

Existem cinco classificacbes de LP, sendo elas: quilomicrons (sao
maiores e menos densas, ricas em TG); lipoproteina de densidade muito baixa
- VLDL (s&o de origem hepatica e contém altas concentragbes de TG e
concentragcdes moderadas de colesterol e de fosfolipidios); lipoproteina de
densidade intermediaria — IDL (LP de densidade muito baixa, das quais foi
removida parte dos TG, com o consequente aumento das concentragdes de
colesterol e de fosfolipidios); LDL (derivam de LP de densidade intermediaria
apds remogao de quase todos os TG, deixando concentragdes particularmente
elevadas de colesterol e concentragées moderadamente altas de fosfolipidios);
HDL (contém altas concentragdes de apoproteina, altas concentragbes de
colesterol e de fosfolipidios) (BERNE et al., 2004; GUYTON; HALL, 2006).
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Os fatores que influenciam nas propor¢des relativas de particulas LDL e
HDL sao de grande relevancia para a saude publica, pois o colesterol captado
do plasma como particulas LDL pelos macrofagos é um componente essencial
das placas ateroscleréticas nos vasos sanguineos principais. (BERNE et al.,
2004).

A aterosclerose € um processo dinamico e evolutivo, a partir do dano
endotelial de origem multifatorial com caracteristicas de reparagao tecidual
(SBC, 2001). Ela é considerada uma doenga inflamatéria e um dos principais
fatores de risco sdo as altas concentragbes plasmaticas de colesterol, em
especial LDL alto (ROSS, 1999), além da hipercolesterolemia, hipertenséo
arterial, obesidade e diabetes mellitus tipo 2.

Esses fatores sdo capazes de lesar o endotélio vascular causando uma
disfungdo endotelial. Em consequéncia do dano vascular, ocorre a expressao
de moléculas de adesdo que mediardo a entrada de mondcitos em direcdo ao
espaco intimal e englobardo lipoproteinas modificadas (predominantemente
LDL oxidadas), originando as células espumosas (foam cell). Diferentes
mediadores inflamatérios sdo liberados no espago intimal, perpetuando e
ampliando o processo, que por sua vez leva a formacdo da placa
aterosclerotica (ROSS, 1999).

1.1.3. Hipertensao arterial

A hipertensao arterial pode ser definida como uma doenca crénico-
degenerativa de carater multifatorial, entre os quais estdo fatores genéticos,
neuro-humorais, dietéticos, vasculares, renais e cardiogénicos (DAMASO,
2003). Ela apresenta elevado custo médico-social, principalmente por sua
participacdo em complicagcbes como: doenga cerebrovascular, doenga arterial
coronaria, doenca vascular de extremidades, insuficiéncia cardiaca e
insuficiéncia renal crénica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO -
SBH; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA - SBC; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEFROLOGIA - SBN, 2002).

Além disso, a hipertensao arterial € um dos mais importantes fatores de
risco para o desenvolvimento das doencgas cardiovasculares, explicando 40%
das mortes por acidente vascular encefdlico e 25% daquelas por doenca
arterial coronariana (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO;
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SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2002). Estima-se que a hipertensédo causa 4,5% das doencgas
globais atuais e € prevalente em muitos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION; INTERNATIONAL
SOCIETY OF HYPERTENSION - ISH, 2003).

De acordo com a WHO e ISH (2003), a classificagdo diagnostica de
hipertensdo em individuos maiores de 18 anos esta apresentada na Tabela 2,
sendo que € o valor mais alto de pressao sistdlica ou diastélica que estabelece
o estagio do quadro hipertensivo. Entretanto, quando as pressdes sistélica e
diastdlica situam-se em categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para

classificacao do estagio.

Tabela 2. Classificagao da pressao arterial (> 18 anos)

Pressao sistélica Pressao diastoélica

Classificagao

(mmHg) (mmHg)
Otima <120 < 80
Normal <130 <85
Limitrofe 130-139 85-89
Hipertensao
Estagio 1 (leve) 140-159 90-99
Estagio 2 (moderada) 160-179 100-109
Estagio 3 (grave) 2180 2110
Sistdlica isolada =140 <90

Vale salientar que a hipertensdo esta fortemente relacionada com a
obesidade (HALL, 2003), sendo a obesidade visceral (andréide) um importante
fator de risco para a hipertenséo arterial e doencga cardiovascular (SIRONI et
al., 2004). Existem varias anormalidades do sistema nervoso central e
periférico que podem explicar o desenvolvimento ou a manutencao da elevada
pressao arterial na obesidade, incluindo ativacdo simpatica e do sistema
renina-angiotensina-aldosterona. A hipertensao arterial na obesidade é também
associada a disfungdo endotelial e anormalidade da funcéo renal (Figura 2)
(RAHMOUNI et al., 2005).
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A ativacdo simpatica crbénica pode elevar a pressao arterial, aumentando
a reabsorgao de sédio no tubulo renal e vasoconstricdo periférica, induzida pelo
aumento da endotelina-1 e redugdo do oOxido nitrico (potente vasodilatador)
(RAHMOUNI et al., 2005). Somado a estes mecanismos a leptina também age
no hipotalamo para aumentar a pressao arterial através da ativagcdo do SNS
(Figura 2) (CARLYLE et al., 2002; EIKELIS et al., 2003).

'T‘endotelina-l ‘l'NO 1‘AGL 'T‘insulina Tleptina Taldosterona TSRA
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yu—
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OBESIDADE - HIPERTENSAO

Figura 2. Resumo dos mecanismos e sistemas hormonais envolvidos na
obesidade associado a hipertensdo. NO, oxido nitrico; AGL, acido graxo livre;
SRA, sistema renina-angiotensina; ANS, atividade nervosa simpatica
(Adaptado de RAHMOUNI et al., 2005).

Deste modo, uma caracteristica comum de individuos obesos é
apresentar atividade aumentada do SNS, inclusive para o rim, o qual € um
orgéo considerado chave na homeostase cardiovascular (RAHMOUNI et al.,
2005).

Além das alteracbes metabdlicas e cardiovasculares, individuos obesos
também apresentam modificagdes importantes no sistema imunoldgico, que

serdo elencadas no capitulo seguinte.



32

1.2. Sistema Imunolégico

O sistema imunolégico é extremamente complexo, pois envolve um
conjunto de células, tecidos, 6rgdos e moléculas que medeiam a resisténcia as
infecgbes (ABBAS; LICHTMAN, 2007). As células do sistema imune sintetizam
e reorganizam uma variedade de moléculas, incluindo anticorpos, proteinas de
complemento, fatores de crescimento, citocinas e receptores para as proprias
moléculas (KELLEY, 2001).

A interacdo e reacdo coordenada dessas células e moléculas aos
microorganismos infecciosos € que definem a eficiéncia das respostas
imunoldgicas (ABBAS; LICHTMAN, 2007). Todavia, mesmo substancias
estranhas néo-infecciosas podem despertar respostas imunes. Em alguns
casos, 0s proprios mecanismos que normalmente protegem contra a infecgao e
eliminam as substancias estranhas sdo capazes de causar leséo tecidual e
doencga (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

A defesa do organismo é constituida pela imunidade inata e adquirida. A
imunidade inata também chamada de imunidade natural ou nativa é
responsavel pela protecdo inicial contra as infecgdes. Seu mecanismo de
defesa é semelhante na maioria dos agentes infecciosos, por isso é
considerada um sistema de baixa especificidade. Fazem parte do mecanismo
de defesa dessa imunidade barreiras epiteliais, células matadoras naturais ou
natural killer (NK), sistema complemento, fagdcitos, como os neutréfilos e
macrofagos. A imunidade adquirida ou especifica € mediada pelos linfécitos e
os anticorpos produzidos por eles, que sdo responsaveis pela defesa tardia e
mais eficaz contra as infecgdes. Ela responde de maneira particular aos varios
tipos de antigenos, o que justifica ser denominada de especifica.
Adicionalmente, este sistema é eficiente especialmente por sua memoria, que
lhe atribui respostas mais vigorosas aos mesmos antigenos (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2007).

Vale ressaltar que os linfécitos, macrofagos e neutréfilos desempenham
um papel fundamental na resposta imunitaria e inflamatéria. Os linfécitos séo
células circulantes, que se originam nos tecidos linféides primarios (timo e
medula déssea), e podem migrar para os orgaos linféides secundarios (baco,
linfonodos e placas de Peyer). Estas células encontram-se em estado
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quiescente até serem estimuladas a proliferar (STITES; TERR; PARSLOW,
2000).

Os linfécitos podem ser divididos em duas classes, linfocitos B e
linfécitos T, as quais se diferem em suas fungdes. Os linfécitos B sao
responsaveis pela imunidade humoral, por meio da secregédo de anticorpos por
eles produzidos, que eliminam os microrganismos extracelulares. Os linfocitos
T conferem a imunidade celular ou mediada por célula, ndo produzem
anticorpos, mas secretam citocinas e ativam os macrofagos para que destrua
os patoégenos fagocitados induzindo morte microbiana ou lise das células ja
infectadas (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2007).

Deste modo, as respostas imunes sdo dependentes da habilidade dos
leucdcitos em migrarem do sangue para os tecidos periféricos, em locais de
inflamacéao. O recrutamento inflamatério celular € compreendido pela migragao,
rolamento, ativagdo e adesdo dos leucécitos (PATEL; CUVELIER; WIEHLER,
2002).

A inflamacao € um processo de defesa que envolve células sanglineas
e proteinas de um tecido em resposta a uma injuria, infecgdo, trauma ou
reacdo imunoldgica (KELLEY, 2001). Para o recrutamento dos leucdcitos
circulantes e consequente inicio da resposta inflamatéria, ocorre a liberagao de
citocinas, as quais apresentam papel chave neste processo (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2003).

As citocinas sdao hormoénios protéicos de baixo peso molecular que
medeiam e regulam as interagbes entre as células envolvidas nas respostas
imunes e inflamatérias. Elas sao produzidas pelas préprias células de defesa,
durante as fases de ativagdo da imunidade inata e adquirida (PLAYFAIR;
LYDYARD, 1999; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003), embora também
possam ser produzidas por varios outros tipos celulares, como por exemplo,
pelas células do musculo esquelético e do tecido adiposo (PETERSEN;
PEDERSEN, 2005; TILG; MOSCHEN, 2006). Assim, as citocinas
desempenham um papel critico na patogénese da inflamagdo e doencgas
alérgicas (KELLY, 2001).

Citocinas pré-inflamatorias favorecem a producdo de reacgodes
inflamatorias, sendo estas as interleucinas: IL-1, IL-6, IL-8, Fator de Necrose

Tumoral-a (TNF-a) e aquelas produzidas por células Th1 (IL-2 e interferon-y).
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Ja citocinas antiinflamatérias favorecem a produgdo de imunoglobulina E, e
ativagdo e/ou produgado de eosindfilos, incluindo receptor antagonista de IL-1
(IL-1ra), fator de crescimento de transformacgao-f (TGF-B) e as citocinas
produzidas pelas células Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10). Um desequilibrio entre as
citocinas pr6é e antiinflamatérias pode induzir respostas inflamatérias ou de
hipersensibilidade (alergias) (PLAYFAIR; LYDYARD, 1999; KELLY, 2001;
ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

Vale salientar que os processos de defesa do organismo podem sofrer
interferéncia ao estado nutricional do individuo, sendo que este fato esta

relacionado com a influéncia do tecido adiposo sobre o sistema imunoldgico.

1.2.1. Influéncia do tecido adiposo sobre o sistema imunolégico

O acumulo de tecido adiposo que leva a obesidade predispbe esses
individuos a um aumento no risco de desenvolverem muitas doencas, incluindo
aterosclerose, diabetes, doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, alguns tipos
de cancer e desordens mediadas pelo sistema imune, como a asma (CALLE;
KAAKS, 2004; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005; MANNINO et al., 2006)
Resultados epidemiolégicos demonstram que ha maior variedade e tipos
especificos de doencas em individuos obesos em comparacdo a individuos
magros (MARTI; MARCOS; MARTINEZ, 2001).

Adicionalmente, estas associagdes entre obesidade e doenca foram
investigadas nos ultimos anos, apresentando uma importante relagdo entre
metabolismo e sistema imunolégico. Muitas dessas interagdes parecem ser
orquestradas por uma complexa rede de mediadores soluveis derivados de
células imunes e adipécitos (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005; TILG;
MOSCHEN, 2006).

Nesta situacao, torna-se indispensavel indagar o porqué sao tdo comuns
doencas metabdlicas principalmente em individuos obesos e porque elas séo
crucialmente ligadas a processos inflamatérios.

Primeiramente, as unidades funcionais chave para o controle das
fungdes metabdlicas e imunes em organismos superiores tém evoluido a partir
de estruturas ancestrais comuns, como por exemplo, a estrutura da gordura

corporal da Droshophila melanogaster (droséfila), que incorpora de forma
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homodloga o figado e os sistemas hematopoiético e imune dos mamiferos. A
gordura corporal da mosca exerce uma fungéo decisiva na absorc¢ao de energia
e disponibilidade de nutrientes, além de coordenar as respostas de
sobrevivéncia e metabdlicas apropriadas, inclusive em relagdo a um elemento
patogénico. Nos organismos mais evoluidos, o tecido adiposo, o figado e o
sistema hematopoiético se especializaram em distintas unidades funcionais ou
orgaos. Ao passo que, estes orgaos tém mantido suas herangas evolutivas
(HOTAMISLIGIL, 2006) (Figura 3).

E interessante notar que o tecido adiposo e o figado apresentam uma
organizagdo estrutural na qual as células metabodlicas (adipocitos ou
hepatdocitos) estdo proximas as células imunes (células de Kupffer ou
macrofagos) e ambos tém acesso imediato a uma vasta rede de vasos
sanguineos (Figura 3). Dessa forma, ambos os tecidos formam um ambiente
adequado para interagcdo continua e dindmica entre resposta imunologica e
metabdlica, além de estabelecer comunicacdo com outros locais como as
ilhotas pancreaticas e o musculo (Figura 3). Entretanto, esta rede entre os
sistemas é prejudicial quando a inflamagao é aumentada, podendo contribuir

para o desenvolvimento de doengas metabdlicas.
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Figura 3. Evolugdo do tecido adiposo, figado e sistema hematopoiético em
distintos 6rgdos de mamiferos e sua organizagdo estrutural (Adaptado de
HOTAMISLIGIL, 2006).

No caso da obesidade, ela esta sendo caracterizada como um processo
inflamatorio sistémico de baixo grau (FANTUZZI, 2005; LUMENG; BODZIN;
SALTIEL, 2007). Embora os tipos de células e tecidos envolvidos nesta
resposta inflamatoéria ndo séo totalmente compreendidos, sabe-se que o papel
dos macrofagos e dos marcadores inflamatérios no tecido adiposo séo
alteracdes inflamatérias que caracterizam a obesidade. Ao passo que a perda
de peso é capaz de melhorar o estado inflamatério do individuo, bem como
reduzir significativamente as moléculas inflamatdrias circulantes e a infiltragao
dos macréfagos no tecido adiposo (CANCELLO; CLEMENT, 2006).

Assim, o tecido adiposo deixou de ser considerado um tecido inerte,
funcionando apenas como armazenador de energia (FANTUZZI, 2005; TILG;
MOSCHEN, 2006). Atualmente, ele € um 6rgao secretor ativo, enviando e
respondendo aos sinais que modulam o apetite, o gasto energético, a

sensibilidade a insulina, os sistemas endocrino e reprodutivo, o metabolismo
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0sseo, a inflamagao e a imunidade (FANTUZZI, 2005). Deste modo, o tecido
adiposo esta emergindo como um fator importante na regulagdo de muitos
processos patologicos (TILG; MOSCHEN, 2006).

Diversos produtos do tecido adiposo tém sido caracterizados, sendo que
alguns dos fatores soluveis produzidos por este tecido sdo conhecidos como
adipocitocinas. O termo adipocitocina € utilizado para descrever certas
citocinas que s&o produzidas principalmente pelo tecido adiposo, embora seja
importante destacar que elas ndao sédo todas exclusivamente derivadas deste
orgao (TILG; MOSCHEN, 2006).

Adiponectina, leptina, resistina, adipsina e visfatina sdo adipocitocinas
que proporcionam um importante elo de ligagado entre obesidade, resisténcia a
insulina e desordens inflamatérias (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005; ENRIORI,
et al., 2006; FANTUZZI, 2008). Varios outros produtos do tecido adiposo tém
sido descritos incluindo certas citocinas como: TNF-a, TGF-B, interferon-y,
interleucinas (IL-6, IL-1, IL-8, IL-10), fatores da cascata complemento (inibidor-1
do ativador de plasminogénio (PAI-1), fibrinogénio, proteinas relacionadas com
angiopoietina, metalotioneina, fator de complemento 3) e citocinas
quimiotaticas (proteina quimiotatica de mondécito-1 (MCP-1) e proteina-1a
inflamatéria de macréfago) (TONGJIAN et al., 2005; CANCELLO; CLEMENT,
2006; TILG; MOSCHEN, 2006; HUFFMAN, et al., 2008).

Estes produtos apresentam um papel importante na interface entre os
sistemas imunolégico e metabdlico. Assim, a obesidade esta associada com
uma resposta inflamatéria crénica, que é caracterizada pela produgao anormal
de citocinas, sintese aumentada de reagentes de fase aguda, como proteina C-
reativa (PCR), e ativagao de vias de sinalizagédo pro-inflamatéria (TONGJIAN et
al., 2005; SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006; TILG; MOSCHEN, 2006).

Além disso, o tecido adiposo de individuos obesos também contém um
grande numero de macréfagos, que sao uma fonte adicional de mediadores
soluveis no tecido adiposo. Uma vez que, os macréfagos estdo presentes e
ativos no tecido adiposo, eles, juntamente com os adipécitos e outros tipos de
células também presentes neste tecido, podem continuar um ciclo vicioso de
recrutamento de macrofagos e producao de citocinas pré-inflamatérias (TILG;
MOSCHEN, 2006). A infiltracdo de macrofagos aumenta proporcionalmente em
relacdo ao aumento do IMC e hipertrofia dos adipécitos (WEISBERG et al.,
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2003; CANCELLO; CLEMENT, 2006), tendo uma importante contribuicdo no
aumento da atividade inflamatoria na obesidade (INOUYE et al., 2007) (Figura
4), que por sua vez pode contribuir diretamente para o desenvolvimento de

doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e/ou outras comorbidades.

/ Eosindfilo Células endoteliais
Hipertrofia e hiperplasia
Ganho de peso —> dos adipécitos

Comunicagdo ﬁ Leptina
entre as células MCP-1
3 Ativagdo e infiltragdo dos Hipdxia
- Macréfago macréfagos no TA
Monécito /
= Regressao:

Eritrécito Linfdcito 7 * hipertrofia dos adipécitos
Vaso =~ S\ S « infiltragdo dos macréfagos

sangiiineo

Adipécito

-

Leptina Adiponectina §
l".-a

Perda de peso

Visfatina
IL-10

IL-6
TNF-a Outros fatores
N

MCP-1

TNF-a

IL-6

MCP-1

Resistina

Outras citocinas e

quimiocinas

l]\do TNF-ainibe
adiponectina

Figura 4. Tecido adiposo: componentes celulares e moléculas sintetizadas. O
aumento do tecido adiposo durante o ganho de peso conduz a ativagdo dos
mondcitos circulantes e consequente infiltragdo dos macrofagos no tecido
adiposo branco através de varios fatores como: secre¢cao de MCP-1, de leptina,
hipdxia no tecido adiposo e estresse nas células endoteliais. A comunicacao
entre adipocitos, macrofagos e células endoteliais pode agravar a inflamagéo
local e sistémica, resultando no aumento da secre¢cdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias que sao liberadas tanto pelos adipdcitos, quanto
pelos macrofagos. A perda de peso induz significativa regressao na hipertrofia
dos adipdcitos e infiltragdo dos macréfagos no tecido adiposo, que por sua vez
melhora a inflamacao local e sistémica.

A inflamacéao crénica € um processo complexo, pois além do acumulo de
macréfagos e produgédo exacerbada de intermediarios inflamatérios no tecido
adiposo, a fungédo das células T também esta alterada (WU et al., 2007). As

células T sado importantes componentes celulares nas placas de ateroma e
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pode ser relevante na evolugao de lesdes ateroscleréticas pela comunicagao
com os macréfagos, através da interagcdo célula-célula e/ou secregcdo de
mediadores inflamatérios (MELIAN et al., 1999; HANSSON, 2005).

A leptina, por exemplo, € um notavel modulador da fungéo de células T.
Ela protege os linfocitos T de apoptose (morte celular programada), regula sua
proliferacdo e ativacdo, além de influenciar na sua producdo de citocinas
(FANTUZZI, 2005). A produgéo de citocinas pelos linfécitos T € suprimida em
criangas deficientes de leptina e restaurada pela sua administracédo (FAROOQI
et al., 2002).

De acordo com um estudo realizado por Nieman et al. (1999) individuos
obesos apresentaram leucocitose, neutrofilia, linfocitose e monocitose em
relacdo a individuos nao obesos, estando o IMC correlacionado
significativamente com a contagem de leucdcitos totais.

Por outro lado, a desnutricdo grave provoca imunodeficiéncia, estando
associada com atrofia no timo, falha nas respostas da imunidade celular
(redugdo na fungdo das células T), alteragdes na produgédo e secrecédo de
imunoglobulina A, na fagocitose, no sistema complemento e na produgéo de
citocinas. Assim, individuos desnutridos apresentam aumento na
suscetibilidade e gravidade de infec¢des e desequilibrio na interagdo entre os
sistemas imunoldgico, enddécrino e sistema nervoso central (SNC) (MARCOS,
2000; NOVA et al., 2002; SAVINO, 2002).

Dessa forma, parece que o sistema imunoldgico sofre influéncia da
quantidade de tecido adiposo que o individuo possui, apresentando alteragdes
no numero e na funcionalidade dos leucécitos, além das modulacdes dos

mediadores inflamatérios, que serdo destacados a seguir.

Interleucina-2 (IL-2)

A IL-2 exerce efeitos regulatérios na maioria das células corporais,
especialmente células imunes, sendo primariamente produzidas pelos linfécitos
T e linfécitos NK. As agdes da IL-2 incluem a estimulagdo da proliferagéo e
diferenciacao de células B e T, elevagao da citotoxidade de linfécitos tanto
pelas células NK como pelas células citotdxicas, ativagdo de
mondcitos/macroéfagos, e a liberagdo de outras citocinas como TNF-a e IFN-y
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).
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Além disso, a IL-2 é uma citocina tipicamente pro-inflamatdria, a qual
favorece a producao de reagdes inflamatérias, assim como a IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-a (PLAYFAIR; LYDYARD, 1999; KELLY, 2001). Sendo assim, a IL-2
exerce um importante papel nas respostas celulares humorais e inflamatérias
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

Individuos obesos exibem um quadro de inflamagdo crénica,
apresentando caracteristicamente leptina elevada, a qual aumenta a producao
de célula Th1, IL-2 e IFN-y (TILG; MOSCHEN, 2006). Lorenzo et al. (2007) né&o
encontraram diferenga significativa nas concentragbes plasmaticas de IL-2
entre individuos pré-obesos e ndo obesos. Enquanto que a sensibilidade para
IL-2 apresenta moderada correlagdo positiva com niveis séricos de LDL e
ingestdo de carboidratos e alta correlacdo negativa com a ingestdao de
gorduras, alimentos estes prevalentes na dieta de individuos obesos (DOVIO et
al., 2004).

Interleucina-4 (IL-4)

A IL-4 é uma citocina classificada como antiinflamatéria e anabdlica
(ZALDIVAR et al., 2006), a qual estimula a atividade humoral (proliferacéo de
células B e sintese de imunoglobulina) e é produzida por células T e mastocitos
(ALMAWI; TAMIM; AZAR, 1999; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; TILG;
KASER; MOSCHEN, 2006). Sua expressao e secrecdo pode ser modulada
pelo horménio sexual feminino 17B-estradiol, a partir de células T helper CD4"
(HAMANO et al., 1998).

A producéo de IL-4 é diminuida pela acado da leptina através das células
Th2 (TILG; MOSCHEN, 2006). Fraser et al. (2000) realizaram um estudo com
ratos e comprovaram que os niveis de leptina plasmaticas sdo reduzidos
quando um jejum prolongado € induzido, tal condi¢do induz a reducédo da
fungcdo imunolégica, com aumento da producdo de IL-4 e diminuigdo de
linfécitos CD4 e linfécitos T ativados.

A indugédo das células Th2 ou o tratamento com as citocinas Th2 (IL-4 e
IL-10) parece prevenir o diabetes insulino-dependente, pois elas suprimem a
producdo de citocinas das células Th1. Deste modo, esta patologia foi
associada com a predominancia de citocinas Th1 com concomitante declinio na
producao de Th2 (IL-4) (ALMAWI; TAMIM; AZAR, 1999). Assim, citocinas
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produzidas pelas células Th2 (IL-4 e IL-10), garantem a funcao reguladora e,
portanto, medeiam a protecdo do diabetes (ATEGBO et al., 2006).

Além disso, a IL-4 tem um papel importante na resposta alérgica, sendo
um dos principais sinais que ativam uma resposta imune em dire¢ao a alergia e
hipersensibilidade (BELENGER et al., 2002).

A asma é considerada uma doenga das células Th2 (FELDMANN,
2008), pois além de contribuir para a resposta anormal de citocinas, parece que
ela também produz uma proteina denominada de pro-horménio de melanina
concentrado (PMCH) que é conhecida por aumentar o apetite. O PMCH ¢é
liberado na circulagdo pelas células Th2 no pulmao asmatico podendo
estimular o aumento do apetite no hipotalamo, que por sua vez pode levar o
individuo a obesidade (AHMAD, 2007).

A obesidade também afeta os niveis circulantes de 17B-estradiol
(BELENGER et al., 2002) e a disponibilidade biolégica do mesmo
(KIRSCHNER et al., 1990). No entanto, em um estudo realizado por Vieira et

al. (2005) nao foi detectado IL-4 em mulheres obesas.

Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 € uma substancia biologicamente ativa que n&o é secretada
apenas pelas células do sistema imunoldgico durante condigbes inflamatorias,
mas €& também liberada pelo tecido adiposo (FRUBECK et al., 2001) e pela
contracdo muscular na auséncia de inflamacgéo (STEENSBERG et al., 2000).

Essa citocina € um potente estimulador da secre¢cdo de proteinas de
fase aguda da inflamacéo, pelo figado. A IL-6 também exerce uma fungao na
regulacdo do metabolismo e na composigao corporal, através da detecgao de
seu receptor no hipotalamo, desencadeando aumento no gasto energético,
diminuigdo na ingestdo alimentar e massa adiposa (DAMASO, 2003).

Foi evidenciado que a concentragdo plasmatica de IL-6, em jejum,
apresenta-se positivamente relacionada com a adiposidade e negativamente
com a agao da insulina (VOZAROVA et al., 2001). De acordo com Vozarova et
al. (2001), a relagéo entre IL-6 e a agdo da insulina parece ser mediada pela
adiposidade. Estudos monstram que a deficiéncia de IL-6 leva ao
desenvolvimento de obesidade (WALLENIUS et al., 2002; CHIDA et al., 2006;
WERNSTEDT et al., 2006).
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Outros estudos encontraram concentragdes aumentadas de IL-6 em
individuos obesos comparados com individuos eutroficos e indicaram essa
adipocina como um possivel marcador pro-inflamatorio (PARK; PARK; YU,
2005; CESARI et al., 2003).

Na perspectiva metabdlica, a IL-6 pode possuir efeitos lipoliticos em
associagao com o exercicio fisico (PRESTES et al., 2006). Hall et al. (2003)
propuseram que esta citocina é um potente modulador do metabolismo de
gorduras, a partir do aumento da oxidacao de acidos graxos e a reesterificagéo
dos mesmos, sem causar hipertrialcilgliceridemia, em 18 homens ativos que
receberam a infuséo de IL-6.

Vale ressaltar, que a IL-6 na auséncia de inflamagédo estimula a
producao de IL-10, IL-1ra e de receptores soluveis de TNF, apresentando uma
importante fungao antiinflamatéria (PEDERSEN; PETERSEN, 2005). Contudo,
os efeitos da IL-6 no organismo, muitas vezes s&o antagbnicos, pois essa
adipocina em alguns momentos desempenha um papel pro-inflamatorio, e em
outras situagdes exerce uma acgao antiinflamatéria, como foi apresentado
anteriormente. Assim, o tipo de agéo da IL-6 parece ser dependente de varios

fatores, incluindo o estado nutricional e o estilo de vida do individuo.

Interleucina-15 (IL-15)

A IL-15 induz a proliferagdo de células T (BRUTON et al., 1994,
GRABSTEIN et al., 1994), aumenta a citotoxidade das células NK, regulagédo
ascendente da producao de citocinas derivadas das células NK, incluindo IFN-
y, fator estimulante de colbénia de granulécitos-mondcitos (GM-CSF) e TNF-a
(CARSON et al.,, 1994) e pode proteger as células T e os neutrdfilos de
apoptose (GIRARD et al., 1996).

Vale destacar que a IL-15 possui uma atividade biolégica semelhante a
da IL-2, pois ela medeia as suas fungbes através das cadeias B e y dos
receptores da IL-2 (GIRI et al., 1994), explicando, assim, o elevado grau de
similaridade funcional entre IL-2 e IL-15. Entretanto, ao contrario da IL-2, que é
produzida quase que exclusivamente por células T ativadas, a IL-15 n&o é
expressa nessas células, e sim na placenta, no rim, no pulmao, no coragao, no

musculo esquelético e no tecido adiposo (GRABSTEIN et al., 1994).
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No musculo esquelético, a IL-15 esta envolvida na diferenciagdo de
miécitos e fibras musculares para aumentar a quantidade de proteinas
contrateis (QUINN; HAUGK; GRABSTEIN, 1995; ARGILES et al., 2005), sendo
considerada um fator de crescimento (NIELSEN et al., 2007).

No tecido adiposo, a IL-15 pode desempenhar um papel importante no
controle de deposicdo de gordura (ARGILES et al., 2005). Ela induz redugéo de
massa, atividade lipogénica e atividade da lipase lipoprotéica (CARBO et al.,
2001). Segundo Alvarez-Cordero (1998), foi demonstrado que esta interleucina
pode influenciar a diminuicdo dos niveis de leptina circulante, resultando na
perda de tecido adiposo. Entretanto, receptores de IL-15 tém mostrado estar
diferencialmente expressos no tecido adiposo de obesos e de animais normais
(ALVAREZ et al., 2002).

A IL-15 é altamente expressa no musculo esquelético e o seu papel na
regulacdo do metabolismo muscular e do tecido adiposo, pode contribuir para
uma melhor compreensdo de doengas relacionadas ao peso corporal (caquexia
e obesidade), ja que a comunicagao entre esses tecidos tem sido associado ao
controle de gordura corporal e massa magra (ARGILES et al., 2005; LOPEZ-
SORIANO et al., 2006).

Fator de necrose tumoral-a (TNF- a)

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria envolvida em inflamagdes
sistémicas, o qual estimula a rea¢do de fase aguda, também esta envolvido no
recrutamento de neutréfilos e mondcitos, na proliferacéao e diferenciacéo celular
e pode causar apoptose celular e originar tumores. Assim, o TNF-a induz
efetivamente respostas inflamatérias locais e auxilia na regulacéo das células
imunes e controle de infecgdes. Sua desregulagdo e, em particular,
superproducao implica em diversas doencgas, assim como a caquexia € 0
cancer (GOEBEL et al., 2000; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

Desta forma, o TNF-a é considerado um dos mediadores anorexigenos e
pré-catabolicos, sendo esses efeitos dependentes do SNC, particularmente o
hipotalamo. Parece que a sinalizacdo pro-inflamatéria no hipotalamo,
especialmente promovida pelo TNF-a, pode desempenhar um duplo papel no

controle da alimentagdo e termogénese, pois em alguns casos, ocorre a
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promogao do catabolismo e em outros a obesidade (MATTHYS; BILLIAU,
1997; DE SOUZA et al., 2005).

Assim, o TNF-a n&o atua apenas em respostas imunoldgicas, como
também esta envolvido no desenvolvimento e expressdo fenotipica da
obesidade (PAUSOVA et al., 2000). Essa citocina € um peptideo vasoativo que
também é sintetizado e secretado pelo tecido adiposo, podendo contribuir para
a ativacdo endotelial e para o estado pro-inflamatério, sendo suas
concentragdes sensivelmente elevadas em individuos obesos (DAMASO,
2003).

Além disso, o TNF-a inibe a diferenciacdo de adipdcitos, reduz a
capacidade de sintese de triglicerideos nos mesmos e também esta
relacionado com o desenvolvimento de resisténcia a insulina, por inibir
diretamente a translocacdo de glicose e a sinalizagdo da insulina
(HOTAMISLIGIL et al., 1994a; HOTAMISLIGIL et al., 1996).

Entdo, o TNF-a em tecidos periféricos prejudica o sinal de transdugéo da
insulina através da ativacado de serinas quinase que participam da sinalizagao
pré-inflamatéria, tais como JUN N-terminal quinase (JNK) e I-kappa-B quinase
(IKK) (HOTAMISLIGIL et al., 1994b; HOTAMISLIGIL, 2003). A ativagao da via
do fator nuclear-kB (NF-kB) pelo TNF-a induz resisténcia a insulina (YUAN et
al., 2001).

Na obesidade, o aumento na producdo de TNF-a pelo tecido adiposo
pode ser o principal responsavel por desregular a atividade de outras
adipocitocinas produzidas no adipécito (MATSUDO; MATSUDO, 2007). KERN
et al. (1995) mostraram que individuos obesos apresentam aumento da
expressdo do TNF-a no tecido adiposo e que apds a perda de peso a
expressao desta citocina diminui.

O TNF-a estimula a producédo de IL-6 no tecido adiposo e nas células
mononucleares, que num estado inflamatério € a responsavel pelo aumento da
producao das proteinas de fase aguda no figado, como a proteina C-reativa
que é langcada na circulagdo, tornando-se um importante marcador da
inflamagao (PEDERSEN; PETERSEN, 2005).

Deste modo, parece que as diversas citocinas apresentam papéis
distintos em individuos obesos, o que justifica a relevancia de estudar como

elas se comportam em individuos com variados indices de massa corporal.
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2. OBJETIVOS DA PESQUISA
2.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo verificar a correlagao entre indice

de massa corporal e a resposta imunologica de mulheres adultas sedentarias.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia do IMC quanto aos seguintes parametros:
1. Porcentagem ocupada pelas hemacias no volume total de sangue;
2. Numero total de leucdcitos circulantes;
3. Numero relativo e absoluto de linfécitos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilos e
baséfilos circulantes;
4. Concentragao sérica das citocinas: interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-15 (IL-15) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a);
5. Correlagao do hematdcrito, leucometria, leucograma diferencial e citocinas com
parametros antropométricos (IMC, massa gorda e massa magra em quilos,
percentual de massa gorda e massa magra, razao cintura-quadril, circunferéncias
de cintura, quadril e braquial) e hemodindmicos (pressao arterial sistolica e

diastdlica).
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3. METODOLOGIA

3.1. Casuistica

As unidades observacionais foram constituidas de 138 mulheres do
oeste paulista, com idade entre 18 a 45 anos, as quais foram recrutadas entre
188 das que apenas iniciaram o estudo, mas nao concluiram todas as etapas
do mesmo. As voluntarias foram informadas sobre a pesquisa por meio de
contato telefnico, cartazes, panfletos (Anexo 8.1) e/ou convite informal, sendo
que todas as participantes do estudo preencheram e entregaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 8.2). Em seguida, foram realizadas
entrevistas individuais para levantamento de informagbes sobre a saude e
habitos de vida.

Foram excluidas do estudo, as pessoas que praticavam atividade fisica
regularmente; mulheres diabéticas, portadoras de hipertensdo grave, de
hipotireoidismo, gestantes, lactantes e aquelas em tratamento medicamentoso
ou ndo, para obesidade e dislipidemias, além de outras doengas que alterem
as condi¢cbes metabdlicas avaliadas, que ndo a obesidade.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP) (n° protocolo: 81/05) (Anexo
8.3).
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RECRUTAMENTO DAS VOLUNTARIAS

U contato telefonico;
U cartazes e panfletos;
U convite informal.

Ut

ENTREVISTA INDIVIDUAL

U Levantamento de informagdes sobre saude e habitos de vida.

J

COLETA DE DADOS

O avaliagao antropométrica.
U coleta de sangue;

]
ANALISES SANGUINEAS
]

ENTREGA DOS RESULTADOS
PARA AS VOLUNTARIAS

Figura 5. Fluxograma das atividades desenvolvidas no decorrer da pesquisa.
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3.2. Distribuicao dos Grupos
As voluntarias que participaram do estudo foram divididas em 6 grupos,
sendo estes:
1) grupo baixo peso (G1) — IMC < 18,5 kg/m? (n=8);
2) grupo eutréfico (G2) — IMC de 18,5 a 24,9 kg/m? (n=46);
3) grupo pré-obeso (G3) — IMC de 25 a 29,9kg/m? (n=22);
4) grupo obeso classe | (G4) — IMC de 30 a 34,9kg/m? (n=16);
5) grupo obeso classe Il (G5) — IMC de 35 a 39,9kg/m? (n=23);
6) grupo obeso classe Il (G6) — IMC = 40kg/m? (n=23).

3.3. Afericao da Pressao Arterial

A afericdo da pressao arterial foi realizada por uma enfermeira,
utilizando um esfigmomandmetro (da marca BECTON DICKISON), antes da
avaliacdo antropométrica e repetida antes da coleta de sangue. Se caso as
medidas aferidas fossem discrepantes esta era repetida. Para aferir a presséo
arterial a voluntaria estava sentada em lugar confortavel, com o brago apoiado
na altura do coragéo e o manguito cobrindo 40% do perimetro da circunferéncia
do brago. A camara do manguito foi colocada em contato direto com a artéria
braquial e inflada rapidamente até 30mmHg acima do desaparecimento do
pulso arterial distal, posteriormente foi desinflado a uma velocidade de 2 a
4mmHg/segundo, considerando o aparecimento dos sons para identificacao da
pressdo sistolica (PAS) e o desaparecimento (fase V de Korotkoff) para
identificac&o da presséo diastolica (PAD).

Foram utilizados os valores de referéncia propostos pela Sociedade

brasileira de hipertensao (2004).

3.4. Avaliagao Antropométrica

Foram mensurados os seguintes indicadores: peso corporal, estatura,
circunferéncias de cintura, quadril e brago direito. Posteriormente, foi calculado
o IMC das voluntarias. Além disso, as medidas de gordura corporal e massa
magra (em quilos e em percentual) foram estimadas pelo método de
impedancia biolétrica (da marca VCORP e o modelo BIA 101Q). Para a
realizacao da impedanciometria, as mulheres permaneceram deitadas, iméveis,

na posicao horizontal e a fim de ndo comprometer a qualidade dos dados,
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foram realizadas algumas recomendagdes as voluntarias antes da avaliagao,
sendo estas: usar roupas confortaveis para a realizagdo da avaliagdo, nao
realizar exercicios 24 horas antes do exame, ndo consumir bebida alcodlica 48
horas antes da avaliagcdo, urinar dentro de 30 minutos antes da avaliacao,
conforme orientagdo do fabricante do equipamento (RJL Systems, Estados
Unidos). Como a avaliagdo antropométrica foi realizada logo em seguida a
coleta de sangue, as voluntarias estavam em jejum de 12 horas tanto de
alimentos (indicado para a coleta de sangue) como de liquidos (indicado para a
avaliagao da composigao corporal), para que minimizasse possiveis alteragcoes

em ambas as avaliacdes.

3.5. Coleta de Sangue

A coleta de sangue foi realizada por um profissional qualificado no
Laboratério de Performance Humana da UNIMEP, em dia agendado
especificamente para a afericdo da presséao arterial, avaliagdo antropométrica e
coleta sanguinea. As voluntarias estavam em jejum de 12 horas, para a coleta
de sangue. Os materiais utilizados na coleta foram todos descartaveis,
padronizados, etiquetados e de reconhecida qualidade. Em seguida foi
fornecido um lanche para as participantes do estudo.

As amostras foram coletadas por puncao venosa em 2 tubos de sangue
com heparina (anticoagulante para hematologia) extraidos de cada voluntaria.
Para as dosagens das interleucinas o plasma obtido das voluntarias foi
congelado no freezer a -70°C.

3.6. Descricao Metodolégica dos Indicadores Analisados

3.6.1. Hematécrito: porcentagem de hemacias no volume total de sangue
Apdés a coleta do sangue, o tubo que continha heparina foi
homogeneizado. Dois tubos capilares com heparina (aproximadamente 75% do
volume do tubo) foram preenchidos com a amostra de sangue. Os tubos
capilares foram tampados com massa especial e centrifugados durante 5
minutos na centrifuga de capilares. Os resultados foram obtidos por meio do

cartio de leitura de hematdcrito em numero relativo de células. Essa
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metodologia foi realizada seguindo cuidados e especificagdes ja previamente
publicados (BANFI e DOLCI, 2003).

3.6.2. Leucometria: contagem dos leucécitos totais circulantes

Apoés a coleta do sangue, o tubo com heparina foi homogeneizado e
retirado uma aliquota de 10uL (microlitros) de sangue. Esta aliquota foi
colocada em um eppendorf que continha 190uL do corante TURKEY (Sigma,
St. Louis, MO, USA). Com uma pipeta, o conteudo do eppendorf (10uL de
sangue + 190uL do corante) foi homogeneizado. Em seguida foi preenchida a
camara de Neubauer e realizada a contagem total dos leucécitos no
microscopio Optico de luz. Os resultados foram expressos em numero de
células x mm3 Essa metodologia foi realizada seguindo cuidados e
especificagdes ja previamente publicados (BANFI e DOLCI, 2003).

3.6.3. Leucograma diferencial: contagem das popula¢ées leucocitarias

Apdés a coleta do sangue, o tubo que continha heparina foi
homogeneizado. Foi pego uma lamina bem limpa e seca (preparada 24h
antes), colocado 7,5 ul de sangue sobre a lamina e com a lamina extensora a
gota de sangue foi pressionada com angulo de 45° em relagcédo a extremidade
da lamina, no qual foi feito o esfregago. O arrasto foi procedido em direcéo a
outra ponta da ladmina com velocidade constante. A lamina foi seca a
temperatura ambiente (2 a 3 minutos) sendo precedida a coloragédo. Para a
coloragédo foi colocado sobre a ldmina de esfregaco 3 ml do corante MAY
GRUNWALD e GIEMSA. Ap6s 4 minutos, foi colocado 5 ml de agua destilada
em cima da lamina e 2 minutos foram esperados. Em seguida, a lamina foi
lavada com agua corrente, deixando-a inclinada para secar em temperatura
ambiente. Apos a secagem da ladmina a leitura foi procedida, em objetiva de
imersdo em Microscépio Optico de Luz e aparelho LEUCOTRON TP.

O resultado expressa o numero relativo (%) das subpopulagdes
leucocitarias (linfocitos, neutroéfilos, mondcitos, eosindfilos e basdfilos). A partir
do numero relativo obtido, o numero absoluto foi calculado realizando uma

regra de trés (Figura 6).



53

Nimero absoluto de leucécitos (mm?) 100%
valor obtido na leucometria \\ ’ numero relativo de leucécitos totais
\ /’
N2
A4
/)‘\
X e N Numero relativo de uma populacgao
. ~ N if sci
nimero absoluto de uma populagio | 2> especifica de leucdcitos (%)
especifica de leucécitos (mm?) valor obtido no leucograma diferencial

X = n° absoluto de leucdcitos . n° relativo de uma populacao especifica de leucdcitos
100

Figura 6. Calculo para determinar o numero absoluto (mm?3®) de uma das
subpopulagdes especificas de leucécitos. Este calculo foi realizado em todas
as subpopulagdes leucocitarias.

Essa metodologia foi realizada seguindo cuidados e especificagdes ja
previamente publicados (BANFI e DOLCI, 2003).

Vale ressaltar que os resultados da série branca e vermelha do sangue
foram também comparados com os valores de referéncia do Laboratério Fleury
(Anexo 8.5).

3.6.4. Determinacao sérica das interleucinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-15 e TNF-a
As dosagens de IL-2, IL-4, IL-6, IL-15 e TNF-a foram realizadas a partir
da coleta do plasma do sangue das voluntarias e determinadas pelo método
ELISA (Ensaio imunoenzimatico em fase sdélida), seguindo as especificagbes
correspondentes ao Kit (R&D Systems, Minneapolis, MN), sendo os resultados
expressos em pg/ml. Todas as amostras para determinagao das concentragoes
das citocinas circulantes foram realizadas em duplicata, para garantir a
precisdo dos resultados obtidos. Essa metodologia foi realizada seguindo
cuidados e especificagdes ja previamente publicados (BANFI e DOLCI, 2003).

3.6.4.1. Protocolo para as dosagens de IL-2, IL-4, IL-6, IL-15 e TNF-a

Preparagao do reagente
Todos os reagentes foram colocados em temperatura ambiente antes do
uso.

Anticorpo de captura: reconstituido com 1.0mL de PBS.

Anticorpo de deteccao: reconstituido com 1.0mL de reagente diluente.
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Padrao: reconstituido com 0.5mL de agua destilada ou deionizada. A solugao
foi misturada por 15 minutos com agitagéo leve, antes de fazer as diluigdes. Foi
usada a solugdo estoque para produzir a curva padréo (sete pontos) numa
diluicdo de 2x em série no reagente diluente (Figura 7). Para cada uma das
citocinas foi recomendado um determinado valor para o maior padrdo em
pg/mL, sendo que o reagente diluente foi utilizado como padrdo zero para

todas elas.

300ul 300pl 300ul 300pl 300pl 300pl

LN ONONONONY

Padrao 1 Padrdao2 Padrao3 Padrdo4 Padrdo5 Padrao6 Padrio?
{mais alto) 300ulRD  300ulRD  300ulRD  300ulRD  300ulRD  (mais baixo)
300ul RD

X pl padrdo + g.s.p. 600pl RD

Figura 7. llustragao do procedimento de diluicdo dos padrdes das citocinas. X,
simbolo para o maior valor do padrao estipulado pela bula de cada kit; q.s.p.,
quantidade suficiente para 600ul; RD, reagente diluente (ou seja, se o valor de
x for igual a 10ul, entéo, deve ser colocado 10ul do padrao + 590ul de reagente
diluente). Como o volume total do eppendorf padrdo 1 € 600ul, foi colocado
300ul de reagente diluente em todos os demais eppendorfs para fazer a
diluicao seriada.

Estreptavidina: diluida em reagente diluente para a concentragdo de trabalho

especifica nomeada no frasco.

Todos esses materiais listados acima foram fornecidos pelo Kkit,
entretanto, o PBS, o tamp&o de lavagem, o tampao de bloqueio, a solugéo
substrato e a solugdo de parada foram materiais exigidos, adquiridos e

preparados separadamente.
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Preparagao do plaqueamento

1.

O anticorpo de captura foi diluido em PBS para concentragcédo de trabalho. A
microplaca (96 pogos) foi preenchida imediatamente com 100uL por pogo do
anticorpo de captura diluido. A microplaca foi coberta e encubada overnight

em temperatura ambiente.

. Cada poco foi aspirado e lavado com 400uL de tampao de lavagem, sendo

repetido este processo duas vezes para um total de 3 lavagens. Apds a
ultima lavagem, foi removido completamente o restante do tampé&o de
lavagem em todos os pogos, aspirando ou invertendo a placa. Foi utilizado
papel toalha para absorver o excesso de liquido. Esse passo € essencial

para um bom desempenho.

. As placas foram bloqueadas adicionando 300uL de tampao de bloqueio em

cada poco. A placa foi coberta e encubada em temperatura ambiente por no

minimo 1 hora.

. Foi repetido a aspiragado/lavagem como no passo 2. Apds este passo as

placas ficavam prontas para adicdo das amostras.

Procedimento do ensaio

Todos os reagentes e amostras foram colocados em temperatura

ambiente antes de usar. E recomendado que todas as amostras e os padrdes

sejam analisados em duplicata.

1.

Foi adicionado 100uL por pogco dos padrées no reagente diluente
(preparados minutos antes de usar) (Figura 6) e das amostras. A placa foi

coberta e encubada por 2 horas em temperatura ambiente.

. Foi repetido a aspiragéo/lavagem do passo 2 da preparacgéo da placa.

. Foi adicionado 100uL do anticorpo de detecgédo, diluido em reagente

diluente, para cada pocgo. A placa foi coberta e encubada por 2 horas em

temperatura ambiente.

. Foi repetido a aspiracao/lavagem do passo 2 da preparagao da placa.

5. Foi adicionado 100uL de estreptavidina em cada pogo. A placa foi coberta e

encubada (protegida da luz) por 20 minutos em temperatura ambiente.

. Foi repetido a aspiragéo/lavagem, idem passo 2.
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7. Foi adicionado 100uL de solugdo substrato em cada pogo. A placa foi
encubada (protegida da luz) por 20 minutos em temperatura ambiente.

8. Foi adicionado 50uL de solugdo de parada em cada pogo. A placa foi movida
gentilmente para garantir a mixagem.

9. A densidade 6ptica de cada poco foi determinada imediatamente, usando o
leitor da microplaca ajustada para 450nm. A corre¢gdo do comprimento da foi
ajustada para 540nm. Como a corre¢do do comprimento de onda estava
disponivel, foi subtraido a leitura de 540nm da leitura de 450nm. Esta

subtragao corrige as imperfeicdes Opticas da placa.

3.7. Andlise Estatistica

Os dados foram expressos em mediana e amplitude inter quartil (AlQ).
As variaveis foram submetidas ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e ao teste
homocedasticidade de Levene. Como os pressupostos ndo foram satisfeitos
em 86,7% das variaveis, foi utilizado em todas as analises testes nao
paramétricos.

As comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando o teste de
Kruskall-Wallis e ao apresentarem significancia estatistica, as variaveis foram
submetidas ao Teste de DUNN. Para verificar a relacdo entre as variaveis em
um estudo de correlacao linear simples foi utilizado o coeficiente de Spearman
(SIEGEL, 1975). Para interpretar o valor numérico das correlagbes foi seguido
a divisdo de categorias de Bunchaft e Kellner (1999) (Anexo 8.4). Em todos os
célculos foi adotado um nivel critico de 5%. As diferengas estatisticas com
valor de p<0,05 foram consideradas significativas.

As analises foram processadas com o uso dos pacotes computacionais
SPSS® versdo 11.5. e BioEstat 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas das Participantes do Estudo

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas de todos os grupos do estudo. A
idade das voluntarias dos grupos pré-obeso (G3), obesidade classe | (G4) e
obesidade classe Il (G5) apresentaram-se mais elevadas significativamente em
relagdo ao grupo eutroéfico (G2). O peso corporal e o indice de massa corporal
mostraram elevagdes significativas em todos os grupos em relagdo ao grupo
eutrofico (G2), exceto o grupo baixo peso (G1). Entretanto, quando comparado
com o grupo pré-obeso (G3), o peso corporal e o indice de massa corporal no
grupo baixo peso (G1) apresentou-se significativamente menor, enquanto que
0s grupos obesidade classe Il (G5) e obesidade classe Il (G6) foram
significativamente maiores. O grupo obesidade classe Il (G6) mostrou-se
aumentado significativamente em relacdo ao grupo obesidade classe | (G4)
apenas no indice de massa corporal. Ainda, o grupo baixo peso (G1)
apresentou o peso corporal significativamente mais baixo em relagdo aos
grupos obesidade classe | (G4), obesidade classe Il (G5) e obesidade classe Il
(G6). Na variavel estatura ndo houve diferenga significativa na comparagéao
entre os grupos.

A pressao arterial sistélica apresentou-se reduzida no grupo baixo peso
(G1) quando comparado com os grupos que tem obesidade (G4, G5 e G6).
Ainda nesta variavel o grupo obesidade classe Il (G6) mostrou-se aumentado
significativamente em relacédo aos grupos eutrofico (G2) e pré-obeso (G3). Ja a
pressao arterial diastélica apresentou-se elevada significativamente nos grupos
obesidade classe | (G4) e obesidade classe lll (G6) quando comparado com o
grupo eutrofico (G2). Em contrapartida, o grupo baixo peso (G1) mostrou-se
significativamente menor em relagdo aos grupos obesidade classe | (G4) e
obesidade classe Ill (G6) (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas dos grupos do estudo

Variaveis G1 G2 G3 G4 G5 G6
Idade (anos) M 27 27 34 37 34 32
AlQ 9 10 12,52 92 14,252 8,25
PC (Kg) M 447 57,3 69,7 82,6 93,5 112,8
AlQ 1,07 7.8 8,422 112 12,47% 17,32
Estatura (m) M 1,61 1,62 1,59 1,61 1,58 1,58
AlQ 0,04 0,08 0,08 0,10 0,09 0,11
IMC (Kg/m?) M 17,48 2145 27,16 32,40 36 45 87
AlQ  1,14bce 2,33 2,222 1,662 1,35% 3,08%°
PAS (mmHg) M 104 110 116 120 120 140
AlQ 15¢de 20 18,25 4 12,5 102
PAD (mmHg) M 70 70 80 80 80 90
AlQ gce 11 15,25 10,52 5 102

Valores estdo expressos em mediana e AlIQ. G1 — grupo com baixo peso
(n=8); G2 — grupo eutréfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 —
grupo obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6
— grupo obesidade classe Il (n=23); M, mediana; AlQ, amplitude inter quartil;
PC, peso corporal; IMC, indice de massa corporal; PAS, pressédo arterial
sistdlica; PAD, pressdo arterial diastolica. °Diferenga significativa quando
comparado ao grupo eutréfico (G2); PDiferenca significativa quando comparado
ao grupo pré-obeso (G3); °Diferencga significativa quando comparado ao grupo
obesidade classe | (G4); “Diferenca significativa quando comparado ao grupo
obesidade classe Il (G5); ®Diferenca significativa quando comparado ao grupo
obesidade classe Ill (G6) (p < 0,05).

A Tabela 4 explana as caracteristicas antropométricas das participantes do
estudo. Os grupos com pré-obesidade (G3) e obesidade (G4, G5 e G6)
apresentaram-se maiores significativamente na massa gorda em quilos em
relacdo ao grupo eutrofico (G2). Os grupos obesidade classe |l (G5) e obesidade
classe lll (G6) também mostram-se aumentados significativamente na massa
gorda em quilos quando comparado ao grupo pré-obeso (G3). Ja o grupo baixo
peso (G1) apresentaram-se reduzidos significativamente na massa gorda e na
massa magra em quilos quando comparado aos grupos com pré-obesidade (G3)
e obesidade (G4, G5 e G6). Os valores de massa magra nos grupos com
obesidade (G4, G5 e G6) foram significativamente maiores em relagédo ao grupo
eutréfico (G2) e ainda o grupo obesidade classe Il (G6) apresentou valor mais
elevado significativamente quando comparado com o grupo pré-obeso (G3).
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Em relacdo aos percentuais de massa gorda e massa magra pode-se
verificar que todos os grupos apresentaram diferenca significativa quando
comparado entre eles, exceto o grupo obesidade classe Il (G6) em relagdo ao
grupo obesidade classe Il (G5), sendo que os grupos com pré-obesidade (G3) e
obesidade (G4, G5 e G6) apresentaram-se gradativamente mais elevados que o
grupo eutréfico (G2) e o grupo baixo peso (G1) diminuido no percentual de massa
gorda. Ja na massa magra verificou-se o inverso, quanto maior o IMC, menor o
percentual de massa magra (Tabela 4).

Os grupos com pré-obesidade (G3) e obesidade (G4, G5, e G6) tiveram
valores significativamente maiores em todas as circunferéncias aferidas (cintura,
quadril e braquial) quando comparado com o grupo eutrofico (G2). O grupo
obesidade classe Il (G6) apresentou-se aumentado significativamente em
relacdo ao grupo pré-obeso (G3) também em todas as circunferéncias (cintura,
quadril e braquial). O grupo baixo peso (G1) mostrou-se reduzido
significativamente em todas as circunferéncias (cintura, quadril e braquial) quando
comparado com o0s grupos com obesidade (G4, G5, e G6) e ainda as
circunferéncias de cintura e quadril tiveram valores significativamente menores

com o grupo pré-obeso (G3) (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas antropométricas das participantes do estudo

Variaveis G1 G2 G3 G4 G5 G6
MG (Kg) M 6,9 16,75 26,05 36,6 45 1 59,8
AlQ  3,65°% 4,87 5,072 6,822 4,9%° 14,32
PMG (%) M 15,71 28,29 37,78 42,49 48,86 55,13
AlQ  8,33%c 5,60 4,712 3,83% 3,213° 4,533°
MM (Kg) M 38 40 43,65 46 49,15 51,5
AlQ 2,6°°d 3,27 6,17 5,522 8,972 6,3%°
PMM (%) M 84,28 71,70 62,21 57,50 51,13 44,86
AlQ  8,33%c 5,60 4,712 4,19%®  321%°c 4 533°
CC (cm) M 61 71,5 87,5 95,6 106 119,95
AlQ  5,15° 9,4 5,9° 11,75° 92 19,75%
CQ (cm) M 86,4 96,8 105,8 115,4 123,5 136,85
AlQ 4bode 55 5,82 72 8,472 7%
CB (cm) M 23,6 27,1 31,5 36 38 424
AlQ 2,05%%¢ 2,5 1,5° 3,052 4,9° 6,57%

Valores estdo expressos em mediana e AlIQ. G1 — grupo com baixo peso
(n=8); G2 — grupo eutrdfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 —
grupo obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6
— grupo obesidade classe Il (n=23); M, mediana; AlQ, amplitude inter quartil;
MG, massa gorda; PMG, percentual de massa gorda; MM, massa magra;
PMM, percentual de massa magra; CC, circunferéncia da cintura; CQ,
circunferéncia do quadril; CB, circunferéncia braquial. ?Diferenga significativa
quando comparado ao grupo eutréfico (G2); ®Diferenca significativa quando
comparado ao grupo pré-obeso (G3); °“Diferenga significativa quando
comparado ao grupo obesidade classe | (G4); “Diferenca significativa quando
comparado ao grupo obesidade classe Il (G5); °Diferenga significativa quando
comparado ao grupo obesidade classe Il (G6) (p < 0,05).

4.2. Correlagoes das Variaveis Antropométricas com as Variaveis
Hemodinamicas

A Tabela 5 retrata as correlacées das variaveis antropométricas com as
variaveis hemodinamicas. Verificou-se significativa correlagdo na presséo arterial
sistdlica e diastdlica, as quais apresentaram correlacdo moderada positiva com
indice de massa corporal, massa gorda e massa magra em quilos, percentual de
massa gorda, razao cintura-quadril e circunferéncias de cintura, quadril e braquial.
Apenas o percentual de massa magra mostrou correlagdo moderada negativa

tanto na pressao arterial sistolica como na pressao arterial diastolica.
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Tabela 5. Correlacbes das variaveis antropométricas com as variaveis
hemodindmicas

VA PAS (mmHg) PAD (mmHg)
r P r p

IMC (Kg/m?) 0,62 0,001 0,59 0,001
MG (Kg) 0,60 0,001 0,56 0,001
PMG (%) 0,55 0,001 0,55 0,001
MM (Kg) 0,60 0,001 0,49 0,001
PMM (%) -0,55 0,001 -0,55 0,001
CC (cm) 0,64 0,001 0,60 0,001
CQ (cm) 0,59 0,001 0,53 0,001
RCQ (cm) 0,51 0,001 0,49 0,001
CB (cm) 0,57 0,001 0,49 0,001

Valores estao expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em azul representam correlacdo moderada. VA, variaveis; PAS, pressao
arterial sistélica; PAD, presséo arterial diastolica; IMC, indice de massa
corporal; MG, massa gorda; PMG, percentual de massa gorda; MM, massa
magra; PMM, percentual de massa magra; CC, circunferéncia de cintura; CQ,
circunferéncia do quadril; RCQ, razédo cintura-quadril; CB, circunferéncia
braquial (n=138).

4.3. Correlagao entre IMC e as Variaveis Antropométricas

A Tabela 6 apresenta a correlagao entre indice de massa corporal e as
variaveis antropométricas. Vale ressaltar que todas as correlacbes da Tabela 6
foram significativas. O IMC apresentou correlagdo muito forte positiva com massa
gorda em quilos, percentual de massa gorda e circunferéncias de cintura, quadril
e braquial. Apenas o percentual de massa magra teve correlagcdo muito forte
negativa com o IMC. J4 a massa magra em quilos e a razao cintura-quadril

apresentaram forte correlagao positiva com o IMC.
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Tabela 6. Correlagao entre IMC e as variaveis antropométricas

VA r IMC (Kg/m?) ;

MG (Kg) 0,97 0,001
PMG (%) 0,95 0,001
MM (Kg) 0,78 0,001
PMM (%) -0,95 0,001
CC (cm) 0,97 0,001
CQ (cm) 0,94 0,001
RCQ (cm) 0,76 0,001
CB (cm) 0,90 0,001

Valores estdo expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em vermelho representam correlagdo muito forte; Os valores de r que
estdo em roxo representam correlagdo forte. VA, variaveis; IMC, indice de
massa corporal; MG, massa gorda; PMG, percentual de massa gorda; MM,
massa magra; PMM, percentual de massa magra; CC, circunferéncia da
cintura; CQ, circunferéncia do quadril; RCQ, razdo cintura-quadril; CB,
circunferéncia braquial (n=138).

4.4. Porcentagem Ocupada pelas Hemacias no Volume Total de Sangue

Nao houve diferenga estatisticamente significativa na porcentagem
ocupada pelos glébulos vermelhos no volume total de sangue na comparagao
entre os grupos (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) (Tabela 7), e ainda, todos os grupos
estao dentro dos valores de referéncia (Anexo 8.5).

Tabela 7. Porcentagem ocupada pelas hemacias no volume total de sangue

Variavel (%) G1 G2 G3 G4 G5 G6

. M 38,5 40 39,5 42 39 40
Hematocrito
AlQ 6 475 14,5 45 5 9,5

Valores estdo expressos em mediana e AlIQ. G1 — grupo com baixo peso
(n=8); G2 — grupo eutréfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 —
grupo obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6
— grupo obesidade classe Il (n=23). M, mediana; AlQ, amplitude inter quartil.
Nao houve diferenca significativa na comparagao entre os grupos (p < 0,05).
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4.5. Correlagoes das Variaveis Antropométricas e Hemodindmicas com o
Hematocrito
A correlagdo entre IMC e hematdcrito ndo apresentaram significancia

guando foram correlacionados com cada grupo separadamente (Tabela 8).

Tabela 8. Correlacao entre IMC e hematécrito
VA (%) G1 G2 G3 G4 G5 G6

r=0,53 r=-0,13 r=0,00 r=-0,02 r=0,05 r=-0,12
p=0,14 p=0,39 p=0,96 p=0,94 p=0,83 p=0,61
Valores estao expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em preto representam correlagdo nula. G1 — grupo com baixo peso
(n=8); G2 — grupo eutrdfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 —
grupo obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6
— grupo obesidade classe Il (n=23). VA, variavel. Nao houve diferenca
significativa nas correlagdes apresentadas na tabela (p < 0,05).

Hematdcrito

A Tabela 9 apresenta correlagbes do grupo total (numero total das
voluntarias) nas variaveis antropométricas e hemodinadmicas com a porcentagem
de hemacias no volume total de sangue. Nenhuma das variaveis analisadas na

tabela 9 apresentou correlagao significativa com hematdcrito.
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Tabela 9. Correlagdes das variaveis antropométricas e hemodinamicas com
hematdcrito

VA ,- Hematocrito ;

IMC (Kg/m?) 0,04 0,62
MG (Kg) 0,05 0,58
PMG (%) 0,05 0,62
MM (Kg) 0,04 0,69
PMM (%) -0,05 0,61
CC (cm) 0,06 0,49
CQ (cm) 0,04 0,66
RCQ (cm) 0,10 0,28
CB (cm) 0,06 0,54
PAS (mmHg) 0,06 0,53
PAD (mmHg) 0,02 0,85

Valores estao expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em preto representam correlagdo nula. VA, variavel; IMC, indice de
massa corporal; MG, massa gorda; PMG, percentual de massa gorda; MM,
massa magra; PMM, percentual de massa magra; CC, circunferéncia da
cintura; CQ, circunferéncia do quadril; RCQ, razdo cintura-quadril; CB,
circunferéncia braquial;, PAS, pressao arterial sistolica; PAD, pressao arterial
diastdlica. Nao houve diferenca significativa nas correlagdes apresentadas na
tabela (p < 0,05) (n=138).

4.6. Numero Absoluto e Relativo de Leucécitos Circulantes

O valor absoluto de leucdcitos, linfécitos e basodfilos ndo apresentaram
diferenga estatisticamente significativa na comparagéo entre os grupos (G1, G2,
G3, G4, G5 e G6). Por outro lado, o numero absoluto de neutréfilos verificou-se
aumentado  significativamente em 1,6% e de mondcitos reduzido
significativamente em 12% no grupo obesidade classe Il (G6) quando
comparado com o grupo pré-obeso (G3). Ja o valor absoluto dos eosindfilos
apresentou-se reduzido significativamente em 18,3% no grupo obesidade classe
Il (G6) em relagdo ao grupo obesidade classe Il (G5) (Tabela 10).



66

Vale ressaltar, que os leucdcitos totais dos grupos eutréfico (G2), pré-
obeso (G3) e obesidade (G4, G5 e G6) estdo acima dos valores de referéncia
(Anexo 8.5), assim como, nos linfécitos apenas o grupo pré-obeso (G3) e nos
mondcitos no grupo obesidade classe Il (G5) também estdo acima dos valores de

referéncia (Anexo 8.5).

Tabela 10. Numero absoluto de leucdcitos circulantes

Variaveis G1 G2 G3 G4 G5 G6
(mm?3)

M 9600 10600 12400 13300 13000 12200
Leucodcitos

AlQ 2700 3350 5200 2800 5800 6000

M 3201 4390 5238 4405 4335 4392
Linfocitos
AlQ 72525 25455 2550 15735 3252 2346
M 4962 51545 5980 63245 7020 6076
Neutrofilos b
AlQ 199875 32885 4101 416625 2610 4324
M 619 7815 936 867 1300 824
Mondcitos b
AlQ 29775 309 397 676,5 550 665
M 122.5 112 156 74 224 183
Eosindfilos d
AlQ 15225 138 183 88 159 236
14 32 45 25,5 70 0
Basofilos
AlQ 51,75 56 72 71,25 100 26

Valores estdo expressos em mediana e AlIQ. G1 — grupo com baixo peso
(n=8); G2 — grupo eutréfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 —
grupo obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6
— grupo obesidade classe Il (n=23). M, mediana; AlQ, amplitude inter quartil.
®Diferenca significativa quando comparado ao grupo pré-obeso (G3);
Diferenca significativa quando comparado ao grupo obesidade classe Il (G5)
(p <0,05).

O numero relativo dos leucécitos circulantes (linfocitos, neutrdfilos,

mondcitos, eosindfilos e baséfilos) ndo apresentou diferenga estatisticamente
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significativa na comparacao entre os grupos (G1, G2, G3, G4 G5 e G6) (Tabela
11).

Tabela 11. Numero relativo de leucdcitos circulantes

M 39,5 44 5 38,5 39,25 34 38
Linfocitos

AlQ 11 16,87 18 13 14,5 13,5

M 51,5 46,5 51 51,5 54 55
Neutrdfilos

AlQ 1087 16,25 13,5 13,87 15,5 16,5

M 6,5 7.25 7 6,75 9 6,5
Mondcitos
AlQ 337 2,87 1,5 35 3 3,75
M 1,25 1 1 0,5 1,5 1,5
Eosindfilos
AlQ 112 1,37 1,5 0,62 1 1
M 0,25 0,5 0,5 0,25 0,5 0
Basofilos
AlQ o5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25

Valores estdo expressos em mediana e AlIQ. G1 — grupo com baixo peso
(n=8); G2 — grupo eutrdfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 —
grupo obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6
— grupo obesidade classe Il (n=23). M, mediana; AlQ, amplitude inter quartil.
Nao houve diferenca significativa na comparagao entre os grupos (p < 0,05).

4.7. Correlagbes das Variaveis Antropométricas e Hemodinamicas com
Leucécitos Circulantes

Na Tabela 12 nenhum dos grupos apresentou correlagao significativa com
o valor absoluto das populac¢des leucocitarias, com exce¢ao do grupo obesidade
classe Il (G6), o qual pode ser observado correlagdo moderada positiva (r=0,54;
p=0,01) com os leucdcitos totais.
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Tabela 12. Correlagao entre IMC e valor absoluto de leucdcitos circulantes

VA (mm?3) G1 G2 G3 G4 G5 G6
r=-0,12 r=0,03 r=0,11 r=0,10 r=0,02 r=0,54

Leucocitos 074 =083 p=0,60 p=072 p=091 p=0,01

Linfocitos =012 =009 r=-040 r=036 r=-005 r=0,04

p=0,78 p=0,61 p=0,06 p=0,19 p=0,81 p=0,87

Neutrdfilos 038 10,10 r=-012 r=-029 r=-004 r=0,04

p=0,35 p=0,54 p=0,58 p=0,30 p=0,87 p=0,87

VMonécitos =006 r=0,05 r=-026 r=0,13 r=0,005 r=0,37

p=0,88 p=0,76 p=0,25 p=0,65 p=0,98 p=0,12

Eosingfiios =010 r=0,25  r=006 r=-027 r=-024 r=-0,09

p=0,79  p=0,13 p=0,79 p=0,33 p=0,31 p=0,68

e r=0,04 r=-0,056 r=0,19 r=-0,27 r=-0,11 r=0,09
Basodfilos

p=0,91 p=0,75 p=0,41 p=0,33 p=0,63 p=0,70
Valores estdo expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em azul representam correlagdo moderada; Os valores de r que estéo
em preto representam correlagéo nula. G1 — grupo com baixo peso (n=8); G2
— grupo eutréfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 — grupo
obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6 —
grupo obesidade classe Ill (n=23). VA, variaveis.

Quando foi analisado o grupo total, os valores absolutos dos leucécitos
totais apresentaram significancia em todas as variaveis descritas na Tabela 13,
sendo que a correlacdo apresentada foi fraca e positiva, menos o percentual de
massa magra que mostrou correlacdo fraca negativa. Os neutrodfilos absolutos
foram significativos com o indice de massa corporal, massa gorda em quilos,
percentual de massa gorda, circunferéncia de cintura e quadril, os quais
apresentaram uma correlagdo moderada positiva. Além disso, o percentual de
massa magra foi significativo, mostrando correlacdo moderada negativa com o
neutrofilo absoluto e correlagdo fraca positiva na massa magra em quilos, na
razao cintura-quadril, na circunferéncia braquial e na pressao arterial sistolica e
diastdlica.

O valor absoluto de mondécitos circulantes teve correlagao fraca positiva no
indice de massa corporal, na massa gorda em quilos, no percentual de massa
gorda, na circunferéncia de cintura e quadril, sendo essas correlagbes

significativas. O percentual de massa magra também apresentou correlagao fraca
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significativa, porém negativa. As demais variaveis nao apresentaram correlagao
com 0s monacitos circulantes.

No eosindfilo absoluto apenas o indice de massa corporal e a
circunferéncia de cintura mostraram correlagdo significativa, sendo estas
consideradas uma correlagédo fraca positiva. Tanto os linfocitos, quanto os
basofilos absolutos ndo apresentaram correlagdo significativa em nenhuma das

variaveis descritas na Tabela 13.
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Tabela 13. Correlagbes das variaveis antropométricas e hemodindmicas com
valor absoluto de leucécitos circulantes

VA Leuc Linf Neutr Monéc Eosin Basof
IMC r=0,39 r=0,13 r=0,46 r=0,28 r=0,22 r=0,01
(Kg/m?)  p=0,001 p=0,16 p=0,001  p=0,001 p=0,02 p=0,93
MG r=0,36 r=0,11 r=0,44 r=0,24 r=0,17 r=-0,02
(Kg) p=0,001 p=0,25 p=0,001 p=0,01 p=0,08 p=0,80
PMG r=0,37 r=0,14 r=0,44 r=0,27 r=0,19 r=0,003
(%) p=0,001 p=0,14 p=0,001  p=0,001 p=0,05 p=0,97
MM r=0,24 r=0,03 r=0,34 r=0,11 r=0,004 =-0,09
(Kg) p=0,01 p=0,76 p=0,001 p=0,26 p=0,97 p=0,37
PMM r=-0,37 r=-0,14 r=-044 r=-027 r=-0,19 r=0,003
(%) p=0,001 p=0,14 p=0,001  p=0,001 p=0,05 p=0,97
cc r=0,35 r=0,07 r=0,42 r=0,23 r=0,20 r=-0,06
(cm) p=0,001 p=0,45 p=0,001 p=0,01 p=0,03 p=0,53
ca r=0,38 r=0,10 r=0,44 r=0,23 r=0,18 r=-0,02
(cm) p=0,001 p=0,27 p=0,001 p=0,01 p=0,06 p=0,81
RCQ r=0,26 r=0,06 r=0,34 r=0,19 r=0,17 =-0,05
(cm) p=0,001 p=0,52 p=0,001 p=0,04 p=0,07 p=0,59
CB r=0,30 r=0,02 r=0,35 r=0,18 r=0,17 r=0,03
(cm) p=0,001 p=0,80 p=0,001 p=0,05 p=0,07 p=0,73
PAS r=0,21 r=0,04 r=0,28 r=0,05 r=0,06 r=0,01
(mmHg) =002 p=067 p=0,001 p=0,63 p=0,50  p=0,90
PAD r=0,24 r=0,08 r=0,32 r=0,12 r=0,18 r=-0,05
(mmHg)  p=0,01 p=0,40 p=0,001 p=0,19  p=0,06  p=0,61

Valores estdo expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em azul representam correlagdo moderada; Os valores de r que estéo
em verde representam correlagcédo fraca; Os valores de r que estdo em preto
representam correlacdo muito fraca ou nula. Leuc, leucécitos; Linf, linfécitos;
Neutr, neutrdfilos; Mondc, mondcitos; Eosin, eosindfilos; Basof, basofilos; VA,
variaveis; IMC, indice de massa corporal; MG, massa gorda; PMG, percentual
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de massa gorda; MM, massa magra; PMM, percentual de massa magra; CC,
circunferéncia da cintura; CQ, circunferéncia do quadril; RCQ, razdo cintura-
quadril; CB, circunferéncia braquial; PAS, pressao arterial sistélica; PAD,
pressao arterial diastolica (n=138).

Na Tabela 14 nenhum dos grupos apresentou correlagao significativa com
o valor relativo das populagbes leucocitarias, com exce¢ado do grupo obesidade
classe Il (G4), o qual pode ser observado correlagdo moderada negativa (r=-0,54;

p=0,04) com os neutrdfilos.

Tabela 14. Correlacao entre IMC e valor relativo de leucécitos circulantes

VA (%) G1 G2 G3 G4 G5 G6

r=-0,34 r=-0,06 r=-0,24 r=0,40 r=0,08 r=-0,03

Linfocitos 040 =074 p=0,29 p=014 p=071 p=0,89

Neutrgfios 028 <007 r=023 r=-054 r=-007 r=-0,08

p=0,49 p=0,69 p=0,30 p=0,04 p=0,76 p=0,74

. r=0,03 r=-0,09 r=021 r=0,13 r=0,06 r=0,27
Mondcitos

p=0,93 p=0,58 p=0,35 p=0,65 p=0,80 p=0,24

Eosindfilos r=-0,09 r=0,24 r=0,24 r=-0,24 r=-0,21 r=-0,06
p=0,81 p=0,16 p=0,28 p=0,40 p=0,37 p=0,78

r=0,00 r=-0,07 r=0,34 =-0,24 r=-0,18 r=0,10

Basodfilos p=1,00 p=0,66 p=0,12 p=0,40 p=0,44 p=0,65

Valores estao expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em azul representam correlagdo moderada; Os valores de r que estéo
em preto representam correlagao nula. G1 — grupo com baixo peso (n=8); G2
— grupo eutrdfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 — grupo
obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6 —
grupo obesidade classe Ill (n=23). VA, variaveis.

Quando foi analisado o grupo total, os valores relativos que deram
significativos foram os linfocitos e neutréfilos que apresentaram fraca correlagao
em todas as variaveis descritas na Tabela 15, sendo que nos linfocitos as
correlagdes foram negativas e nos neutréfilos as correlagbes foram positivas,
exceto na variavel percentual de massa magra, a qual mostrou correlagao
positiva nos linfocitos e negativa nos neutrofilos. Ja os valores relativos de
monocitos, eosindfilos e basofilos ndo apresentaram correlacdo significativa em

nenhuma das variaveis descritas na Tabela 15.



72

Tabela 15. Correlagdes das variaveis antropomeétricas e hemodindmicas com
valor relativo de leucécitos circulantes

VA Linf Neutr Monéc Eosin Basof
=026  r=024 r=0,002 r=0,09 r=-0,09
2
IMC (Kg/m®) 0004  p=001 p=0,98 p=0,31 p=0,32
=027  r=026  r=-0,01 r=0,04 r=-0,13
MG (Kg) p=0,004  p=0,01 p=0,89 p=0,69 p=0,19
=-024 =022 r=0,01 r=0,06 r=-0,11
1)
PMG (%) p=0,01  p=0,02 p=0,89 p=0,54 p=0,24
=027 =029 =009  r=-0,09 =.0,15
MM (Kg) p=0,004 p=0,002  p=0,33 p=0,33 p=0,11
=024  r=-022  r=-0,01 r=-0,06 r=0,11
0,

PMM (%) p=0,01  p=0,02 p=0,89 p=0,54 p=0,24
=-028 =027  r=-0,01 r=0,08 r=-0,15
CC (cm) p=0,002 p=0,003  p=0,93 p=0,38 p=0,12
=-028  r=027  r=-0,04 r=0,06 r=-0,11
¢Q (cm) p=0,002 p=0,003  p=0,70 p=0,55 p=0,22
=021 =020 = 0,01 r=0,08 = 0,12
RCQ (cm) p=0,03  p=0,03 p=0,88 p=0,42 p=0,19
=026  r=0,23 = 0,03 r=0,07 =.0,03
CB (cm) p=0,01  p=0,01 p=0,78 p=0,48 p=0,72
=-020  r=020  r=-0,08 r=0,01 r=-0,04

PAS (mmHg)
p=0,04  p=0,03 p=0,40 p=0,94 p=0,66
=023  r=022  r=-0,02 r=0,12 r=-0,09

PAD (mmHg)
p=0,02  p=0,02 p=0,81 p=0,21 p=0,34

Valores estdo expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que

estdo em verde representam correlacado fraca; Os valores de r que estdo em
preto representam correlacdo nula. Leuc, leucdcitos; Linf, linfécitos; Neutr,

neutrdfilos; Mondc, mondcitos;

Eosin,

eosinofilos;

Basof,

basodfilos; VA,

variaveis; IMC, indice de massa corporal; MG, massa gorda; PMG, percentual
de massa gorda; MM, massa magra; PMM, percentual de massa magra; CC,
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circunferéncia da cintura; CQ, circunferéncia do quadril; RCQ, raz&o cintura-
quadril; CB, circunferéncia braquial;, PAS, pressao arterial sistélica; PAD,
pressao arterial diastolica (n=138).

4.8. Concentragao Sérica das Citocinas

Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas na
comparagao entre 0s grupos na concentragdo seérica de IL-2. Ja a IL-4 mostrou-
se significativamente reduzida em 63% no grupo obesidade classe Il (G5) em
relacdo ao grupo eutrofico (G2). Em contrapartida, a IL-6 e a IL-15 né&o
apresentaram diferencga significativa em nenhum dos grupos, ja que ambas foram
n&do detectaveis. Do mesmo modo, o TNF-a ndo mostrou diferenga significativa
entre os grupos, mas apenas 0s grupos obesidade classe | (G4) e obesidade

classe Il (G5) foram nao detectaveis (Tabela 16).

Tabela 16. Concentracao sérica das citocinas

Citocinas G1 G2 G3 G4 G5 G6
(pg/ml)
Lo 51 60,36 49 6.36 46,31 22,36

AlQ 290,04 285,04 296,85 138,88 145,90 349

M 53,86 40,57 34,88 34,88 15,00 19,34

IL-4
AlQ 45,18 118,29 79,23 71,93 27,742 44,20
L6 M ND ND ND ND ND ND
AlQ 2,20 19,73 11,65 7,53 9,62 24,06
L5 M ND ND ND ND ND ND
AlQ 1,14 3,93 0 9,77 0 0
3,11 25,31 20,28 ND ND 8,34
TNF-a

AlQ 23,29 174,57 117,92 24,90 74,16 192,60

Valores estdo expressos em mediana e AlIQ. G1 — grupo com baixo peso
(n=8); G2 — grupo eutrdfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 —
grupo obesidade classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6
— grupo obesidade classe Il (n=23). M, mediana; AlQ, amplitude inter quartil;
ND, nao detectavel. ®Diferenga significativa quando comparado ao grupo
eutrofico (G2) (p < 0,05).
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4.9. Correlagoes das Variaveis Antropométricas e Hemodinadmicas com as

Citocinas

A IL-2, IL-6 e IL-15 n&o apresentaram correlagao significativa com o indice
de massa corporal em nenhum dos grupos. Por outro lado, a IL-4 mostrou
correlagao muito forte positiva com o IMC do grupo baixo peso (G1), sendo que
os demais grupos (G2, G3, G4, G5 e G6) nao tiveram correlagdo significativa.
Assim, como a IL-4, o TNF-a apresentou correlagéo significativa com o grupo
baixo peso (G1), a qual pode ser considerada como uma correlagao forte positiva.
Além disso, o TNF-a ndo mostrou correlagao significativa com os grupos eutréfico
(G2), pré-obeso (G3) e obesidade (G4, G5 e G6) (Tabela 17).

Tabela 17. Correlacao entre IMC e citocinas

VA (pg/ml) G1 G2 G3 G4 G5 G6
Lo r=0,27 r=-0,14 r=-0,08 r=-0,11 r=0,22 r=-0,23
p=0,49 p=0,36 p=0,74 p=0,69 p=0,35 p=0,34

r=0,9 r=-0,12 r=-0,06 r=-0,03 r=-0,14 r=-0,24

IL-4 p=0,001 p=0,42 p=0,77 p=0,91 p=0,56 p=0,33
IL-6 r=0,60 r=-0,24 r=0,02 r=-0,08 r=0,18 r=-0,32
p=0,08  p=0,12 p=0,92 p=0,79 p=047 p=0,17

IL-15 r=0,19 r=-0,19 r=0,18 r=0,14  r=0,01 r=-0,40
p=0,63 p=0,22 p=044 p=0,63 p=0,94 p=0,09

TNF-a r=0,79  r=-0,14 r=-007 r=0,13 r=024 r=-0,28

p=0,01 p=0,36 p=0,77 p=0,66 p=0,32 p=0,25
Valores estao expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em vermelho representam correlagdo muito forte; Os valores de r que
estdo em roxo representam correlacado forte; Os valores de r que estdo em
preto representam correlagdo nula. G1 — grupo com baixo peso (n=8); G2 —
grupo eutréfico (n=46); G3 — grupo pré-obeso (n=22); G4 — grupo obesidade
classe | (n=16); G5 — grupo obesidade classe Il (n=23); G6 — grupo
obesidade classe Il (n=23). VA, variaveis.

Das cinco citocinas analisadas neste estudo, apenas a |IL-4 apresentou
correlagao significativa com as variaveis apresentadas na Tabela 18. Deste
modo, a IL-4 mostrou fraca correlagdo negativa com o indice de massa
corporal, massa gorda e massa magra em quilos, percentual de massa gorda,

circunferéncia de cintura, quadril e braquial, razao cintura-quadril e pressao
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arterial diastdlica. Ja o percentual de massa magra apresentou fraca correlagéao

positiva com a IL-4.

Tabela 18. Correlagdes das variaveis antropométricas e hemodinamicas com as
citocinas

VA L2 IL4 IL-6 ILA5 TNF-a

IMC =010 =037 r=-010 r=-014  r=-012

(Kg/m?) 0=025  p=0,001  p=028 0=0.12 0=0.19

=007 =036 =006 r=-005  r=-0,08

MG (Kg) 0=045  p=0,001  p=049 0=0,57 0=0,36

. =005  =-034  r=-005  r=-007  r=-006

PMG (%) 0=0,60  p=0001  p=056 0=0,44 0=0,51
= -0,11 -031  r=-008  r=0,02 0,14

MM (Kg) 0=022  p=0,001  p=039 0=0,80 0=0,12
. r=0,05 =0,34 r=0,05 r=0,07 r=0,06

PMM (%) 0=060  p=0,001  p=055 0=0,44 0=0,50

oc (em) =008  =-034  r=-005  r=-009  r=-008

0=038  p=0,001  p=056 0=0.29 0=0.35

cQ (cm) =007  =-032  r=-005 r=-004  r=-007
0=042  p=0,001  p=0,59 0=0,64 0=0.41

=008  =-028  r=-005 r=-014  r=-009

RCQ(em) 035  p=0,001  p=060 0=0,12 0=0,32

CB (cm) = -0,11 -032  r=-006  r=-011  r=-013

0=021  p=0,001  p=052 0=0.22 0=015

PAS =006 =017  r=-006  r=-0,08  r=-0,04

(mmHg) 0=0,54 0=0,06 0=0.53 0=0,39 0=0,68

PAD =005 =022  r=-006  r=-013  r=-005

(mmHg) p=0,57 p=0,02 p=0,54 p=0,15 p=0,60

Valores estao expressos em coeficiente r e valor de p. Os valores de r que
estdo em verde representam correlacado fraca; Os valores de r que estdo em
preto representam correlagdo nula. VA, variaveis; IMC, indice de massa
corporal; MG, massa gorda; PMG, percentual de massa gorda; MM, massa
magra; PMM, percentual de massa magra; CC, circunferéncia da cintura; CQ,
circunferéncia do quadril; RCQ, razdo cintura-quadril; CB, circunferéncia
braquial; PAS, pressao arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastolica
(n=138).
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5. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do IMC sobre a resposta
imunoldgica de mulheres adultas sedentarias, por meio da analise de
hemograma e da concentracéo sérica de citocinas anti e pro-inflamatorias. Os
resultados ndo apresentaram alteragces estatisticamente significativas na
porcentagem ocupada pelos eritrocitos no volume total de sangue, no numero
relativo das diferentes populagdes leucocitarias e na concentragdo sérica das
citocinas IL-2, IL-6, IL-15 e TNF-a na comparacao entre os diferentes indices
de massa corporal. Adicionalmente, as mulheres com IMC superior a 40Kg/m?
ou inferior a 18,5Kg/m? apresentaram maior correlagdo com alteragdes
negativas no sistema imunolégico.

Outros trabalhos também tém sido conduzidos para averiguar possiveis
modulag¢des no sistema imunoldgico de individuos com diferentes indices de
massa corporal (NIEMAN et al., 1999; FANTUZZI, 2005; CANCELLO;
CLEMENT, 2006; TILG; MOSCHEN, 2006), os quais sugerem que individuos
obesos apresentam uma inflamacgao crénica.

A obesidade desencadeia aumento de proteinas com acao proé-
inflamatdria e favorece o desequilibrio entre os estados oxidante e antioxidante.
Nesse processo, o eritrécito funciona como sensor do ambiente oxidativo,
alterando as propriedades reolégicas dos globulos vermelhos, que iréo
favorecer no aumento da viscosidade sanguinea e disfungdo vascular
(KEANEY et al., 2003).

O aumento da geragado de espécies reativas de oxigénio que ocorre na
condicdo de obesidade pode ser responsavel por lesao oxidativa na membrana
eritrocitaria, podendo levar a uma diminuigdo da oxigenagédo tecidual
(CAZZOLA et al.,, 2004). Adicionalmente, a obesidade também tem sido
reportada por influenciar as propriedades reoldgicas dos eritrocitos,
provavelmente por meio da hiperinsulinemia e intolerancia a glicose (CAIMI et
al., 1991; VALENSI et al., 1996). Levy et al. (1993) mostraram que individuos
com obesidade maérbida revelaram reologia eritrocitaria anormal.

Em relagcdo ao percentual ocupado pelos eritrocitos no volume total de
sangue, Cazzola et al. (2004) mostraram valores significativamente mais baixos

em mulheres com pré-obesidade e obesidade em comparagdo com mulheres
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eutroficas. Vale ressaltar que as mulheres avaliadas no estudo de Cazzola et
al. (2004) nado eram diabéticas, hipertensas e/ou portadoras de outra patologia,
sendo uma populacado semelhante a utilizada no presente trabalho.

Em nosso estudo ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa no percentual ocupado pelos eritrocitos no volume total de sangue
na comparagao entre os grupos, e ainda, todos os grupos mostraram estar
dentro dos valores de referéncia.

Além disso, os eritrécitos também podem sofrer alteragdes pela
deficiéncia de alguns micronutrientes. Sabe-se que individuos que apresentam
uma dieta pobre em micronutrientes apresentam anemia, sendo ele obeso ou
nao (ECKHARDT et al., 2008).

Recente estudo de ECKHARDT et al. (2008) compararam a
probabilidade de anemia em mulheres com pré-obesidade ou obesidade (IMC =
25 Kg/m?) com mulheres eutroficas (IMC < 25 Kg/m?) em trés paises diferentes.
A prevaléncia de anemia foi semelhante entre os paises (entre 23 e 31%). As
mulheres com pré-obesidade e obesidade tiveram significativamente menor
probabilidade de anemia que as mulheres eutroficas, no Egito e no Peru. No
entanto, no México ndo houve diferenga na chance de anemia pelo IMC.

O presente estudo complementa os resultados encontrados no México,
ja que eles verificaram anemia por meio da concentragdo de hemoglobina
sanguinea e o nosso trabalho analisou a porcentagem de sangue constituida
por células (hematocrito), a qual também é utilizada como um dos parametros
na avaliagdo da série vermelha. Desse modo, nesse estudo nao houve
correlagado estatisticamente significativa entre hematécrito e IMC e com
nenhuma das outras variaveis apresentadas na Tabela 8 e 9 (MG, PMG, MM,
PMM, CC, CQ, RCQ, CB, PAS, PAD). Este dado, provavelmente retrata que as
mulheres avaliadas nao realizavam uma dieta pobre em micronutrientes.

Vale ressaltar, que os eritrocitos também podem interferir no mecanismo
de recrutamento dos leucécitos a célula endotelial, pois quando ocorre
diminuicdo de velocidade do fluxo sanguineo por hiperviscosidade, a
probabilidade de contato dos glébulos brancos a célula endotelial aumenta
(SAMOCHA-BONET et al., 2003).

Adultos obesos (IMC = 30 kg/m?) apresentam contagem total de
leucdcitos elevada (SCHWARTZ e WEISS 1991; NIETO et al. 1992). Neste
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aspecto, Herishanu et al. (2006) observaram um numero relativamente grande
de pacientes encaminhados para investigacdo clinica com leucocitose
inexplicada que eram realmente obesos. Durante um longo periodo de
acompanhamento, a leucocitose foi persistente e estavel, bem como o curso
clinico destes individuos foi benigno. Em alguns desses sujeitos, que
posteriormente perderam peso, ocorreu a normalizacdo da contagem dos
leucocitos.

Embora, em estudos epidemiologicos, tem sido demonstrado que
individuos obesos tém maior numero na contagem dos leucdcitos do que
individuos magros, a contagem leucocitaria absoluta de obesos & geralmente
dentro da faixa normal (HANSEN; GRIMM; NEATON,1990; SCHWARTZ, J e
WEISS, 1991; FORD, 1999).

Em contrapartida, em nosso estudo ndo pode ser observado diferenga
estatisticamente significativa no numero total de leucocitos na comparagéo
entre os grupos (G1, G2, G3, G4, G5 e G6), ndo encontrando leucocitose com
o aumento do IMC. Este fato pode estar relacionado com uma redistribuigéo
celular, sugerindo a migragao dos leucdcitos circulantes para o tecido adiposo.

Os resultados também mostraram fraca correlagdo significativa nos
leucocitos totais com todas variaveis antropométricas e hemodinamicas
(Tabela 13), e ainda, os leucdcitos totais apresentaram correlagdo moderada
positiva (r=0,54; p=0,01) com o grupo obesidade classe Il (G6) (Tabela 12).
Em relagdo aos valores considerados normais para contagem total dos
leucdcitos, apenas o grupo baixo peso (G1) esta dentro desses valores (Anexo
8.5), os demais grupos (G2, G3, G4, G5 e G6) estdo acima. Além disso,
poucos trabalhos focaram especificamente a leucocitose na obesidade
(HERISHANU et al., 2006).

Adicionalmente, as células que parecem apresentar maior relagdo com a
elevagdo nos leucdcitos sdao os mondcitos (KULLO; HENSRUD; ALLISON,
2002); no entanto, neutrdfilos, eosindfilos, e linfécitos podem estar elevados
(NIEMAN et al., 1999; ZALDIVAR et al., 2006).

Nieman et al. (1999) encontraram aumento de 31% nos leucdcitos, 43%
nos neutrofilos, 24% nos monaocitos e 17% nos linfocitos em individuos obesos
em relacdo a individuos ndo obesos, estando o IMC correlacionado

significativamente com a contagem de leucdcitos totais e diferenciais.
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Diferentemente, o presente estudo observou na contagem absoluta
aumento de 1,6% nos neutrofilos e diminuicdo de 12% nos mondcitos e 18,3%
nos eosindfilos no grupo obesidade classe Il (G6) quando comparado ao grupo
com sobrepeso (G3) (no aumento dos neutréfilos e na diminuicdo dos
monadcitos) e ao grupo obesidade classe Il (G5) (na diminuicéo dos eosindfilos).
Os linfocitos e os basofilos ndo apresentaram alteracdo significativa, assim
como os valores relativos de todas as populagdes leucocitarias.

Dessa maneira, as mulheres que tinham IMC > 40 Kg/m? foram as unicas
que apresentaram alteragdes significativas nas populagbes leucocitarias nos
valores absolutos dos neutrofilos, mondcitos e eosindfilos, o que por sua vez
pode mostrar que ha modulagdo do excesso de peso em relagcédo a essas células.

Além disso, os valores absolutos dos neutrdéfilos, monécitos e eosindfilos
apresentaram correlagdes significativas com algumas das variaveis mostradas
na Tabela 13, sendo que o neutrdfilo foi a populagdo leucocitaria que teve
melhores correlagbes. Nos linfécitos e basdfilos ndo pode ser observado
correlagao significativa com nenhuma das variaveis da Tabela 13. Por outro
lado, no valor relativo das populag¢des leucocitarias tanto os neutréfilos, quanto
os linfécitos apresentaram fraca correlacio em todas as variaveis
antropomeétricas e presséo arterial (Tabela 15), enquanto que os mondcitos,
eosinofilos e basodfilos ndo mostraram correlagdo com as mesmas variaveis
(Tabela 15).

Desse modo, parece n&o estar totalmente elucidado o comportamento
dos glébulos brancos com relagdo ao aumento de peso. Apesar disso, sabe-se
que os leucdcitos refletem de alguma forma a estimulacdo de mediadores
inflamatdrios, podendo entdo, contribuir para o desenvolvimento de varios
estados patologicos.

Outro fator modulador importante da resposta inflamatoria é a
concentragao das citocinas circulantes. Estas glicoproteinas atuam como uma
rede de ligagdo para auxiliar na regulagdo da sinalizagdo das respostas
metabdlicas entre os tecidos e o sistema imunoldgico inato e adquirido.

Existem diversas explicagdes possiveis para a variabilidade dos
resultados na responsividade das citocinas pro e antiinflamatérias (PEDERSEN
et al., 1998). A especificidade e a sensibilidade dos kits utilizados nos estudos,

a aptidao fisica e a propria variabilidade de um individuo para outro podem
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afetar o perfil das citocinas, podendo justificar as variagbes nos resultados
(PEDERSEN, 2000).

Leng et al. (2008) relataram a dificuldade em comparar medi¢cdes de
citocinas inflamatérias entre populagdes. A inflamagdo € um processo
altamente dinémico e interativo (NATHAN, 2002), ao passo que a mensuragao
de uma citocina ndo reflete a verdadeira complexidade do processo
inflamatorio (LENG, 2008), o que ressalta a importéancia de analisar varias
citocinas como foi realizado no presente estudo.

Em geral, as citocinas ndo sdo armazenadas como moléculas pré-
formadas, e sua sintese € iniciada por nova transcricdo génica. Uma vez
sintetizadas, as citocinas sdo rapidamente secretadas, resultando num “surto”
de liberagado destas moléculas, conforme a necessidade (ABBAS, LICHTMAN,
PODER, 2003).

No caso de individuos obesos, muitos estudos mostram um importante
papel das citocinas na inflamagdo e no consequente aumento no risco de
doencas desses individuos (ROSE; KOMNINOU; STEPHENSON, 2004;
FANTUZZI, 2005; CANCELLO e CLEMENT, 2006; TILG e MOSCHEN, 2006;
ROCHA et al.,, 2008). O aumento de IL-6 e TNF-a foi observado no tecido
adiposo de individuos obesos (HOTAMISLIGIL et al., 1995; FAIN et al., 2004;
WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2005), no diabetes tipo 2 (MOLLER, 2000; KAHN;
HULL; UTZSCHNEIDER, 2006), e em pacientes com aterosclerose (LIBBY,
2002; HANSSON, 2005).

Entretanto, o aumento plasmatico dessas citocinas ainda ndo esta bem
estabelecido. Chan et al. (2002) compararam a concentragao plasmatica de IL-
6 e TNF-a em 48 homens obesos (IMC>29Kg/m?) que n&o tinham diabetes
mellitus com 10 homens magros normolipidémicos. Os individuos obesos foram
randomizados para tratamento (antiinflamatério) com atorvastatina, dleo de
peixe, atorvastatina mais 6leo de peixe ou placebo durante seis semanas.
Quando comparado com o grupo controle, a IL-6 apresentou-se mais elevada
significativamente, mas o TNF-a n&o se alterou nos individuos obesos. Apds as
seis semanas de tratamento, a IL-6 reduziu no grupo que foi tratado com
atorvastatina e no grupo tratado com atorvastatina mais Oleo de peixe.
Enquanto, ndo foi observado alteracdo no TNF-a em nenhum dos tipos de

tratamento.
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Em contrapartida, O’'Rourke et al. (2006) avaliaram 9 individuos magros
(IMC < 25Kg/m?) e 10 obesos (IMC > 35Kg/m?) e encontraram redugc&o nos
niveis séricos de TNF-a e n&do observaram alteragao na IL-6 nos individuos
obesos quando comparados aos individuos magros.

No estudo realizado por Cartier et al. (2008) foi utilizado o método ELISA
para as dosagens de citocinas circulantes, sendo encontrado IL-6 e TNF-a
aumentados em individuos com IMC = 25Kg/m? com muito tecido adiposo
visceral quando comparados a individuos nado obesos. A IL-6 também
apresentou aumento em relagdo ao grupo com mesmo IMC, mas com pouco
tecido adiposo visceral. Ja no TNF-q, ainda pode ser observado elevagao no
grupo com pouco tecido adiposo visceral quando comparado a individuos n&o
obesos. Dessa forma, Cartier et al. (2008) concluiram que parece que a IL-6
esta mais associada com adiposidade visceral e o TNF-a mais relacionado com
indices de gordura corporal total.

Da mesma forma, Lorenzo et al. (2007) compararam as concentragdes
plasmatica de diversas citocinas, entre elas IL-6 e TNF-a em trés diferentes
grupos, sendo cada um dos grupos constituidos por 20 mulheres jovens. Um
grupo controle (peso normal — IMC < 25Kg/m?), grupo com peso normal (IMC<
25Kg/m?) e com percentual de gordura corporal acima de 30%, e o terceiro
grupo com individuos pré-obesos (IMC > 25Kg/m? e percentual de gordura
corporal superior a 30%). Os resultados obtidos estavam aumentados na IL-6 e
no TNF-a no grupo com peso normal e alto percentual de gordura e no grupo
pré-obeso quando comparados com o grupo controle. Apesar de ser observado
aumento em ambas as citocinas entre 0s grupos pré-obeso e peso normal com
alto percentual de gordura, essa diferenga nao foi estatisticamente significativa.
Além disso, a concentragdo plasmatica tanto de IL-6 quanto de TNF-a nao
apresentaram correlacdo com o IMC.

No presente estudo a concentragao plasmatica da IL-6 n&o foi detectavel
em todos os grupos e nas concentragdes plasmaticas de TNF-a nao foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa, sendo que nos grupos
obesidade classe | (G4) e obesidade classe Il (G5) o TNF-a n&o foi detectavel.
Desse modo, parece que individuos obesos apresentam uma inflamacéo

cronica no tecido adiposo, mas esta ainda nao esta elucidada quando se refere
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a inflamacéo sistémica, podendo entdo, ser considerada como uma inflamacéao
cronica subclinica.

Além disso, nosso estudo n&o apresentou correlagao significativa de IL-6
com nenhuma das variaveis antropométricas e pressao arterial (Tabela 17 e
18). Mas, o TNF-a mostrou forte correlagéo (r=0,79; p=0,01) apenas com o
grupo baixo peso (G1) (Tabela 17).

Interessantemente, o grupo baixo peso (G1) também apresentou
correlagao muito forte (r=0,9; p=0,001) com a IL-4 (Tabela 17). Provavelmente,
isso pode indicar que individuos que estdo abaixo do peso parecem apresentar
modulag¢des no sistema imunologico que podem levar a um aumento no risco
de doencas.

Sabe-se que os nutrientes desempenham importante papel na
manutengdo adequada dos mecanismos imunoldgicos, assim como, na
funcionalidade do mesmo. Os nutrientes sdo capazes de modular a producgao e
a agao das citocinas, que por sua vez, participam nos mecanismos envolvidos
na infeccdo e/ou inflamacdo. Deste modo, a desnutricdo traz como
consequéncia o aumento da suscetibilidade as infeccbes e a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias (GRIMBLE, 1994; MARCOS, 2000).

Rodriguez et al. (2005) mostraram que criangas desnutridas apresentam
aumento da produgéo de IL-4 e IL-10 por células CD4" e CD8" e diminuig¢&o na
producado de IL-2 e IFN-y em comparacdo com criangas bem nutridas. Estes
achados mostram que a desnutricdo modifica o equilibrio das respostas das
células Th1 e Th2. Além disso, a capacidade de ativacdo das células CD4" e
CD8" foram consideravelmente diminuidas. Essas alteracbes podem contribuir
para a redugdo na capacidade imunoldgica e aumento da sensibilidade a
infeccdo associada a subnutri¢ao.

Dessa forma, os resultados encontrados em nosso estudo seguem esta
mesma linha, pois o grupo baixo peso (G1) apresentou uma correlagcdo muito
alta positiva (r=0,9; p=0,001) com IL-4, por outro lado, ndo teve correlagéo
significativa com IL-2 (Tabela 17). Quando essas correla¢des foram realizadas
com o grupo total (numero total de voluntarias), a IL-4 apresentou correlagéo
fraca positiva com percentual de massa magra e correlagao fraca negativa com
indice de massa corporal, massa gorda em quilos, percentual de massa gorda,

massa magra, circunferéncia de cintura, quadril e braquial, razao cintura-quadril
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e pressao arterial diastdlica. A unica variavel que nao teve correlagédo
significativa com a IL-4 foi a pressao arterial sistdlica, ja as demais citocinas
(IL-2, IL-6, IL-15 e TNF-a) ndo mostraram correlagdo significativa com
nenhuma das variaveis antropométricas e hemodinamicas (Tabela 18).

Dovio et al. (2004) avaliaram individuos obesos e n&o obesos e
mostraram que a estimulagdo dependente de IL-2 apresenta moderada
correlagao positiva com dieta de carboidrato (r=0,61) e niveis séricos de LDL
(r=0,55) e alta correlagao negativa com dieta rica em lipidios (r=-0,71).

Lorenzo et al. (2007) ndo encontraram diferengas significativas nas
concentragdes plasmaticas de IL-2 e IL-10 quando comparado com individuos
nao obesos. Corroborando com esses resultados, este trabalho n&o apresentou
diferenga estatisticamente significativa nas concentragdes séricas de IL-2 em
comparagao com 0s grupos analisados (G1, G2, G3, G4, G5 e G6). Em
contrapartida, sabe-se que a alta concentracdo de leptina em individuos
obesos, aumenta a producado de células Th1, que por sua vez, aumenta a
producao de IL-2 (TILG e MOSCHEN, 2006).

Silveira (2008) realizou um estudo que utilizou mulheres com as mesmas
caracteristicas do presente trabalho e mostrou significativa correlagéo positiva
de leptina (r=0,70; p<0,01) e resistina (r=0,55; p<0,01) com IMC, indicando que
quanto maior o IMC, maior a concentragao plasmatica de leptina e resistina.
Essas adipocinas estao envolvidas diretamente com o sistema imune, podendo
acarretar prejuizos na resposta imunolégica de individuos com maior IMC,
fazendo com que estes sejam mais susceptiveis a doengas infecciosas e
inflamatérias que individuos com menor IMC. Entretanto, a concentragao
plasmatica de IL-2 ndo apresentou alteragdo em nosso estudo, deste modo,
deve-se haver cautela para se concluir como o tecido adiposo modula o
sistema imunologico.

Assim como a IL-2, a IL-15 também nao apresentou diferencga
significativa em todas as classificagdes de IMC neste trabalho, ja que na IL-15
as concentracdes plasmaticas nao foram detectaveis em todos os grupos.

Prévios estudos, in vitro e in vivo, tém demonstrado efeito da IL-15 no
metabolismo de gordura (CARBO et al., 2001; ALVAREZ et al., 2002; QUINN et

al., 2005). A IL-15 parece desempenhar um importante papel no eixo enddcrino
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entre o tecido muscular e adiposo, auxiliando na regulagdo da composigao
corporal.

Nielsen et al. (2008) realizaram um estudo avaliando a IL-15 em
humanos e camundongos. Os humanos (n=199) foram divididos em quatro
grupos distintos de acordo com o indice de massa corporal (IMC < 30 ou = 30
Kg/m?) e com o diagnostico de diabetes tipo 2 (tolerancia a glicose normal ou
diabético tipo 2). Os camundongos foram divididos em 2 grupos (n=8 em cada
grupo), sendo um dos grupos alimentados com dieta normal e o outro com uma
dieta contendo alto teor de gordura. O estudo mostrou diminuicdo na
concentragdo plasmatica de IL-15 no grupo obeso sem diabetes quando
comparado com o grupo ndo obeso sem diabetes. Entretanto, ndo teve
diferenga significativa na concentragdo plasmatica dos grupos diabéticos e
entre os grupos.

Além disso, Nielsen et al. (2008) apresentaram associacdo negativa
entre IL-15 plasmatica e gordura corporal independente do diagnéstico do
diabetes tipo 2. Adicionalmente, a super expressdao de IL-15 no musculo
esquelético dos camundongos resultou na diminuicdo da massa gorda,
sugerindo que a IL-15 pode estar envolvida na regulagdo da gordura corporal.
Contrariamente, no presente estudo a IL-15 ndo apresentou correlagao
significativa com as variaveis antropométricas e hemodinamicas (Tabela 17 e
18).

Portanto, de maneira geral, ndo foram observadas alteragdes na resposta
imunoldgica de todos os grupos classificados de acordo com indice de massa
corporal. Deste modo, a imunologia necessita prontamente de mais
investigagcbes para esclarecer as possiveis alteragbes imunoldgicas e sua
relacdo com o indice de massa corporal. Esses estudos irdo auxiliar os
profissionais da area da saude a direcionar adequadamente o tratamento para

esses individuos, bem como medidas preventivas.
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. CONCLUSOES

Concluimos neste estudo que:
O percentual de eritrécitos, o numero total dos leucdcitos, o numero relativo
das diferentes populagdes leucocitarias e a concentragao sérica das citocinas
IL-2, IL-6, IL-15 e TNF-a nao apresentaram alteragdes estatisticamente
significativas em comparagao com os diferentes indices de massa corporal.
As mulheres que tinham IMC > 40 Kg/m? foram as Unicas que apresentaram
alteragdes significativas nos valores absolutos dos neutréfilos, mondcitos e
eosindfilos, mostrando que ha modulacdo do excesso de peso em relagcéo a
essas células.
O neutrdfilo foi a populagéo leucocitaria que apresentou melhores correlagbes
com as variaveis antropométricas e hemodinamicas.
Verificou-se que mulheres que tem IMC muito alto ou muito baixo apresentam
maior correlagdo com alteragdes negativas no sistema imunoldgico,
apresentando maiores riscos as infecgoes.
Pode ser observado correlagbes significativas entre a IL-4 e as variaveis
antropométricas e hemodinamicas.
De maneira geral, ndo foi observado alteragédo na resposta imunoldgica nos
diferentes indices de massa corporal. Estes resultados mostram que,
mulheres adultas com diferentes indices de massa corporal e que ainda n&o
apresentam comorbidades associadas (diabetes mellitus, hipertensdo grave,
hipotireoidismo, dislipidemia ou nenhuma outra patologia), ndo acarretam
grandes alteragbes sistémicas nos parametros imunolégicos, mas sugerem

uma inflamacao crénica subclinica.
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8. ANEXO

8.1. Cartaz Utilizado para Divulgagao do Estudo

A UNIMEP QUER
OCE!

.

Se vocé, mulher, tem de 18 a 45 anos e nao
é praticante de atividade fisica, participe de
uma pesquisa da UNIMEP e ganhe:

O Avaliagdo da composigio corporal:
(% gordura corporal e % massa magra).

1 Exame de sangue:
(hemograma completo, colesterol, triglicérides e glicose);
Para participar entre em contato com:

Anelena: abfrollini@unimep br /{19)330127596 / 81816191
Gabriel: gatorezan@unimep.br / {(19)34225251 / 81259786

ATENCAO: NAO podem participar aquelas que estejam
tomando medicamento p/ controle de peso, tenham diabetes,
disfuncdo da firedide e/ou gestante.
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8.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do projeto: Caracterizacédo do perfil metabodlico, hormonal e imunolégico
de mulheres.

As informagdes contidas neste termo foram fornecidas pela Prof2.
e objetivam firmar um acordo por
escrito, mediante o qual a voluntaria autoriza sua participagdo, bem como a
utilizagcao das informagdes e de imagens obtidas na pesquisa para divulgacao
no meio cientifico, com total liberdade de participacao.

Justificativa: Conhecer o estado nutricional, o perfil metabdlico, hormonal e
imunoldgico, os habitos alimentares e as caracteristicas sociais, econdémicas e
culturais de uma populacédo é o primeiro passo para que se desenvolvam
medidas de combate aos problemas nutricionais. Essas informagdes séo uteis
ao individuo, a comunidade, aos servicos de saude, pois indicam a
necessidade de modificagdo nos habitos de vida ou de medidas de combate
aos problemas carenciais e outras doencas ligadas a nutricdo e aos habitos de
vida.

Objetivos: Este projeto pretende investigar a funcionalidade do organismo
avaliando o metabolismo, alguns horménios e o sistema de defesa dessas
mulheres, bem como conhecer o estado nutricional, o consumo alimentar e os
fatores que interferem no consumo alimentar, por meio de medidas
antropométricas, exames laboratoriais e inquérito alimentar, tendo em vista as
medidas de controle e combate as doencgas ligadas a alimentagao inadequada.

Procedimentos:
A pesquisa ira avaliar o estado nutricional e o consumo de alimentos, conforme
a explicagao seguinte:

1. Antropometria: a avaliagdo antropométrica sera feita por meio das medidas
de peso, altura e circunferéncias (cintura e quadril). Para essas medidas seréo
utilizadas balanca e fita métrica.

2. Questionarios: havera uma entrevista com perguntas sobre a compra, o
preparo e o consumo de alimentos, os habitos de vida e outras questdes de
relacionadas a alimentagdo, a saude e a qualidade de vida. A voluntaria tera
toda liberdade para responder ou ndo qualquer uma das perguntas.

3. Exames de sangue: O exame de sangue sera realizado na UNIMEP por um
técnico em enfermagem capacitado para tal pratica e n&o oferece risco a saude
das pessoas. Se houver necessidade de transporte, a voluntaria recebera
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assisténcia. A coleta de sangue podera gerar algum desconforto e
eventualmente manchas vermelhas e inchagco da pele no local da retirada do
sangue. Se isso acontecer, a equipe do projeto fornecera assisténcia para
alivio desses sintomas. No caso de observacdo de alguma alteragcdo que
indique uma possivel doenga, a voluntaria sera orientada para consultar um
médico especialista e, se necessario, auxilia-la no tratamento.

Beneficios esperados: Como beneficios, as voluntarias do projeto iréo
conhecer as fungbes metabdlicas, hormonais e de defesa do seu organismo.
Para a populagédo, este estudo ira produzir informagbes que poderdo ser
utilizadas para o planejamento de intervengcbes com a populagdo que
apresentar doencas ligadas a alimentag¢ao inadequada.

Métodos alternativos existentes: Para este tipo de abordagem outro método
seria a retirada de uma amostra (biopsia) de 6rgéos (linfonodos) localizados
principalmente no pescocgo, axilas e virilha ou de liquido peritoneal (cavidade da
barriga), locais que acumulam células de defesa e apresentam liquidos onde
podemos avaliar a concentragdo de horménios e outras substancias. Esta
metodologia ndo é aconselhada para esta etapa do projeto por ser muito
invasiva e incbmoda para a voluntaria.

Grupo controle ou placebo: os dados antropométricos, de consumo alimentar
e de exames de laboratorio poderdao ser comparados com esses mesmos
dados obtidos de outros grupos de pessoas desse projeto.

Acompanhamento e assisténcia: Os voluntarios serdo acompanhados por
todos os docentes do projeto e serdo encaminhados aos servigos de saude
para a assisténcia necessaria. Sera garantida a voluntaria a assisténcia médica
durante e apds a participacdo no projeto, independentemente da sua
permanéncia no mesmo. Toda e qualquer duvida sobre o projeto sera
diariamente esclarecida pela equipe do projeto por meio do telefone (19) 3124-
1504 ou 3124 1503, do e-mail: ccavagli@unimep.br ou pessoalmente na
UNIMEP, Campus Taquaral, Faculdade de Ciéncia da Saude, Bloco 2.

Sigilo e utilizagao dos dados coletados: € garantido ao participante o
segredo das informagdes obtidas durante o trabalho. Os resultados seréo
utilizados para fins didaticos e de pesquisa.

Ressarcimento e Indenizagao: As atividades a serem desenvolvidas nesse
projeto ndo implicam em custo para as voluntarias. Entretanto, se surgir alguma
despesa decorrente do projeto, como o caso de uma eventual necessidade de
pomada para aliviar um possivel hematoma decorrente da retirada de sangue,
esta sera fornecida pela equipe do projeto.
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Desisténcia: As participantes do projeto terdo liberdade de desistir em
participar da pesquisa em qualquer momento, mesmo que tenha iniciado a
responder o questionario ou a avaliagdo nutricional, sem prejuizo de sua
assisténcia no Projeto.

Desta forma, em virtude das informagdes que me foram apresentadas e
esclarecidas referentes aos procedimentos da pesquisa:

e PP ,
RG...ooiie ,residente NA rua ... :
[ R , Piracicaba/SP, telefone............ccccvvvveeeenn. , declaro que concordo

em participar como voluntaria no projeto: “Caracterizagcao do perfil
metabdlico, hormonal e imunolégico de mulheres”. Declaro ainda que
recebi todas as informagdes referentes aos procedimentos da pesquisa.

Piracicaba, ......... ) e e eeee e e e e de 200

Assinatura da voluntaria:
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8.3. Carta de Aceite do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Metodista de Piracicaba (UNIMEP)

Comité de Etica em Pesquisa *mm

Piracicabe, 01 de margo de 2006,
Pars Prof®. Dr". Claudia Regina Cavagliari.
De: Coordenagao do Comité de Etica em Pesquisa — CEP-LINMER
Ref.: Aprovagio do protocolo de pesquisa ne 1/06 e indicagio de formas de
acompanhamento do mesmo pelo CEP-UNIMEP

\fimoa através desta informar qua o Comité de Elica em Pesquiza da UNMER,
asds gndliss, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 81/05 com o thulo
“Caracterizagho do perfil metabdlico, hormonal ¢ imunolégico de pacientes
obesos mdrbidos pré e pos clrurgia barlatrica.” sob sua responsabklidade

0 CEP-UMIMEP, conforme as resolugbes do Conselho Nacional de Salde &
responsdvel pela avaliagio = acompanhamenic dos aspectos Gticos de lodas as
pesquisas envalvendo seres humanos promovidas nesla Liniversidade

Portanto, conforme & Resolucho do CNS 19596, & sinbuigdo do CEP
‘scompanhar o dasanvolvimento dos projelos afraves de relsldnos anuais dos
pesquisadores” (VIL13.d). Por isso ofa pesquisador/a responsaval devera encarminhar
para o CEP-UNIMEFR um relatério anusl de seu projelo, até 30 dias spds complatar 12
mesas de alividade, acompanhade de uma declarag8o de idenfidade de conteddo do
s com o relatdno encaminhado & agéncia de fomento comespondents

Agradecamos 8 slencio & coloGamo-nos & disposicio para ouros esdanecimentos.

Algnciosameanta,

Gabriele Comelli
COORDENADOR

Uhniversidade Melodsia de Pirsccaba = Comié de Blica em Pesguisa = CEP.Unper
Ruodowta do Apbcar, kbm 188 = Caixa Postal 88 — CEF: 124060-801 - Piracicabal=F
Homapmge: www srimep. bricepesguisa E-mall com befesboafburimes.br
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8.4. Guia para Descrever uma Correlagao em Palavras Dado o Valor
Numérico (BUNCHAFT; KELLNER, 1999)

Valor de p Interpretacao

0,00a 0,19 Uma correlagao bem fraca
0,20 a 0,39 Uma correlagao fraca

0,40 a 0,69 Uma correlagdo moderada
0,70 a 0,89 Uma correlagao forte

0,90 a 1,00 Uma correlagao muito forte

8.5. Valores de Referéncia para as Contagens dos Leucécitos Circulantes
para Individuos Adultos do Sexo Feminino (Laboratério Fleury)

Células

Valores de Referéncia

Hematocrito

Leucdcitos Totais

Linfocitos

Neutroéfilos Totais

Mondcitos

Basdfilos

Eosindfilos

35 a 47 (%)

5.000 a 10.000 (células/mm?3)
1.000 a 5.000 (células/mm?)
1.800 a 8.000 (células/mm?)

80 a 1.200 (células/mm3)
0 a 200 (células/mm?)

0 a 600 (células/mm?)




