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A obesidade é uma doenca cuja prevaléncia vem aumentando de forma global em todas as
faixas etdrias, racas e em ambos os sexos, e estd associada a altas taxas de morbidade e
mortalidade. Obesos desenvolvem também hiperinsulinemia e resisténcia a insulina,
o que pode levar ao aparecimento de diabetes tipo 2 (DM). Recentemente foi demonstrado
que o tecido adiposo, mais que um local de acimulo de reservas energéticas, desempenha
papel de um verdadeiro 6rgdo secretor de moléculas sinalizadoras (adipocinas) que atuam
em diversos locais do organismo. O acumulo de tecido adiposo causado pela obesidade
acarreta um aumento da produc¢do de adipocinas, como o Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-a) e a Interleucina-6 (IL-6), que ao estimular a producdo de proteinas de fase aguda
pelo figado, conduzem a um estado inflamatdrio subclinico, associado ao surgimento das
comorbidades presentes na obesidade. A adiponectina, produzida pelo tecido adiposo,
ao contrario, exerce um papel protetor, diminuindo a resisténcia a insulina, porém
encontra-se paradoxalmente diminuida em obesos. Ajudar a entender as interacoes
existentes entre obesidade, adipocinas e resisténcia a insulina, avaliando concentragdes
séricas de adiponectina, TNF-a, IL-6, Proteina C-reativa (CRP) em pacientes obesos graves
com (IT) ou sem (NT) intolerancia a glicose, bem como em controles, antes e apds infusao
de insulina, € o objetivo deste trabalho. Para tanto, 32 individuos obesos (15 NT, 11 IT
e 6 DM; IMC=50,2+22; 48,3+2,2 e 51,Oi3,OKg/m2) e 9 individuos eutréficos
(CT=22,3iO,6Kg/m2) classificados a partir de teste oral de tolerancia a glicose,
pareados por idade e sexo, realizaram clamp euglicémico hiperinsulinémico (180 min;
infusdo de insulina - 40uU/min~m2). Adiponectina, TNF-a, IL-6, ¢ CRP foram dosados em
jejum e aos 180 minutos do clamp. Antes do inicio do estudo foi realizada bioimpedéncia
elétrica (BIA) para determinacdo da composi¢do corporal. Os pacientes obesos eram
resistentes a insulina (sensibilidade a insulina ou “M”: NT=28,5£3,4 1T=23,3£1,6
e DM=16,813.,4; todos p<0,001 vs. CT=52,5+2,7 pumol/min/Kgmm). As concentracdes
basais de TNF-a, IL-6 e CRP eram similares entre os subgrupos de obesos, maiores que
nos controles (todos p<0.01) e relacionadas independentemente ao IMC e/ou a % gordura
corporal. As concentracdes basais de adiponectina eram menores nos obesos (NT=7,5+1.4;
IT=5,6+0,9; DM=3,3+0,7 vs. CT=11,6+1,4 pg/ml) e direta e independentemente
relacionadas a sensibilidade a insulina e inversamente com as medidas de adiposidade,

glicemia e insulinemia. A infusd@o de insulina diminuiu a adiponectinemia nos obesos
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independentemente do grau de tolerancia a glicose (p =0,009) e exerceu pouco efeito sobre
as demais citocinas. Portanto, as concentragdes circulantes elevadas de TNF-a, IL-6 e
CRP em pacientes com obesidade grau III ndo dependem do grau de tolerancia a glicose e
ndo se modificam sob infusdo aguda de insulina. As concentracdes circulantes de
adiponectina encontram-se diminuidas, variando de acordo com o grau de tolerancia a
glicose, e sofrem acdo inibitéria da insulina. A hiperinsulinemia presente nos pacientes
obesos pode contribuir para diminuir a adiponectinemia acarretando um aumento ainda

maior da resisténcia a insulina e da conseqiiente hiperinsulinemia.
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Obesity is associated with a cluster of metabolic alterations such as insulin resistance,
hypertension, and dyslipidemia and with a low-grade systemic inflammation, which is
presumed to play a role in the development of insulin resistance, cardiovascular disease
(CVD) and type 2 diabetes mellitus (DM). Adipocytokines or adipokines are synthesized
by adipose tissue, released into the circulation and may act as signaling molecules. High
circulating levels of Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-a) and Interleukin-6 (IL-6) in
adipose tissue have been demonstrated in obesity. Adiponectin, abundantly expressed in
white adipose tissue, seems to play a protective role against atherosclerosis and insulin
resistance but is decreased in obesity. The role of insulin sensitivity and insulin levels on
the modulation of adiponectin concentrations in humans remains unclear. Aim: to evaluate
the acute insulin effect on circulating adiponectin, TNF-a, IL-6 and C-reactive protein
(CRP) and their relationship with insulin resistance in normal subjects and in class III obese
subjects with normal (NGT) or impaired glucose tolerance (IGT). Methods: 32 obese, 15
NGT, 11 IGT and 6 DM subjects (BMI=50.2+2.2; 48.3+2.2 and 51.Oi3.OKg/m2) and 9 lean
subjects (CT 22.3+0.6Kg/m?) received an OGTT and a 3h-euglycemic clamp (insulin
infusion - 4OpU/min-m2). Adiponectin, TNF-a, IL-6 and CRP were assayed at fasting and
at 180min of insulin infusion. BIA was performed before the study to assess body
composition. Results: Obese patients were insulin resistant (M:NGT=28.5+3.4;
IGT=23.3+1.6 and DM=16.843.4; all p<0.001 vs. CT=52.5+2.7 umol/Kgrrm-min). Fasting
TNF-a IL-6 and CRP were similar among obese subgroups, higher than CT (p<0.01) and
related to BMI and/or fat mass. Adiponectin was lower in obese (NGT=7.55%1.26;
IGT=5.55+0.95; DM=3.31£0.75 vs. CT=11.56%1.37 pg/ml) and directly and independently
related to M after adjustment for waist, fat mass and BMI (p<0.001). Insulin infusion
lowered adiponectin only in obese subjects and little affected the other cytokines.
Discussion: In severely obese subjects, TNF-a, IL-6 and CRP are increased independently
of glucose tolerance status, and are not affected in the short-term by insulin. Adiponectin
levels are decreased in these subjects, according to the glucose tolerance degree, and are
downregulated by insulin infusion. More importantly, the persistent hyperinsulinemia can
contribute to reduce the adiponectin expression, contributing to further insulin resistance

and hyperinsulinemia.
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1.1- Historico

O excesso de peso esteve presente na sociedade humana desde os primérdios de
sua historia. Em muitas civilizagdes a obesidade era considerada sindnimo de satde por
simbolizar, entre outras coisas, a fecundidade. Esta idéia pode ter se originado da
observagdo de que o baixo peso leva a interrupcdo do ciclo menstrual e, portanto,
da fertilidade (BROWNELL, 1995). Do ponto de vista cultural, isto ¢ compreensivel
levando-se em conta que durante a historia dos diferentes grupos humanos sempre houve
grande dificuldade para a obtengdo de alimentos, e o risco de escassez era muito grande.
Portanto, possuir um estoque energético era visto como vantajoso, um sinal de saiude e
riqueza (SOBAL, 1995). Igual vantagem seria observavel do ponto de vista bioldgico,
segundo o postulado pela teoria do “thrifty genotype”, ou gendtipo poupador: determinadas
populacdes poderiam apresentar uma maior prevaléncia de genes que condicionariam um
menor gasto energético, provavelmente selecionados durante periodos de escassez de

alimentos (COUTINHO, 1998).

A definigdo classica de obesidade ¢ o acimulo de tecido adiposo no organismo.
Este acimulo se deve, de uma maneira simplista, ao excesso de ingestdo caldrica em
relacdo ao dispéndio energético. Um critério de classificagio amplamente adotado ¢ o
indice de massa corporea (IMC) que divide o peso, em quilogramas, pela altura, em metros,
elevada ao quadrado. Um IMC abaixo de 18,50 Kg/m® ¢é classificado como subpeso.
Valores entre 18,50 e 24,99 Kg/m2 indicam peso normal, e igual ou maiores que 25Kg/m’
indicam sobrepeso. Os individuos com valores entre 25 ¢ 29,99 Kg/m® sio classificados
como portadores de pré-obesidade e acima de 30Kg/m’ como obesos. Os IMCs
correspondentes aos diferentes graus de obesidade sdo: Classe I: de 30 a 34,99 Kg/m’,

Classe II: de 35 a 39,99 Kg/m® e Classe III: igual ou maior que 40 Kg/m* (WHO 2000).

A obesidade ¢ atualmente uma doenga epidémica, tratada como um problema
complexo, e diversos fatores podem estar implicados em sua etiologia, incluindo fatores
genéticos, evolutivos e ambientais. Observagdes em gémeos idénticos demonstraram que a
influéncia da hereditariedade no ganho de peso pode chegar a 40% (BOUCHARD, 1995).
Cabe aqui ressaltar o conceito de transi¢ao nutricional, processo que se refere as mudangas

ciclicas no perfil nutricional das populagdes humanas, que incluem alteracdes nos padroes
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de dieta e de gasto energético, determinadas basicamente pela interagao das mudancas
econdmicas, demograficas, ambientais e culturais ocorridas na sociedade (POPKIN, 1993).
Assim, as sociedades modernas parecem convergir em dire¢do a um padrao de dieta rica em
gordura (principalmente de origem animal), agucares e alimentos refinados, com reduzido

teor de fibras, conhecido como dieta ocidental ou “western diet” (POPKIN, 2002).

Sao notaveis as mudangas ocorridas nas atividades humanas durante o ultimo
século, representadas pela industrializacdo, migracdo rural e pelo rapido crescimento
urbano e a forte influéncia de tais mudangas nos habitos alimentares e no grau de
sedentarismo. Particularmente em paises em desenvolvimento, o consideravel aumento da
urbanizac¢ao, associado a ado¢dao da chamada cultura ocidental, acarretou mudangas nos
padroes de dieta e atividade fisica, favorecendo o aparecimento da obesidade

(MONTEIRO e cols, 2002).

1.2- Incidéncia/Prevaléncia

A prevaléncia da obesidade vem aumentando de forma global, em todas as
faixas etarias, racas e em ambos os sexos. Segundo a Organizacdo Mundial da Sauide,
o aumento da incidéncia também ¢é generalizado entre os paises (WHO, 2000). Nos Estados
Unidos, por exemplo, a prevaléncia de obesidade aumentou nas ultimas quatro décadas.
Estima-se que cerca de 60% da populagdo adulta apresente sobrepeso, enquanto a
prevaléncia de obesidade clinicamente significativa ¢ maior que 25%. Em alguns grupos da
populacdo americana como homens brancos nao-hispanicos com idade entre 50 ¢ 59 anos,
a prevaléncia de sobrepeso e obesidade ¢ 72,9%. A prevaléncia em mulheres negras
nao-hispanicas na mesma faixa etaria ¢ de 78,1% (FLEGAL, 1998). Esta tendéncia mundial
tem sido atribuida, tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento,
ao rapido declinio no gasto energético decorrente de mudangas no trabalho que exigem
menor esfor¢o fisico, bem como a atividades de lazer sedentarias, ao lado da mudanga nos

padrdes alimentares ja mencionada (MONTEIRO e cols, 2002).

No Brasil, a incidéncia de obesidade também vem aumentando
significativamente, atingindo valores de 10 a 20% da populagdo adulta, dependendo da

faixa etdria e regido geografica avaliada (MONTEIRO e cols, 1995). Dados da Pesquisa de
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Orcamentos Familiares realizada entre 2002 e 2003 pelo Ministério da Satide apontam uma
prevaléncia da obesidade (IMC > 30 Kg/m?) de 11,1% da populagio adulta (Ministério da
Satde, 2005). Um estudo realizado com informagdes coletadas junto ao banco de dados do
Exército, na Regido Nordeste, entre 1980 e 2000, concluiu que, em duas décadas, houve um
incremento de 4,5 vezes na prevaléncia da obesidade entre adolescentes na faixa etaria de
17 a 19 anos de idade (VASCONCELOS, 2003). Monteiro e colaboradores,
em um levantamento realizado no periodo de 1975 a 1997 demonstraram como a obesidade
vem rapidamente tomando o lugar da desnutricdo em nosso pais. Em 1975 para cada caso
de obesidade havia de dois a quatro casos de peso abaixo do normal, enquanto que em 1996
havia quase dois adultos obesos para cada adulto com baixo peso. Em termos de
porcentagem, no mesmo periodo, os indices de obesidade triplicaram para os homens
(2,1% a 6,4%) e mais que dobraram para as mulheres (6,0% a 12,4%). Assim, o conceito de
transicdo nutricional ¢ aplicdvel as transformagdes que estdo ocorrendo em nossa
populacdo, por varias razdes, como mudangas demograficas, sdcio-econdmicas,
ambientais e culturais que ocorreram principalmente no final do século 20.
Uma interessante comparagdo demonstrou que no periodo de 1989 a 1997 a obesidade
feminina aumentou significativamente nas regides menos desenvolvidas do Nordeste (7,8 a
12,5%) ao passo que, na Regido Sudeste mostrou uma tendéncia a diminuir
(14,0 a 12,3%). Nesta ultima regido, a obesidade tendeu a aumentar entre mulheres de baixa
renda (11,2 a 14,1%), mas diminuiu significativamente entre as mulheres de alta renda
(14,4 a 8,9%) (MONTEIRO e cols, 2002), demonstrando a complexidade dos multiplos

fatores implicados na incidéncia e prevaléncia da obesidade.

1.3- Riscos da Obesidade

A necessidade de entendermos a obesidade em seus multiplos aspectos
fisiopatologicos decorre de sua associagdo com alta incidéncia de morbi-mortalidade
(LEE e cols, 1993; LISSNER e cols, 1991), principalmente relacionadas ao aparelho
cardiovascular, onde sdo descritas hipertrofia cardiaca (MUSCELLI e cols, 1997;
LAUER e cols, 1991), arritmias e aumento do débito cardiaco (MESSERLI e cols, 1982).

H4, ainda, uma forte associacdo com hipertensdo arterial e diabetes mellitus tipo 2
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(THE DIABETES PREVENTION PROGRAM RESEARCH GROUP, 2002; MODAN e
cols, 1985), acidente vascular cerebral, dislipidemias, apnéia do sono e outras disfuncdes
respiratorias e ortopédicas, artrites e colecistopatias (NIH, 1998; BRAY, 2004),
assim como alguns tipos de neoplasias de mama, coélon, prostata e endométrio
(BRAY, 2002). A obesidade ¢ o maior fator de risco para o diabetes tipo 2.
O “Nurses Health Study” demonstrou que o risco de desenvolver diabetes aumenta
exponencialmente com o aumento do indice de massa corporal: 40 vezes maior nas
mulheres com IMC de 35 Kg/m’, em relagio aquelas com IMC de 22 Kg/m’
(COLDITZ e cols, 1990; BRAY, 2004).

1.4- A Resisténcia a Insulina

A insulina ¢ o hormdnio anabdlico mais conhecido e ¢ essencial para a
manuten¢do da homeostase da glicose e para o crescimento e diferenciacdo celular.
E secretada pelas células beta das ilhotas pancreaticas, em resposta a elevagdo da
concentragdo plasmatica de glicose ou de outros substratos energéticos como aminoacidos.
Esta secrecdo ¢ continuamente ajustada de acordo com a variagdo das concentragdes
sanguineas de glicose, e modulada direta ou indiretamente por hormonios,

neurotransmissores e agentes farmacologicos (BOSCHERO, 1996).

Possui uma ampla variedade de agdes, como transporte de glicose em musculo
e nos adipdécitos, inibi¢ao da lipdlise e aumento da lipogénese no tecido adiposo, da sintese
de glicogénio e da inibicao da glicogenolise no figado, inibicdo da secre¢ao de glucagon,
aumento da sintese e diminuicdo da degradacdo protéica. E ainda ag¢des sobre o sistema
nervoso central, sobre os sistemas cardiovascular e renal, e sobre o transporte idnico através

das membranas (BERNE e cols, 2004).

As acdes da insulina iniciam-se apos sua ligagdo a por¢do extracelular do seu
receptor, localizado nos tecidos-alvo. Trata-se de uma proteina transmembrana composta de
duas subunidades alfa e duas subunidades beta, com atividade tirosina-quinase intrinseca,
ou seja, capaz de se autofosforilar. Esta atividade tirosina-quinase da subunidade beta se

inicia apos a ligagao da insulina a subunidade alfa do receptor, o que leva a uma mudanca
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de conformacdo e autofosforilacdo do receptor em multiplas tirosinas. Depois de ativado,
o receptor passa a fosforilar em tirosina varios substratos intracelulares. Existem mais de
dez substratos identificados. Dentre os mais conhecidos estdo as proteinas conhecidas como

substratos do receptor de insulina (IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4) (HUNTER e col, 1998).

Em situacdes em que a resposta bioldgica aos niveis insulinémicos normais ou
elevados encontra-se atenuada ou prejudicada, estabelece-se a denominada resisténcia a

insulina (KAHN, 1978).

A principio, qualquer situacdo em que ocorra menor acdo deste hormonio,
pode ser chamada de resisténcia a insulina. Entretanto, este termo ¢ convencionalmente
utilizado para designar uma menor captacao de glicose pelos tecidos periféricos que dele

dependem, como musculo e tecido adiposo (CEFALU, 2001).

As causas da resisténcia a insulina em geral e aquela presente na obesidade,
bem como suas conseqii€éncias, ndo sdo completamente definidas. Uma explicagdo possivel
envolve um aumento de acidos graxos livres ao figado, associado a menor supressdao da
lipdlise pela insulina. Bliither e colaboradores demonstraram que em obesos intolerantes e
resistentes a insulina, as concentragdes séricas de acidos graxos livres estdo mais elevadas
que em obesos nio resistentes (BLUHER e cols, 2001). E importante ainda observar que os
mecanismos de resisténcia a insulina envolvem os seus receptores e principalmente as
diversas etapas da via de sinalizacdo da insulina (BIRNBAUM, 2001) através de
modificacdes nos mecanismos moleculares da cascata de sinalizacdo apds a ligagcdo do

hormonio ao seu receptor (WHITE, 2003).

1.5- Obesidade e Resisténcia a insulina

Embora possua um componente genético (HUNTER e col, 1998), a resisténcia
a insulina também pode ser modulada por influéncia ambiental, e estd fortemente associada
ao sedentarismo e a obesidade (REAVEN, 1988). A resisténcia a insulina ¢ freqiientemente
associada a hiperinsulinemia, que em obesos parece causada por hipersecre¢do hormonal
primaria e compensatoria a resisténcia tecidual a insulina (MUSCELLI e cols, 2001;

POLONSKI e cols, 1988)
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Além da resisténcia as acdes da insulina na musculatura esquelética,
os portadores de obesidade apresentam inadequada supressdo da producdo endogena de
glicose (BONADONNA e cols, 1990; GASTALDELLI, 2004) e, no que se refere as vias

metabolicas das gorduras, menor supressao da lipolise pela insulina (TAPPY e cols, 1991).

Confirmando a influéncia da obesidade no desenvolvimento da resisténcia a
insulina, diversos estudos demonstram que a perda de peso leve (MUSCELLI, e cols 1997;
SU e cols, 1995) ou consideravel (GRECO e cols, 2002; LETIEXHE, 1994), a resisténcia a
insulina diminui, a secrecdo de insulina passa a ser melhor regulada e os parametros
metabolicos, como por exemplo, pressdo arterial, perfil lipidico, acidos graxos livres e

adiponectinemia tendem a retornar aos niveis normais (CAMASTRA, S e cols, 2005).

1.6- A Sindrome Metabolica

A Sindrome Metabolica, Plurimetabolica ou Sindrome X inicialmente descrita
por Reaven, ¢ caracterizada por um conjunto de alteracdes metabolicas que incluem
resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, aumento do VLDL
colesterol, diminui¢do do HDL colesterol e hipertensdo arterial. Segundo Reaven, a
resisténcia a insulina seria o fator inicial que desencadearia as demais alteragdes
metabolicas, levando finalmente a um risco aumentado de doencas cardiovasculares,
bem como ao surgimento do diabetes tipo 2 (REAVEN, 1988). Ha varias tentativas de
padronizar uma defini¢do da sindrome metabolica. Uma das mais utilizadas ¢ a estabelecida
pelo Adult Treatment Panel 111 (ATP II - NIH, 2002), segundo o qual a sindrome
metabolica seria identificada pela presenga concomitante de 3 ou mais dos fatores listados

na tabela abaixo:
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Identificacio clinica da Sindrome Metabélica

Fator de Risco Nivel de Definicao
Obesidade central Circunferéncia de cintura
Homem >102 cm
Mulher >88 cm
Triglicérides >150 mg/dl (1,69 mmol/1)
HDL cholesterol
Homem <40 mg/dl (1,04 mmol/1)
Mulher <50 mg/dl (1,29 mmol/1)
Pressdo Arterial >130/85 mmHg
Glicemia de Jejum >100 mg/dl (6,1mmol/I)

Utilizando estes critérios, Ford e colaboradores relataram, em adultos
participantes do Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES III),
uma prevaléncia em torno de 6,7% na faixa etaria dos 20 aos 30 anos, alcangando
aproximadamente 43% na faixa dos 60 aos 70 anos (FORD e cols, 2002). O estudo
Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) realizou um acompanhamento por 11 anos em
americanos de meia-idade (40-65 anos), utilizando os mesmos critérios, € encontrou uma
prevaléncia da Sindrome Metabodlica de aproximadamente 23% no inicio do seguimento.
Os individuos portadores de Sindrome Metabdlica apresentaram uma probabilidade
1,5 a duas vezes maior de desenvolver doenca cardiovascular e acidente vascular cerebral

em relacdo aos demais (McNEILL e cols, 2005).

Nas diversas classificacdes da sindrome metabolica, a obesidade, caracterizada
metabolicamente por hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (BONADONNA e cols,
1990; POLONSKI e cols, 1988) ¢ freqiientemente incluida como um de seus componentes.
E, segundo Wajchenberg, embora ndo se possa ainda estabelecer uma relagdo de causa e
efeito, a obesidade, principalmente com distribui¢ao corporal central ¢ um elo de ligagao
importante entre os varios componentes da sindrome metabdlica. Embora se discuta a

heterogeneidade encontrada entre obesos com graus semelhantes de acumulo de tecido
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adiposo abdominal, foi proposto que este acimulo seria um fator modulador para uma
eventual susceptibilidade genética aos componentes da sindrome metabdlica

(WAJCHENBERG, 2000).

Também se inclui atualmente como componente da sindrome um estado
pro-inflamatorio, que esta geralmente associado a obesidade central (ATP III - NIH, 2002).
De fato, algumas citocinas e hormodnios secretados pelas células adiposas tém sido
associados a resisténcia a insulina favorecendo o desenvolvimento do diabetes tipo 2
(PRADHAN ¢ cols, 2001; HUBE, 1999; YUDKIN e cols, 1999). Quanto mais
componentes da sindrome metabolica estdo presentes em um individuo, maiores as

concentragdes de marcadores inflamatorios detectadas (PICKUP, 2004).

Portanto, o que se pode afirmar ¢ que a sindrome metabdlica ¢ um conjunto de
multiplos fatores ou marcadores de risco que apresentam uma grande interagdo entre si,
embora uma relacdo direta de causa e efeito entre tais componentes ainda ndo tenha sido

comprovada (FERRANNINI, 2007; KAHN e cols, 2005).

1.7- O Tecido Adiposo

E um tipo especial de tecido conjuntivo constituido por células denominadas
adipdcitos, e seus precursores, os pré-adipdcitos, por células endoteliais, pois ¢ ricamente
vascularizado e por um tecido de sustentacdo (estroma) composto de fibras reticulares.
Em pessoas com IMC normal (eutréficos) o tecido adiposo corresponde a 20-25% do peso
corporal na mulher e a 15-20% no homem. Na obesidade ocorre um aumento do tecido
adiposo tanto pela capacidade de armazenamento dos adipdcitos (hipertrofia) como pelo

nimero de adipocitos que se diferenciam a partir dos pré-adipocitos (hiperplasia).

A fungdo mais conhecida e compreendida deste tecido ¢ o acaimulo de energia
na forma de triglicérides, que em situagdes de necessidade como no jejum, podem ser
liberados rapidamente na forma de acidos graxos livres e glicerol, garantindo assim a
manuten¢do da homeostase. O controle da estocagem e da liberagdo de lipideos se da
gragas a inervagao simpatica do tecido adiposo, e a presenca, na membrana dos adipocitos,
de receptores para diversos hormoénios como glicocorticoides, insulina e hormonios

tireoideanos (BERNE e cols, 2004).
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Por outro lado, desde a identificacdao da leptina, um polipeptideo produzido no
tecido adiposo que relata ao cérebro o estado dos estoques de energia do corpo, (ZHANG e
cols, 1994) o tecido adiposo vem sendo considerado um verdadeiro 6rgdo multifuncional,
secretor de hormonios, peptideos e citocinas, como angiotensinogénio, estrogeno, cortisol,
PAI-1 (fator inibidor de ativagao do plasminogénio) (HE e cols, 2000), adiponectina,
(MAEDA e cols, 1996) TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa) (KERN e cols, 1995) e
IL-6 (Interleucina-6) (MOHAMED-ALI e cols, 1998). Alteragdes das concentracdes
circulantes destes produtos de secrecdo foram relatadas em pessoas obesas (KERN e cols,
2001; BASTARD e cols, 2000; YUDKIN e cols, 1999; ARITA e cols, 1999) voltando-se o
foco de investigagdo para a ligagdo existente entre tais variagdes, o aumento da massa

adiposa e suas conseqiiéncias metabolicas.

1.8- As Citocinas

Citocinas sdo proteinas de sinalizagdo celular que controlam as interagdes entre
as células do sistema imunologico, onde foram primeiramente identificadas. Formam um
grupo diversificado e regulam ndo apenas as respostas inflamatérias locais e sistémicas,
mas também a cicatrizacdo de feridas, a hematopoese e outros processos biologicos.
Até hoje foram identificadas mais de cem citocinas estruturalmente distintas e
geneticamente nao-relacionadas. Trata-se de compostos extremamente potentes, que atuam
em baixissimas concentragdes (10°—10"M) através de sua ligagdo a receptores especificos
nas células-alvo. A maioria delas parece atuar apenas localmente, de maneira paracrina
(isto €, em células adjacentes) ou autdcrina (na propria célula que a produz). Muitas sdo
funcionalmente redundantes, isto ¢, verifica-se uma extensa superposicdo de suas
atividades. Além disso, uma citocina pode induzir a secre¢do de outras ou de mediadores,
produzindo assim uma cascata de efeitos biologicos (OPPENHEIM e col, 2000).
Sdo produzidas e liberadas por véarias células como macréfagos, monocitos, linfocitos,
adipocitos e células endoteliais (WAJCHENBERG, 2000; YUDKIN e cols, 1999).
Viarios estudos demonstraram que algumas citocinas encontram-se elevadas em obesos, e
que com o emagrecimento suas concentragdes circulantes decaem (ZICCARDI e cols,

2001; BASTARD e cols, 2000).

Introdugdo

29



O mecanismo baésico pelo qual as citocinas, secretadas pelo tecido adiposo ao
serem lancadas na circulagdo, desencadeariam o processo inflamatdrio seria através de
estimulo para a producdo de proteinas de fase aguda pelo figado, o que levaria a uma
inflamacao sistémica de intensidade variavel (BASTARD e cols, 2006; TATARANNI,
e cols, 2005).

Dentre as principais citocinas relacionadas a obesidade, também conhecidas
como adipocinas e que vém sendo largamente estudadas estdo a adiponectina, o TNF-a e a

IL-6.

1.9- O TNF-a

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) humano ¢ produzido
predominantemente por macrdéfagos ativados, monocitos e também pelo tecido adiposo

(HOTAMISLIGIL e cols, 1995).

Possui varias agdes pro-inflamatorias e imuno-regulatérias como aumento da
ativacdo dos linfocitos T-auxiliares (T-helper) e da produ¢do de imunoglobulinas e inducao
da resposta de fase aguda pelo figado. Nesta situacdo, os hepatocitos aumentam a producao
de proteinas plasmaticas importantes para a defesa inespecifica do hospedeiro contra

infecg¢des, como por exemplo, a Proteina C-reativa (CRP) (OPPENHEIM e col, 2000).

Diferentes estudos demonstraram que a obesidade correlaciona-se com um
aumento da expressdo de TNF-a pelos adipdcitos, em animais (HOTAMISLIGIL e cols,
1993) e em humanos (BASTARD e cols, 2000; DANDONA e cols, 1998), sugerindo que
esta citocina desempenhe um papel importante no desenvolvimento dos distarbios
metabolicos associados ao excesso de peso. Observa-se, porém que alguns trabalhos nio
encontraram aumento significativo das concentragdes circulantes de TNF-o (KERN e cols,
2001; MOHAMED-ALI e cols, 1997), o que leva a propor a hipotese de que o TNF-a
expresso pelos adipdcitos exerceria uma agdo predominantemente paracrina ou autocrina.
Assim, o tecido adiposo seria a fonte e o principal alvo desta citocina (WAJCHENBERG,
2000). No tecido adiposo de roedores obesos observou-se uma infiltracdo de macréfagos

que seria responsavel pela alta producdo de marcadores inflamatérios, como o TNF-a.
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Tal alteracdo também foi constatada no tecido adiposo de pacientes obesos

(BASTARD e cols, 2006).

O TNF-a age sobre o tecido adiposo estimulando a lipolise (ZHANG e cols,
2002; FEINGOLD e cols, 1992) por aumentar a atividade da lipase hormonio-sensivel
(KERN e cols, 1995; PATTON e cols, 1986) enzima que retira os lipideos estocados no
tecido adiposo, liberando-os na circulacdo, bem como através de inibicdo da lipase
lipoprotéica (LPL) (OPPENHEIM e col, 2000), enzima que remove os lipideos da
circulagdo depositando-os nos adipécitos. Estes efeitos, em conjunto, podem acarretar
aumento das concentragdes circulantes de acidos graxos livres (AGL), contribuindo para a
resisténcia a insulina (KERN e cols, 2001). O TNF-a do tecido adiposo induz a produgio
de IL-6 (MOHAMED-ALI e cols, 1997) que, por sua vez induz a producdo de
Proteina C-reativa, acarretando o surgimento de um estado de inflamatorio subclinico

presente na obesidade.

Em relagdo ao metabolismo dos carboidratos, o TNF-o diminui a expressao do
transportador de glicose GLUT4 (MINGRONE e cols, 2002), ¢ ¢ capaz de inibir a
sinalizacdo da insulina em adipdcitos humanos in vitro (LIU e cols, 1998). Os mecanismos
propostos envolvem a fosforilagdo da serina do IRS-1, impedindo sua associagdo com a
PI 3-quinase (fosfatidilinositol 3-quinase) (KANETY e cols, 1995) ou ainda a reducdo da
acdo tirosina-quinase do receptor de insulina (HOTAMISLIGIL e cols, 1994 e 1996).
Em modelos experimentais utilizando ratos obesos e resistentes a insulina, a neutralizagao
do TNF-a, através da administracdo de um receptor recombinante (TNFR-IgG), provocou
um aumento considerdvel na captacdo de glicose, sem, no entanto causar qualquer
modificagdo na produgdo hepatica, sugerindo que o TNF-a € capaz de induzir resisténcia a

insulina nos tecidos periféricos (HOTAMISLIGIL e cols, 1993).

1.10- Interleucina-6 e proteina C-reativa

A interleucina-6 (IL-6) ¢ uma citocina com multiplas atividades bioldgicas
produzida por muitos tipos celulares como linfécitos T e B ativados, mondcitos,

fibroblastos, células endoteliais e adipdcitos. O tecido adiposo ¢ uma importante fonte de
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IL-6 para a circulagdo sistémica existindo uma correlagdo direta entre produgao de IL-6 e
massa adiposa (MOHAMED-ALI e cols, 1997) e havendo evidéncias de que o tecido
adiposo visceral seja o maior responsavel por esta producdo (FRIED e cols, 1998).
Por outro lado, uma redugdo da massa adiposa através do emagrecimento,
conforme demonstrado por Bastard e colaboradores (2000) se acompanha de uma redugao

das concentracdes circulantes de IL-6.

Dentre os fatores que induzem a expressdo da IL-6 estio o TNF-o,
a interleucina-1 (IL-1) e outros agentes que ativam linfécitos e macrofagos (OPPENHEIM
e col, 2000). A secrecao de desta citocina pelos adipocitos € estimulada pela administracao
de insulina (VICENNATI e cols, 2002) e de catecolaminas, via receptores
beta-adrenérgicos (MOHAMED-ALI e cols, 2001).

Uma das func¢des mais conhecidas e estudadas da IL-6 ¢ estimular a produgdo
Proteina C-reativa (CRP), pelos hepatdcitos. Esta proteina ¢ a principal mediadora da
resposta inflamatoria de fase aguda, e possui fungdes imuno-reguladoras como o
recrutamento e ativacdo do sistema complemento, o aumento da reatividade leucocitaria,
e o estimulo da libera¢do de citocinas como a IL-1, IL-18, a propria IL-6 e o TNF-a
(BLACK e cols, 2004). Paralelamente a funcdo de defesa, a Proteina C-reativa, possui
também diversas ac¢des que estariam implicadas na patogénese de doengas
cardiovasculares, sindrome metabolica, intolerancia a glicose e diabetes tipo 2, como tem
sido demonstrado por diversos estudos que correlacionam concentracdes circulantes
discretamente elevadas de CRP, e o risco aumentado de desenvolver tais doencas
(BULLO e cols, 2003; MATSUBARA e cols, 2003; TAN e cols, 2003; PRADHAN e cols,
2001). A Proteina C-reativa, aumenta, por exemplo, a expressao de moléculas de adesdo
endotelial (PASCERI e cols, 2000) e a captagdo de LDL colesterol pelos macrofagos
(ZWAKA e cols, 2001) e inibe a 6xido-nitrico-sintetase endotelial (VENUGOPAL e cols,
2002). E ainda ha trabalhos demonstrando a correlacdo existente entre CRP e medidas de
obesidade (IMC e relacio C/Q), evidenciando a forte contribui¢do da adiposidade
aumentada na etiologia da inflamacio cronica associada a estes disturbios (BULLO e cols,

2003; CHAN e cols, 2002; YUDKIN e cols, 1999).
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Sendo a IL-6 a principal responsavel pela produg¢dao hepatica de CRP,
suas concentracdes circulantes estdo igualmente associadas a resisténcia a insulina
(FESTA e cols, 2003), IMC (VOZAROVA ¢ cols, 2001), risco aumentado de doenca
cardiovascular (YUDKIN e cols, 1999), e ao surgimento do diabetes tipo 2 (PRADHAN e
cols, 2001; PICKUP e cols, 1997). A correlagdo direta entre as concentragdes circulantes de
IL-6 e resisténcia a insulina (BASTARD e cols, 2000) sugere que ela pode ser importante
como um regulador local da acdo da insulina ou ainda, como um hormoénio circulante,
levando a um aumento da resisténcia a insulina no tecido muscular (KERN e cols, 2001).
Em pacientes com diabetes tipo 2 tanto as concentracdes séricas de IL-6 como de
TNF-a encontram-se elevadas (PICKUP e cols, 2000). Em humanos, a administracao
subcutanea de IL-6 recombinante provocou pequenos aumentos dose-dependentes da

glicemia de jejum (TSIGOS e cols, 1997).

Experimentos em animais tém evidenciado as multiplas agdes desta citocina.
Roedores que tiveram o gene que codifica a IL-6 desligado desenvolveram obesidade,
parcialmente revertida, apenas nos transgénicos, com a administragdo exogena de IL-6.
Apresentaram, ainda, diminui¢do da tolerdncia a glicose e aumento dos triglicérides.
J4 a administra¢do intracerebroventricular de IL-6 em ratos Wistar aumentou o gasto
energético (WALLENIUS e cols, 2002b) ¢ em outro estudo, a administragdo central
reduziu a massa adiposa, e diminuiu a ingestdo alimentar, sem gerar reacao de fase aguda
(WALLENIUS e cols, 2002a). Portanto ha evidéncias de que a acdo da IL-6 no sistema
nervoso central difere de sua agdo periférica. Por sua vez, a administragdo endovenosa,
em ratos, aumentou as concentragdes séricas de acidos graxos livres e a secre¢do hepatica
de triglicérides (NONOGAKI e cols, 1995). J& em humanos eutroficos aumentou a
reesterificacdo de dcidos graxos e a oxidagdo lipidica sem causar aumento de triglicérides
(HALL e cols, 2003). Tal como o TNF-a, a IL-6 possui efeito lipolitico, pois reduz a
expressao e atividade da LPL (lipase lipoprotéica) (TRUJILLO e cols, 2004).

Os mecanismos moleculares de ag¢do da IL-6 ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Bastard e cols (2002) demonstraram pela primeira vez em humanos que o
tecido adiposo subcutaneo abdominal expressa o receptor de IL-6, o que sugere que esta
citocina estaria envolvida em mecanismos de regulacdo paricrinos ou autocrinos dos

adipdcitos. Em estudos de adipocitos in vitro, a administracdo de IL-6 além de comprovar
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esta estimulagdo autdcrina, induziu resisténcia a insulina através de uma inibicao aguda da
fosforilacdo dos componentes da cascata de sinalizacdo da insulina, mais precisamente na
subunidade beta do receptor de insulina (LAGATHU e cols, 2003). Em tecido adiposo de
individuos resistentes a insulina, ficou demonstrado que a expressdo génica da IL-6
encontra-se exacerbada, exercendo efeitos inibitorios na transcrigao do IRS-1, do GLUT4 e

do PPARY (ROTTER e cols, 2003).

1.11- Adiponectina

A adiponectina foi descoberta simultaneamente por diferentes grupos de
estudos, recebendo diferentes denominagdes como apM1, ACRP30, ou adipoQ. Trata-se de
uma adipocina produzida abundantemente pelo tecido adiposo e que circula em altas
concentragdes plasmaticas (ARITA e cols, 1999). Tais concentragdes circulantes podem ser
afetados por fatores como sexo, idade e estilo de vida e, ao contrario de outras adipocinas,
encontram-se diminuidas em portadores de obesidade (KADOWAKI e col, 2005) bem
como de diabetes tipo 2 (HOTTA e cols, 2000) e doenca cardiovascular (OUCHI e cols,
1999). E correlacionam-se positivamente com a sensibilidade a insulina e negativamente

com a produg¢do endégena de glicose (WEYER e cols, 2001; STEFAN e cols, 2003).

Esta adipocina possui algumas particularidades que a diferenciam dos demais
produtos secretados pelo tecido adiposo. Tem a capacidade de aumentar a sensibilidade a
insulina, a oxidag¢do de lipideos e a captacdo de glicose pelo musculo, e diminuir a
liberagdo hepatica de glicose (KADOWAKI e col, 2005). Seus efeitos sdo mediados via
AMPK, um regulador do balanco energético do organismo, que controla importantes
enzimas como a acetil-CoA carboxilase, essencial no processo de beta oxidagdo de acidos
graxos, a fosfoenolpiruvato carboxiquinase e a glicose-6-fosfatase, duas enzimas chaves no
processo de neoglicogénese (YAMAUCHI e cols, 2002). Dois receptores da adiponectina
foram 1identificados por Kadowaki e colaboradores: adipoR1 expresso em grande

quantidade em musculo esquelético e adipoR2, expresso principalmente no figado.

Possui efeito protetor contra aterogénese, pois inibe moléculas de adesdo
(VCAM-1 e ICAM-1) e diminui adesao de mondcitos as células endoteliais (OUCHI e cols,

1999), dois processos cruciais no surgimento de doengas cardiovasculares.
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E ainda propriedades antiinflamatorias, pois ¢ capaz de inibir a atividade fagocitaria e a
producao de TNF-a pelos macréfagos (BASTARD e cols, 2006; YOKOTA e cols, 2000).
Por sua vez, IL-6 e TNF-a reduzem a expressio do RNA mensageiro da adiponectina
(BRUUN e cols, 2003) sendo esta talvez mais uma forma pela qual estas citocinas

induziriam resisténcia a insulina e aterosclerose.

Quanto aos efeitos da insulina sobre adiponectina em humanos, os resultados
sdo controversos, pois hd um estudo demonstrando a supressdo da adiponectina pela
administracdo de insulina (BRAME e cols, 2005) e outro que demonstrou o estimulo da

expressdo de adiponectina apds infusao de insulina (WESTERBACKA e cols, 2006).

Diante de todo o exposto, fica evidente que a funcdo metabdlica do tecido
adiposo e das adipocinas a ele associadas ¢ objeto de intensa investigacdo, sendo que a
importancia de cada um desses componentes em relacdo a obesidade grave e a resisténcia a

insulina ndo esta totalmente esclarecida.

Este trabalho tem o objetivo de contribuir com elementos para a elucidag¢do das
inter-relacdes entre obesidade, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, adiponectinemia,

TNF-a, IL-6 € CRP.

1.12- O Universo deste Estudo

Apesar de todas as alteracdes mencionadas, a fisiopatologia da obesidade nao
estd totalmente esclarecida. Além disto, o sucesso terapéutico nos pacientes obesos,
a obten¢do e manutencdo do peso ideal através de dietas em associacdo ou ndo com
aumento da atividade fisica e com a administracdo de fdrmacos ocorrem em pequeno
nimero de casos, pois envolvem complexas modificacdes do estilo de vida.
Estas dificuldades se multiplicam nos pacientes portadores de obesidade grave.
A abordagem que tem apresentado os melhores resultados em relacdo a perda de peso,
e em relacdo a morbi-mortalidade, com menores taxas de recidivas € a cirurgia bariatrica

(DEMARIA, 2005).

A avaliagdo destes pacientes com diferentes graus de tolerancia a glicose,
antes da cirurgia, com investigacdo detalhada da sensibilidade a insulina, das concentragdes

séricas de adipocinas e suas correlagdes € o objetivo maior deste trabalho.
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Objetivo Geral

e Avaliar as concentragdes séricas de adiponectina, TNF-a, IL-6, Proteina C-reativa e
sensibilidade a insulina em pacientes obesos graves portadores de diferentes graus de
tolerancia a glicose e em voluntdrios com peso corporal normal (eutréficos - grupo
controle), submetidos ao Clamp Euglicémico Hiperinsulin€mico e verificar a correlagao

entre estas variaveis.

Objetivos Especificos

e Avaliar as concentragdes séricas de adiponectina, TNF-a, IL-6, Proteina C-reativa e
acidos graxos livres em pacientes com obesidade grave, portadores de diferentes graus
de tolerancia a glicose e em voluntdrios com peso normal (eutréficos - grupo controle)

em condicdes de jejum e em resposta a infusdo de insulina;

e Avaliar a sensibilidade a insulina;

e Avaliar o perfil lipidico, 4cido trico e creatinina séricos;

e Comparar todos os resultados obtidos em pacientes obesos com aqueles dos individuos

eutroficos;

e Avaliar a correlagdo de adiponectina, TNF-a, IL-6, e Proteina C-reativa com a
sensibilidade a insulina nos pacientes obesos, no grupo controle, bem como no conjunto

de todos os participantes.
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3.1- Tipo, Populacio e Local de Estudo

O estudo, do tipo corte transversal foi realizado em adultos entre 22 e 54 anos
com obesidade grave (n=32), atendidos no ambulatério de cirurgia da obesidade do
HC-UNICAMP, antes de serem submetidos a cirurgia bariatrica, no periodo de outubro de
2002 a agosto de 2004 e em individuos eutréficos (n=9) pareados aos pacientes obesos

quanto a sexo e idade. As caracteristicas gerais dos dois grupos constam da Tabela 1.

3.2- Métodos de Convocacao

Os pacientes agendados para realizagdio da cirurgia bariatrica,
com caracteristicas clinicas e antropométricas compativeis com os critérios de inclusdo e
exclusdo do protocolo de pesquisa, foram convidados a participar do estudo. Os individuos
eutroficos foram selecionados entre a comunidade universitdria, e entre as pessoas que

procuram os ambulatorios do departamento de medicina interna.

3.3- Critérios de Inclusao e Exclusao

O estudo foi realizado com os individuos que aceitaram participar e que
tivessem entre 18 ¢ 60 anos idade, e para os individuos obesos, IMC entre 40 ¢ 50Kg/m’.
Os critérios de exclusao utilizados foram: uso de reposicdo hormonal, insuficiéncia renal e
hepatica, uso de corticoides ou outros fairmacos que interferissem na sensibilidade ou na
secrecdo de insulina e hipertensdo arterial grave ou sem controle. Hipertensdo arterial foi
definida como pressdo sistolica maior ou igual a 140 mmHg ou pressdo diastélica maior ou
igual a 90 mmHg, e hipertensdo arterial grave como pressao sistolica maior ou igual a
160 mmHg ou pressdo diastolica maior ou igual a 100 mmHg, de acordo com os critérios
do Joint National Committee VII (NIH, 2003). Inicialmente realizamos um Teste Oral de
Tolerancia a Glicose (TOTG) para a classificagdo dos diferentes graus de tolerancia a

glicose, de acordo com os critérios revisados da American Diabetes Association, 2003.
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3.4- Aspectos Eticos

Todos os voluntarios incluidos foram informados e esclarecidos previamente
sobre o estudo e assinaram o termo de consentimento. O protocolo do estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade

Estadual de Campinas.

3.5- Variaveis

Os pacientes foram avaliados quanto as medidas antropométricas,
de composicdo corporal, sensibilidade a insulina, pressdo arterial, freqliéncia cardiaca e
foram efetuadas dosagens bioquimicas em sangue coletado durante os exames. Demais

informacodes coletadas foram: idade, sexo, antecedentes de doengas pessoais e familiares.

3.6- Protocolo Experimental

Os voluntarios compareceram em duas ocasides a Unidade Metabdlica para a
realizagao dos exames. No primeiro dia, foram submetidos ao Teste Oral de Tolerancia a
Glicose (TOTG), avaliacdo antropométrica e a avaliagdo da pressao arterial. Em uma outra
data foi realizado o Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico, com duragdo de 180 minutos,

havendo um intervalo minimo de sete dias entre cada um dos estudos.

3.7- Medidas Antropométricas

A mensuracao de peso foi realizada através da utilizagdo de balanga mecanica
da marca Welmy com precisdo de 100g, sendo que o voluntdrio encontrava-se vestindo
roupas leves e sem sapatos. Para a medida da altura foi utilizado estadidmetro acoplado a

balan¢a com divisao de 0.5 cm. A medicao foi realizada com o individuo descalco.

A circunferéncia da cintura foi medida no ponto mais estreito entre a ultima
costela e a crista iliaca, com fita métrica com escala milimétrica. Os valores encontrados
foram arredondados para o centimetro mais proximo. A circunferéncia do quadril foi
determinada com a mesma fita métrica, na por¢do mais larga da regido glutea,

sendo arredondada para o centimetro mais proximo (KISSEBAH, 1997).
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3.8- Avaliacao da Composicao Corporal

A avaliacdo da composi¢do corporal por bioimpedancia elétrica (BIA) foi
realizada utilizando-se aparelho Biodynamics Modelo 310 (Biodynamics Corp, Seattle,
WA) (FULCHER, 1991), ap6s um jejum minimo de 4 horas. Além disso, os pacientes
foram orientados a ndo ingerir bebida alcoolica, café, coca cola, guarana, cha mate ou preto
e a ndo praticar exercicios fisicos no dia anterior ao estudo (MATTAR, 1995). No exame
de bioimpedancia, os valores de massa magra, peso de 4gua, gordura corporal e
porcentagem de gordura corporal foram estimados através de equagdes contidas no
software do proprio aparelho, utilizando os valores de bio-resisténcia obtidos em cada

paciente.

3.9- Avaliacao da Pressao Arterial

A pressao arterial foi medida através de esfigmomandmetro de mercurio, apds
repouso minimo de 15 minutos em dectbito dorsal. Quando o didmetro do brago era maior
que 30 cm, foram utilizadas bracadeira e manguito apropriados, ou seja, mais longos
(RASTAM, 1990). Foram obtidas trés medi¢des, com intervalo de 1 minuto entre elas e a

média das duas tltimas medidas foi computada.

3.10- Estudos Metabdlicos
3.10.1- Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Os voluntarios compareceram pela manha, em jejum de dez a doze horas.
O exame foi realizado com o voluntario em repouso, em ambiente tranqiiilo com
temperatura constante ao redor de 25 °C. O teste foi precedido de um periodo basal de
60 minutos. Antes do estudo, os voluntarios foram orientados a esvaziar a bexiga, momento
este considerado como o inicio do periodo basal. A seguir foram realizados os seguintes
procedimentos: preenchimento de ficha cadastral, assinatura do termo de consentimento,

verificagdo do peso e da altura, medida de cintura e quadril e realizacdo da BIA.
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Em seguida, foi puncionada uma veia na regiao antecubital de um dos membros superiores
para a coleta das amostras de sangue. Nesta fase, foram coletadas duas amostras de sangue
para dosagens basais de glicemia e insulinemia (tempos —30° e 0’). De dez a quinze
minutos apds a puncdo venosa foram aferidas a pressdo arterial e a freqiiéncia do pulso.
A seguir, os individuos ingeriram 75 gramas de glicose em solu¢ao aquosa com volume
total de 300 ml, em até 5 minutos (tempo zero — inicio da ingestdo). Seguiu-se entdo,
um periodo experimental de 120 minutos, durante o qual foram coletadas amostras de
sangue nos tempos, 30, 60, 90 e 120 minutos apos a ingestdo da glicose, para as analises

séricas de insulina e glicose.

3.10.2- Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico

O clamp foi realizado seguindo a técnica previamente proposta por
DEFRONZO e cols, 1979. Seu objetivo ¢ a avaliagdo da sensibilidade a insulina.
Os participantes foram orientados a comparecer a Unidade Metabolica em jejum de
alimentos por um periodo de 12 horas, com livre ingestdo de dgua. O exame incluiu
120 minutos de periodo basal, 180 minutos de periodo experimental, ou seja, de infusdo de
insulina e 60 minutos para a observagdo do paciente apos o término da infusdo insulinica,
com o objetivo de evitar hipoglicemia. Os periodos de 60’ a 120’ e 120’ a 180’

foram considerados respectivamente “Steady State 1 (SS1) e “Steady State 2” (SS2).

O estudo tinha inicio com a mensura¢ao do peso e o horario, considerado como
inicio do periodo basal, era anotado. A seguir, ofereciamos 200 ml de 4gua e
punciondvamos 2 veias periféricas utilizando-se cateter de teflon agulhado numero
20GA ou 22GA, de preferéncia homolateral no membro superior, sendo a primeira pun¢ao
em sentido retréogrado em veia antecubital e a segunda no antebraco, préximo ao cotovelo.
Cada cateter foi fixado a um sistema de trés vias. A mdo onde foi puncionada a veia
antecubital permanecia em caixa aquecida entre 50 e 60° C, para diminuir a diferenca
artério-venosa (‘“‘arterializagdo” do sangue venoso) (Mc GUIRE, 1976). O sistema era
mantido permedvel através da injecdo de 3ml de solugdo salina ou, quando necessario,

Iml de solugdo de heparina (1000 UI diluidas em 20ml de SF). Durante todo o
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experimento, as amostras de sangue eram coletadas desta veia, sendo desprezados
2ml iniciais, por estarem diluidos com a solu¢do de heparina. A dose de insulina foi
calculada para obter uma administragio intravenosa de 40 pUI/m* de superficie corporal
por minuto. A insulina regular humana era colocada numa seringa contendo 56 ml de soro
fisiologico e 4 ml de sangue do proprio paciente, a fim de evitar que o hormonio aderisse a
parede interna da seringa. Foram coletadas amostras basais de sangue para dosagens

(tempo-120 e 0) de glicemia, insulinemia, adiponectina, TNF-a, IL-6, e Proteina C-reativa.

Foram realizadas trés medidas da pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca no
periodo basal do clamp. Foi considerado o periodo experimental ou “clamp” o intervalo
entre o inicio e o final da infusdo de insulina. De 0 a 4 minutos, esta foi mantida em
45,6 ml/h, correspondente a quatro vezes a velocidade de 40uU/m?SC/min. Aos 4 minutos
foi reduzida para 22,8 ml/h, correspondente a 2 vezes o valor calculado e por fim,
a partir do sétimo minuto, para de 11,4 ml/h, constante até o fim do periodo experimental,

(tempo 180 minutos).

A infusdo de glicose foi iniciada simultaneamente a de insulina. De 0 a 4 min
foram infundidos 0,5 mg/kg/min; de 4 a 7 min 1,0 mg/kg/min e de 7 a 10 min
1,5 mg/kg/min. A partir deste tempo, a velocidade de infusdo dependeu dos valores das
glicemias medidas a intervalos de cinco a dez minutos, em amostras de 1 ml de sangue.
O objetivo do ajuste da infusdo foi manter a glicemia o mais proximo possivel da média das
glicemias medidas no periodo basal (variagdo < 10%). No caso dos diabéticos a infusdo de

glicose foi iniciada quando a glicemia atingiu valores entre 100 e 120 mg/dl.

A solucdo contendo a insulina regular e a solucdo de glicose a 10% foram
infundidas na veia antecubital. Para a glicose usou-se uma bomba de infusao (AVI 270,
3M Health Care, EUA) e a insulina foi administrada através de bomba de infusdo com

precisdo de fragcdes decimais (A VI syringe pump, modelo 600, 3M Health Care, EUA).

Foram coletadas amostras de sangue nos tempos 30, 60, 90, 120 e 180 minutos
para dosagens bioquimicas de insulina, colesterol, uréia, creatinina, acido Trico,

acidos graxos livres, adiponectina, TNF-a, IL-6 e Proteina C-reativa.
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Foi entdo oferecida uma refei¢do para o voluntario, ¢ durante a alimentagao
reduziu-se progressivamente a infusdo de glicose sempre para a metade do valor que
estivesse sendo infundido, mantendo o controle através da glicemia. Este procedimento foi
mantido até que a glicemia estivesse estavel, sem a necessidade de administracdo de

glicose, e se estendeu, em média, por uma hora.

3.11- Acondicionamento e Estocagem de Amostras

As amostras de sangue e urina coletadas, exceto aquelas para glicemia,
foram colocadas imediatamente na geladeira e, ao término do estudo, foram centrifugadas
em centrifuga refrigerada a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Alemanha), a 3.000 rpm,
por 15 minutos. Foram a seguir divididas em aliquotas e armazenadas em freezer a —20° C,

para dosagem posterior.

3.12- Métodos Analiticos

-Acido irico, colesterol total e fracdes lipidicas, uréia e creatinina:
As dosagens foram realizadas em soro utilizando-se reagentes Wiener (Argentina) em
equipamento automatizado Cobas Mira Plus (Roche). O controle de qualidade para essas

analises foi realizado com o kir Standatrol SE 2 niveis, marca Wiener.

-Citocinas: Foram dosadas em soro, pelo método ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay), sendo que as leituras foram realizadas em leitor de microplacas da marca Bio-Rad,

modelo 680 (Japao).

-Para o TNF-a: foi utilizado o reagente Quantikine HS — HSTAOOC (R&D Systems,
Minneapolis, MN), com sensibilidade de 0,06-0,32 pg/ml. Valores de referéncia: 0,5 a
4,71 pg/ml.
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-Para a Interleucina-6 (IL-6): foi utilizado o reagente Quantikine HS — HS600B (R&D
Systems, Minneapolis, MN), com sensibilidade de 0,016-0,110 pg/ml. Valores de
referéncia: 0,447 a 9,96 pg/ml.

-Para a Adiponectina: foi utilizado o kit Human Adiponectin ELISA,
(Linco Research Inc., Missouri, USA) com sensibilidade de 0,78 ng/ml. Valores de
referéncia: 1,9-17mg/ml (ARITA e cols, 1999).

-Proteina C-reativa: Foi dosada em soro pelo método de imunonefelometria por
concentracdo de particulas, em nefelometro Array 360 da marca Beckman Instruments,
Inc., modelo 4480, utilizando-se o reagente N High Sensitivity CRP (Dade Behring,
Alemanha). A sensibilidade do método ¢ de 0,017mg/dl. Valor de referéncia < 0,03mg/dl

para individuos saudaveis.

-Insulina: Foi dosada por radioimunoensaio em soro, em duplicata, utilizando-se reagentes
da Linco Research Inc (EUA). A reagdo cruzada com a pro-insulina é menor que 0,2% e
os valores de referéncia para pacientes em jejum sdo: 5-15 pU/ml

(30-90 pmol/l). A leitura foi realizada em contador gama Marca Beckman Instruments Inc.

-Acidos graxos livres: Foram dosados por método colorimétrico—enzimatico, em soro,
utilizando kit da marca Wako Chemicals (Alemanha), e a leitura realizada em leitor de
microplacas da marca Bio-Rad, modelo 680. A sensibilidade do método ¢ de

0,075 mEq/l. Valores de referéncia para pacientes em jejum: 0,1-0,6mEq/L.

Glicose sérica: Foi dosada em duplicata por técnica de oxidagdo de glicose em
equipamento automatizado, glucose analyser da marca Beckman Instruments Inc.

Modelo 6517. Coeficiente de variabilidade do fornecedor + 3%.
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3.13- Calculos e Formulas

-Indice de Massa Corporea (IMC): Foi calculado pela divisio do peso,
em quilos, pela altura, em metros, ao quadrado. A classificacdo do estado nutricional por
IMC foi realizada, para ambos os sexos, através dos critérios da Organizagdo Mundial de

Satide (WHO 2000).

-Area sob as curvas (ASC) de glicose e insulina no Teste Oral: As areas sob as curvas de
insulina e glicose no teste oral (TOTG) foram obtidas através do céalculo da area do
trapézio considerando-se toda a area sob as respectivas curvas (POTTEIGER, 2002). Areas
incrementais foram calculadas como a diferenca entre a ASC total e a drea que seria obtida
se o valor basal de insulina ou glicose fossem mantidos ao longo do tempo experimental

(ASC incr = ASC total — (valor basal x tempo experimental em min)).

-Sensibilidade a insulina (valor de M): Foi calculada pela taxa de infusdo exdgena de
glicose (TIEG) durante o periodo do clamp. Pressupondo-se que nas concentragdes
circulantes de insulina atingidas durante o clamp ocorreu a total supressdo da produgdo
enddgena de glicose (BONADONNA, 1990). O valor obtido foi corrigido pelas variagdes
da glicemia, considerando-se o volume de distribuicdo corporal da glicose de
250 ml/Kg de peso corporal (DEFRONZO, 1979). Os valores foram corrigidos pelo peso

corporal ou pela massa magra (MM).

-Clearance de insulina

Avaliado durante o clamp euglicémico hiperinsulinémico de acordo com a

formula:

Taxa de infusdo de insulina

Cl de Insulina =
earance ce TSuina Ins SS — (Ins basal * 0,5)

(ELAHI, 1982)
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Onde SS: Steady State, foram considerados os periodos experimentais de

60 a 120 minutos como SS1 e de 120 a 180 minutos como SS2.

-Lipideos: A fragdo de colesterol LDL foi calculada a partir da formula de Friedewald:

COLESTEROL TOTAL—(HDL+(TRIGLICERIDES/5)); e para a fragdo de colesterol
VLDL foi utilizada a formula de Friedewald: COLESTEROL VLDL=
TRIGLICERIDES/S.

3.14- Critérios de Classificacao

-Tolerancia aos carboidratos: A tolerancia aos carboidratos e o diagndstico de diabetes
foram definidos de acordo com os critérios revisados da American Diabetes Association,

2003, a partir do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG):

Glicemia de Jejum Glicemia apos 2h (TOTG)

Normal (NT) <110 mg/dl (6,1 mmol/l) <140 mg/dl (7,8 mmol/l)
Intolerante a glicose (IT) 110-126 mg/dl (6,1 e 7,0 mmol/l)  140-200 mg/dl (7,8 e 11,1 mmol/l)
Diabético (DM) >126 mg/dl (7,0 mmol/l) >200 mg/dl (11,1 mmol/l)

-Valores de pressao arterial: Foram aplicados os critérios do Joint National Committee

VII para a classificacdo quanto aos valores de pressao arterial (NIH, 2003).

Classificacdo da Pressao Arterial em Adultos

Classificacao Sistolica (mmHg) Diastélica (mmHg)
Normal <120 e <80
Pré-hipertensao 120-139 ou 80-89
Estagio 1 140-159 ou 90-99
Estagio 2 >160 ou=>100
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-Grau de obesidade: Para a classificacido do grau de obesidade, foram utilizados os

critérios da Organizacdo Mundial de Satide (WHO 2000).

Classificacdo de Adultos de acordo com o IMC

Classificagdo IMC (em Kg/m?)
Subpeso < 18,50
Eutroéfico 18,50-24,99
Sobrepeso 25-29,99
Obesidade Classe I 30-34,99
Obesidade Classe 11 35-39,99
Obesidade Classe 111 >40

3.15- Analise dos Dados

Todas as informagdes obtidas e os resultados laboratoriais foram digitados em
banco de dados, utilizando-se o programa Excel. A analise estatistica foi realizada através
do programa Statview®. Inicialmente foi realizada uma andlise descritiva de todas as
variaveis obtidas e depois comparacdes entre os tempos (intragrupo) e entre os grupos.
Todos os parametros coletados e os calculados foram comparados entre eutréficos e obesos
através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A comparacao intragrupo foi realizada
através do teste ndo paramétrico de Wilcoxon. A relagdo das varidveis entre si foi avaliada
através de teste de Correlagdo de Spearman e de Regressdo Multipla. Para a comparacao
das curvas entre os grupos foi efetuada a Analise de Variancia (ANOVA) para medidas
repetidas. Os resultados foram apresentados como média + erro padrao. Valores de p < 0,05

foram considerados significativos.
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4.1- Caracteristicas Gerais

Todos os 32 pacientes obesos, bem como os 9 controles realizaram o estudo

completo. Entretanto, dois estudos de clamp (um paciente obeso e um controle) nao

puderam ser realizados até o final, ficando com um tempo total de 120 minutos.

Os dois grupos eram comparaveis quanto a idade e altura e, por definicao

experimental diferiam quanto a peso e IMC. A gordura corporal, massa magra e as medidas

de cintura e quadril também eram significativamente maiores nos obesos, como se pode

observar na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas antropométricas dos obesos e grupo controle

1

2

CT OB-NT  OB-IT OB-DM ni N DMIZ -

Numero (m/f) 5/4 5/10 2/9 2/4

Idade (anos) 3544 3612 3712 4182 ns ns
Peso (Kg) 6213 145+10° 12749% 133+12° ns ns
Altura (cm) 166£3 16943 16143 161+4 ns ns
IMC (Kg/m®) 22,340,6 50,242,2° 483422 51,043,0°  ns ns
Cintura (cm) 80+3 130+6 128+6° 140+6° ns ns
Quadril (cm) 9842 150+5° 14145 141+4> 0,05 ns
% gordura 1842 44+1° 44+1° 4342° ns ns
Massa magra (Kg) 5143 806" 71£5° 7547° ns ns
Gordura (Kg) 1141 64+5° 5745° 58+6" ns ns
TMB (Kcal/dia) 1557486 2440+184° 2139+163° 2280+207° ns ns

Valores de p para comparagdo entre os grupos através da analise ndo paramétrica de Mann Whitney:

i p<0,0001; ° — p<0,01 e ¢ — p<0,05 vs. CT.

1 2 ~
p" e p°- comparagdo entre 0s obesos.

Resultados

50



Em relacdo as caracteristicas metabolicas, (Tabela 2) o perfil lipidico dos
grupos foi semelhante, havendo uma pequena diferenga apenas em relacdo as concentragdes
séricas de triglicérides, que se encontravam maiores em obesos. As concentragdes de
creatinina, ao contrario, foram mais altas no grupo controle, embora estivessem dentro da
faixa de normalidade em todos os voluntérios eutroficos ou obesos. O grupo dos diabéticos
apresentou, ainda, maiores concentracdes de acido urico em relacdo ao grupo controle e,
em relagdo ao subgrupo OB-IT, maiores concentragdes de triglicérides, acido tUrico e

VLDL-colesterol (todos p<0,05).

Tabela 2- Perfil lipidico, &cido urico e creatinina séricos no periodo basal dos obesos e

grupo controle

PP

ITvs NTT DM vs NT

CT OB-NT OB-IT OB-DM

Colesterol total (mmoml/l)  4,3+0,2 4,9+0,4 4,840,2 5,5+0,7 ns ns
HDL-colesterol (mmol/I) 1,3+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1 1,3+0,3 ns ns
LDL-colesterol (mmol/1) 2,8+0,2 3,5+0,4 3,310,2 3,5+0,7 ns ns

VLDL-colesterol (mmol/l)  0,1£0,1 0,2+0,1° 0,2+0,1°¢ (),7i0,2b ns 0,01

Triglicérides (mmol/1) 0,7+0,1 1,240,1° 1,0+0,1¢ 3,4+1,0° ns 0,01
Acido urico (umol/l) 318,6429,2 376,3+36,4 340,7429.4 468,5+25,5°  ns ns
Creatinina (pumol/1) 82,2449  64,1+£54° 66,916,1°¢ 70,9+5,9 ns ns

Valores de p para comparagdo entre os grupos através da analise ndo paramétrica de Mann Whitney:
a_ p<0,0001; ° — p<0,01 e © — p<0,05 vs. CT.

p' e p- comparagio entre os obesos.
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A média das medidas de PAS, PAD e a freqiiéncia cardiaca foi semelhantes
entre os grupos (Tabela 3). Considerando-se os novos critérios do JNC VII, 7 obesos e
5 controles eram normotensos; 20 obesos e 4 controles foram classificados como portadores

de pré-hipertensdo e 5 obesos como portadores de hipertensao arterial estagio 1.

Tabela 3- PA e FC basais dos obesos e grupo controle

CT OB-NT OB-IT OB-DM r r

ITvs NT DM vs NT
PAS basal (mmHg) 11743 130+5 12348 127+£5 ns ns
PAD basal (mmHg) 8412 7743 7843 87£5 ns ns
FC (bpm) 6843 7412 7612 8116 ns ns

Valores de p para comparagdo entre os grupos através da analise ndo paramétrica de Mann Whitney:
i_ p<0,0001; ° — p<0,01 e © — p<0,05 vs. CT.

p' e p*- comparagio entre os obesos.

4.2- Resultados do Teste Oral de Tolerancia a Glicose

Na Tabela 4 sao mostrados os resultados da glicemia, insulinemia e os calculos
derivados destas medidas durante o teste oral. Com exceg¢ao dos diabéticos, obesos e
controles apresentaram glicemia de jejum semelhante. Entretanto, as concentracdes séricas
de insulina diferiram largamente entre os grupos (Figura 1), chegando a alcangar nos
obesos aproximadamente o triplo dos valores dos controles. A area sob a curva de glicose
resultante do teste oral demonstrou um aumento progressivo a partir dos controles em
dire¢do ao subgrupo de obesos diabéticos. Diferencas significativas foram encontradas
ainda entre as areas sob a curva de insulina, bem como entre as areas incrementais,

muito maiores nos obesos.
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Tabela 4- Resultados do teste oral de tolerancia a glicose

CT OB-NT OB-IT OB-DM nl:s INT DMTNT
Glicemia basal (mmol/l) 4,840,2 4,94+0,1 5,6+£0,3 8,0i0,6b 0,05 0,0005
Insulinemia basal (pmol/l) 6015 236+58" 170+21° 375461° ns 0,04
ASC glicose (mmol/1.2h) 684+48  814+32° 1042+41°  1500£87° 0,0008 0,0005
ASC insulina (nmol/1.2h) 41,6443 130,7+31,5° 121,1+18,2° 128,9+35,1° ns ns

ASC glicose Incr (mmol/1.2h)  106+42  224425° 375+38° 542+32° 0,003 0,0005

ASC insulina Incr (nmol/1.2h)  34,5+4,2 102,3 +£27,6° 100,7+16,7° 83,9+31,7° ns ns

Valores de p para comparag@o entre os grupos através da analise ndo paramétrica de Mann Whitney:
a_ p<0,0001; ° — p<0,01 e  — p<0,05 vs. CT.

p' e p>- comparagio entre os obesos.
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Figuras 1- Resultados do Teste Oral de Tolerancia a Glicose: obesos divididos de acordo

com o grau de tolerancia a glicose vs. controles

2 GLICEMIA - TESTE ORAL
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tempo (min)
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Figura 1A- Glicemia-Valores de p: ANOVA para medidas
repetidas (interagdo grupo/tempo) vs CT: NT-
p<0,0001; IT- p<0,0001; DM- p<0,0001.

INSULINEMIA - TESTE ORAL
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Figura 1B- Insulinemia- Valores de p: ANOVA para medidas
repetidas (interagdo grupo/tempo) vs CT: NT- p=ns;
IT - p <0,0001; DM p=ns.
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4.3- Resultados do Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico

Durante os periodos de estabilidade do estudo (SS1 e SS2), os valores
glicémicos se mantiveram estaveis com variacdes menores que 10% em relacdo a glicemia
basal. A infusdo de insulina elevou suas concentragdes séricas para valores similares entre
os grupos, ao redor de 800 pmol/l no grupo controle e ao redor de 1000 pmol/l no grupo
dos obesos. Embora clearance de insulina tenha sido maior em obesos, apos ajuste pela
superficie corporal esta diferenga deixou de existir. Estes resultados sdo mostrados na
Tabela 5. A sensibilidade a insulina, medida pela quantidade de glicose infundida durante o
estudo e ajustada pelo peso corporal e pela massa magra foi estatisticamente diferente,
mesmo apds tais ajustes, permanecendo menor nos obesos (Figura 2A). As concentragdes
circulantes basais de acidos graxos livres eram semelhantes entre os grupos e diminuiram
apds a infusdo de insulina (todos p<0,05). A supressdo encontrada no subgrupo dos
diabéticos foi menor que nos demais (DM vs NT — p=0,003; DM vs IT- p=0,05)
(Figura 2B).
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Tabela 5- Resultados do CLAMP euglicémico hiperinsulinémico e acidos graxos livres

medidos no periodo basal e ap6s a infusdo de insulina

1

2

3

CT OB-NT OB-IT OB-DM ITI:S NT DMpvs NT an S IT
Glicemia basal (mmol/l) 5,1+£0,2 4,9+0,1 5,1+£0,2 6,7+0,5° ns 0,001 0,007
Glicemia SS1 (mmol/l) 5,240,2  4,910,1 5,1£0,2 6,4+0,5" ns 0,001 0,02
Glicemia SS2 (mmol/1) 4,940,2 4,8+0,1 5,240,2 6,5+0,6° ns 0,002 0,02
Insulinemia basal (pmol/l) 5943 221+56° 154419 357494  ns ns 0,03
Insulinemia SS1 (pmol/l) 775+£68 975491 817+£55 1106157 ns ns ns
Insulinemia SS2 (pmol/l) 853+£53  1033+77 858179 1176148 ns ns ns
Clearance Insulina/SC
(ml/min.nf) 302+22 274416 330£30 253124 ns ns ns
M SS1 (umol/KgMM.min) 4943 2543° 2145° 16+3° ns 0,04 s
M SS2 (umol/KgMM.min) 5642 3244 26+2° 18+4° ns ns ns
AGL basal (mEgq/1) 0,74+0,17 1,03+0,2 0,7240,09 0,86+0,22 ns ns ns
AGL SS1 (mEg/1) 30-90 0,32+0,05 0,45+0,08 0,34+0,05 1,08+0,34° ns 0,04 0,04
AGL SS2 (mEq/l) 120-180  0,22+0,03 0,29+0,05 0,26+0,05 0,63+0,21 ns ns ns

Valores de p para comparagado entre os grupos através da analise ndo paramétrica de Mann Whitney:

*_ p<0,0001; ° - p<0,01 e * — p<0,05 vs. CT.

1.2 3 ~
p p° p’ —comparacdo entre 0s obesos.
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Figuras 2- Resultados do Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico: obesos divididos de

acordo com o grau de tolerancia a glicose vs. controles
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Figura 2A- Valor M (sensibilidade a insulina)
Valores de p: ANOVA para medidas repetidas (interagdo
grupo/tempo) vs CT: NT- p=ns; IT — p=ns; DM p=ns. Comparacao
entre os obesos: DM vs NT — p=0,03; DM vs IT- p=0,03.
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Figura 2B- Acidos Graxos Livres durante Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico
Valores de p: ANOVA para medidas repetidas (interacao
grupo/tempo) vs CT: NT- p=ns; IT - p=ns; DM p=ns. Comparag¢ado
entre os obesos: DM vs NT — p=0,003; DM vs IT- p=0,05.
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4.4- Citocinas e Marcadores Inflamatérios Durante o Clamp

As concentracgdes circulantes de TNF-a IL-6 e Proteina C-reativa, medidas no
periodo basal, foram significativemtne maiores nos obesos quando comparados ao grupo
controle (todos p<0,05 vs. CT). Porém, com excecdo da Proteina C-reativa, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os obesos com diferentes graus de tolerancia a
glicose (Figuras 3A, 3B e 3C). A infusdo de insulina durante o clamp nao exerceu efeito
significativo sobre as concentragdes de IL-6. Em relagdo ao TNF-0, somente nos obesos
normotolerantes foi detectada uma redugdo das concentragdes circulantes durante o clamp,
e para a Proteina C-reativa, um comportamento semelhante foi observado no grupo dos

obesos diabéticos (Tabela 6).

A adiponectinemia basal encontrava-se reduzida em todos os subgrupos de
obesos quando comparados aos controles (Figura 3D), bem como entre obesos diabéticos
comparados aos normotolerantes e aos intolerantes. A infusdo de insulina durante o clamp
baixou as concentragdes circulantes de adiponectina nos trés subgrupos de obesos

(NT=-11,1%; IT=-11,1%; DM=-15,2%; 180min vs basal; p=0,009).

Com os dados dos obesos e controles analisados em conjunto, a adiponectina e
a sensibilidade a insulina correlacionaram-se diretamente entre si, mesmo apos ajuste para
cintura, % gordura corporal e IMC (p=<0,001) e inversamente com as medidas de
adiposidade, glicemia e insulinemia de jejum e apos teste oral de tolerancia a glicose

(Figura 4 e Tabela 7).

As citocinas TNF-a, IL-6 e a Proteina C-reativa exibiram correlagdo direta com
medidas de adiposidade e inversa com a sensibilidade a insulina ¢ com a insulinemia
(Tabela 7). Em um modelo de regressao multipla, onde foram incluidos idade, sexo, IMC,
adiponectina TNF-a, IL-6 e Proteina C-reativa, versus a sensibilidade, esta se
correlacionou independentemente com a adiponectina ¢ o IMC (1*=0,72; p=0,0001).
J4 a 4rea sob a curva de glicose correlacionou independente e inversamente com a

adiponectina e a sensibilidade a insulina, mesmo ap6s corre¢do por IMC, idade e sexo

(r*=0,59; p=<0,0001).
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Por outro lado, depois de efetuados ajustes para porcentagem de gordura ou
cintura, a IL-6 e a Proteina C-reativa ndo mais apresentaram correlagdo com os parametros
metabolicos, enquanto que o TNF-a permaneceu correlacionado a insulinemia de jejum

(r*=0,47; p<0,0005).

A diminui¢do da adiponectinemia observada durante o clamp correlacionou-se
diretamente com o IMC, inversamente com adiponectinemia de jejum e ndo sofreu

influéncia do grau de tolerancia a glicose (r*=0,21; p=0,02).

Tabela 6- Citocinas e marcadores inflamatérios durante o CLAMP medidos no periodo

basal e ap6s a infusdo de insulina

PI pZ

ITvs NT' DMyvs NT

CT OB-NT OB-IT OB-DM

Adiponectina basal (ug/ml) 11,6+1,4  7,5£1,3°  5,640,9° 3340,7° s 0,04
Adiponectina clamp (ug/ml) 11,241,3  6,4+1,1°  4,5+0,6° 2,7+0,8° ns 0,008
P’ ns ns 0,04 ns

Proteina C-reativa basal (mg/dl)  0,06+0,01 0,88+0,14° 0,99+0,24° 1,02+0,20°  ns ns
Proteina C-reativa clamp (mg/dl)  0,06+0,02 0,8240,14° 0,99+0,29° 0,81+0,17°  ns ns

P’ ns ns ns 0,03
IL-6 basal (pg/ml) 1,28+0,27 4,07+0,76" 3,2940,89° 3,20+0,37°  ns ns
IL-6 clamp (pg/ml) 1,1440,48 3,26+0,55" 3,68+0,82° 4,94+1,31° ns ns
P’ ns ns ns ns
TNF-a basal (pg/ml) 2,0840,73 3,77+1,02° 2,374£0,48 3,59+1,03  ns ns
TNF-a clamp (pg/ml) 1,95+0,63 2,71+0,56 2,39+0,49 4,78+1,43° ns ns
P’ ns 0,01 ns ns

Valores de p para a comparagdo entre os grupos através da analise ndo paramétrica de Mann Whitney:
*— p<0,0001; b_ p<0,01 e ¢ — p<0,05 vs. CT; p' e p’ — comparagio entre os obesos.

p’- comparagdo intragrupo clamp vs basal (Wilcoxon signed rank test);
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Figuras 3- Citocinas e¢ Marcadores Inflamatorios Durante o Clamp Euglicémico
Hiperinsulinémico: obesos divididos de acordo com o grau de tolerancia a

glicose vs. controles. Medidas basais e ap6s infusdo de insulina
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Figura 3A- TNF-a durante Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico.
Valores de p: ANOVA para medidas repetidas
(interagao grupo/tempo) vs CT: NT- p=ns; IT - p=ns;
DM p=ns. Comparagdo entre os obesos: DM vs NT —
p=ns; DM vs IT- p=ns
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Figura 3B- IL-6 durante Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico.
Valores de p: ANOVA para medidas repetidas
(interacdo grupo/tempo) vs CT: NT- p=ns; IT - p=ns;
DM p=ns. Compara¢ao entre os obesos: DM vs NT —

p=ns; DM vs IT- p=ns
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Figura 3C- CRP durante Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico.
Valores de p: ANOVA para medidas repetidas
(interagdo grupo/tempo) vs CT: NT- p=ns; IT -
p=ns; DM p=0,02. Comparagao entre os obesos:

DM vs NT — p=0,03; DM vs IT- p=ns
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Figura 3D- Adiponectinemia durante Clamp Euglicémico
Hiperinsulinémico.

Valores de p: ANOVA para medidas repetidas
(interagdao grupo/tempo) vs CT: NT- p=ns; IT -
p=ns; DM p=ns. Comparacdo entre os obesos:

DM vs NT — p=ns; DM vs IT- p=ns
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Tabela 7- Correlagdes entre as variaveis (SPEARMAN)

M Adiponectina TNF-a IL-6 CRP
r p r p r p r p r p
M - - 0,63 <0,0001 -0,34 0,03 -0,45 0,005 -0,48 0,002

Glicemia basal -0,49 0,002 -0,51 0,001 046 Ns 0,17 ns 0,14 ns

Insulinemia basal -0,87 <0,0001 -0,61 0,0001 0,41 0,01 041 0,01 0,51 0,001

ASC Insulina -0,80 <0,0001 -0,55 0,0005 0,13 =ns 034 0,03 042 0,007
ASC Glicose -0,65 <0,0001 -0,66 <0,0001 0,14 =ns 0,16 ns 0,40 0,01
IMC -0,63 <0,0001 -0,43 0,007 0,35 0,02 0,58 0,0003 045 0,005
% Gordura -0,31 0,05 -0,14 ns 0,26 ns 0,51 0,001 0,58 0,0002
HDL 0,39 0,01 0,51 0,001 -0,10 Ns -0,37 =ns -0,19 ns
AGL -0,40 0,01 -0,32 0,04 0,14 Ns 0,15 ns 0,02 ns
TNF-a - - -0,19 ns - - 0,45 0,005 0,29 ns
IL-6 - - -0,06 ns - - - - 0,50 0,001
CRP - - -0,25 ns - - - - - -

Valores de r e p para correlagdo entre as variaveis obtidos através de Correlagdo de Spearman.
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Figuras 4- Resultados da Regressao Linear Simples
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Figura 4A- Regressao Linear Simples entre a sensibilidade a insulina e a insulinemia basal
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Figura 4B- Regressdo Linear Simples entre a sensibilidade a insulina e a adiponectinemia

basal
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Figura 4C- Regressao Linear Simples entre a area sob a curva de glicose do teste oral e a

adiponectinemia basal
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Figura 4D- Regressao Linear Simples entre insulinemia basal e TNF-a
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Figura 4E- Regressao Linear Simples entre IMC e IL-6
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Figura 4F- Regressdo Linear Simples entre IMC e CRP

Resultados

65






Este estudo permitiu comparar adipocinas em individuos portadores de
obesidade severa, que apresentavam considerdvel resisténcia a insulina, porém,
com diferentes graus de tolerancia a glicose, e ainda, avaliar o efeito da infusdo aguda de
insulina sobre estas adipocinas. Pudemos verificar uma interacdo aditiva entre a obesidade
e o grau de tolerancia a glicose em relagdo as concentracdes de adiponectina,
pois os pacientes diabéticos apresentaram menor adiponectinemia, apesar de possuirem
adiposidade, resisténcia a insulina e concentragdes circulantes de marcadores
pro-inflamatérios semelhantes aos demais grupos de obesos. Um resultado interessante
refere-se a diminuicdo da adiponectinemia durante a infusdo aguda de insulina,
permitindo-nos propor a existéncia de um ciclo no qual a hiperinsulinemia crénica poderia

piorar a resisténcia a insulina através da inibi¢do da expressdo da adiponectina.

Concentracdes circulantes elevadas dos marcadores inflamatorios e reduzidas
de adiponectina no grupo dos obesos, em comparacdo ao controles, eram esperadas.
Entretanto, ainda € desconhecida a exata contribui¢do de cada um destes componentes em
relacdo a fisiopatologia da obesidade, resisténcia a insulina e grau de tolerancia a glicose.
O aumento dos marcadores inflamatérios encontrado nos obesos pode ser atribuido ao
aumento da massa adiposa, porém, ndo observamos influéncia do grau de tolerancia a
glicose sobre as concentragdes circulantes de TNF-a, IL-6 e CRP e tampouco o contrario,
ou seja, destes sobre a tolerancia a glicose. As concentragdes basais de TNF-a
correlacionaram-se independentemente com a insulinemia de jejum, o que estd de acordo
com os estudos que encontraram correlacdo entre obesidade e resisténcia a insulina
(KERN e cols, 1995; GRECO e cols, 2002), embora alguns ndo tenham encontrado
concentracoes circulantes elevadas desta citocina em obesos (KOISTINEN e cols, 2000) e
tampouco diferenca em relacdo aos diferentes graus de tolerdncia a glicose
(BLUHER e cols, 2001). Sabe-se que em ratos, o TNF-a, inibe o0 RNA mensageiro do
transportador de glicose GLUT4 (HOTAMISLIGIL e cols, 1993), tendo sido confirmado o
mesmo efeito em humanos (MINGRONE e cols, 2002), e, portanto a correlacdo encontrada
pode refletir uma contribui¢do do TNF-o para uma hiperinsulinemia compensatoria a

resisténcia periférica a insulina. Em relacdo a adiposidade, um estudo que analisou

individuos com diferentes graus de adiposidade, encontrou baixas concentragdes de TNF-a
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naqueles com IMC acima de 45 Kg/m?, como os nossos pacientes, o que poderia explicar a
pequena diferenga encontrada em relacdo aos controles (KERN e cols, 1995). Quanto a
acao da insulina sobre o TNF-a, o efeito pouco expressivo encontrado pode ser atribuido ao
tempo relativamente curto de infusdo de insulina (180 minutos) ja que foi demonstrado em
um estudo de clamp que a ativagdo do RNA mensageiro do TNF-a pdde ser observada
apenas apds quatro horas de infusdo, e ainda assim em individuos eutréficos
(KROGH-MADSEN e cols, 2004). Igualmente possivel seria a hipétese de que o TNF-a
exerceria uma funcao localizada no tecido adiposo, e que suas concentragdes circulantes
ndo necessariamente reflitam a verdadeira extensdo de sua ag¢do pardcrina e/ou autdcrina

(KERN e cols, 2001).

Em contraposi¢do, a correlacdo positiva existente entre os as elevadas
concentracdes séricas de IL-6 e medidas de obesidade j4 foi demonstrada por vdrios
estudos, e embora ainda ndo tenham sido esclarecidos os mecanismos exatos, foi proposta
uma ligacdo entre concentragdes elevadas desta citocina e o grau de resisténcia a insulina
(LAGATHU e cols, 2003). Neste estudo, a IL-6 correlacionou-se de maneira independente
a obesidade e ndo a resisténcia a insulina. De fato, suas concentragdes eram similares entre
os subgrupos dos obesos e, apds a correcdo pelo IMC ou porcentagem de gordura corporal,
desapareceu qualquer correlacdo com os parametros metabdlicos. Semelhantes resultados
foram obtidos por Vozarova e seu grupo em estudos realizados em indios Pima
(VOZAROVA e cols, 2001) sugerindo que a associagcdo entre esta citocina e a resisténcia a

insulina perpassa obrigatoriamente pela obesidade.

Embora a secrecao de IL-6 possa ser estimulada pela insulina, durante o nosso
estudo suas concentragdes séricas ndo sofreram mudancgas significativas. Estudos que
detectaram estimulo da IL-6 por insulina foram feitos in vitro com longos periodos de
incubacgao (24 horas) (VICENNATI e cols, 2002) ou analisaram o RNA mensageiro da IL-6
em bidpsias de tecido adiposo (KERN e cols, 2001), ou ainda, ndo incluiram obesos
(KROGH-MADSEN e cols, 2004). Um estudo que realizou clamp euglicémico
hiperinsulinémico também ndo encontrou modificagdes nas concentragdes de IL-6 ou de
TNF-a mesmo apds 8 horas de infusdo de insulina, havendo resposta somente quando

associada a infusdo de LPS (lipopolissacarideo de E. Coli) (SOOP e cols, 2002).
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Portanto, a falta de efeito da insulina sobre as concentragdes circulantes de IL-6 niao pode
ser atribuida a um tempo insuficiente de infusdo. Em funcdo das multiplas associagcdes
descritas entre obesidade, resisténcia a insulina e do estimulo da insulina sobre a secrecdo
de IL-6, a hipdtese de que a hiperinsulinemia decorrente da resisténcia a insulina levaria a
uma amplificacdo do estado pré-inflamatério ndo pdde ser comprovada pelos nossos

resultados durante a infusdo aguda de insulina (3 horas).

A andlise da Proteina C-reativa neste estudo encontrou padrao semelhante ao da
IL-6; isto é, maiores concentragdes séricas nos obesos, independentemente do grau de
tolerancia a glicose e de resisténcia a insulina e auséncia de resposta a infusdo insulinica.
Como um dos principais efeitos da IL-6 € induzir a produgdo hepatica de CRP, é possivel
que padrao encontrado seja um reflexo desta acdo da IL-6. De fato, as concentracdes de
IL-6 e CRP eram correlacionados entre si (r=0,50; p= 0,001). E interessante ressaltar que
nossos resultados para a CRP estdo de acordo com um estudo populacional realizado em
obesos diabéticos recém diagnosticados que relatou a obesidade como a principal
responsavel pela correlacio da Proteina C-reativa com os componentes da sindrome

metabdlica (KAHN e cols, 20006).

Um achado importante, conforme descrito, foi a reducdo progressiva e paralela
da adiponectinemia nos subgrupos dos obesos a partir dos normotolerantes passando pelos
intolerantes até os diabéticos, apesar de todos apresentarem o mesmo grau de obesidade.
A adiponectina correlacionou-se fortemente e independentemente com a sensibilidade a
insulina e com a glicemia durante o teste oral de tolerdncia a glicose, mesmo apds a
correcdo pelos indices de adiposidade e pelo género. Tais resultados sugerem um
predominante papel da adiponectina em melhorar a sensibilidade a insulina e a tolerancia a
glicose. Estes resultados estdo de acordo com um estudo que encontrou menores
concentracdes de adiponectina em diabéticos independentemente do IMC

(HOTTA e cols, 2000).

Muitos efeitos fisiolégicos estdo envolvidos na relacdo existente entre
adiponectina e a sensibilidade a insulina. Através da ativacdo da AMPK, esta adipocina tem
a capacidade de suprimir a producdo hepdtica de glicose, diminuir o conteido de

triglicerideos em musculo esquelético, por aumentar oxidag¢do lipidica e promover a
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captacdo de glicose (YAMAUCHI e cols, 2002), bem como a sintese de glicogénio,
através do estimulo da atividade da enzima glicogénio sintetase (HAJLUND e cols, 2006).
Altas concentracOes de triglicérides interferem na cascata de sinalizacdo da insulina,
podendo levar a resisténcia e ao reverter este quadro, ocorre uma melhora na sinalizacdo e

conseqiientemente na sensibilidade a insulina (KADOWAKI e col, 2005).

Igualmente importante seria a diminui¢do exercida pela adiponectina sobre a
secrecio de TNF-a pelos macréfagos (BASTARD e cols, 2006). E possivel que os efeitos
da adiponectina sobre a sensibilidade sejam, em parte, afetados pela interacio com as
citocinas especialmente com o TNF-a e a IL-6 que por sua vez sdo capazes de diminuir a

secrecdo de adiponectina pelos adipdcitos (KIM e cols, 2006).

Embora ndo tenha sido encontrada nenhuma modificacdo nas concentracdes
circulantes de TNF-a IL-6, ou CRP durante os 180 minutos de infusdo do clamp,
uma diminui¢do significativa foi observada para as concentracdes de adiponectina.
Tal efeito ndo sofreu influéncia do grau de tolerancia a glicose e correlacionou-se
diretamente com o IMC e inversamente a adiponectinemia de jejum. Um estudo que
analisou tecido adiposo subcutaneo de mulheres, coletado durante clamp, sugeriu a
existéncia de uma resposta diferenciada da expressdao génica ao estimulo da insulina, de
acordo como grau de sensibilidade a insulina, havendo um aumento da expressao do RNA
mensageiro da adiponectina ap6s infusio de insulina em individuos sensiveis, mas nao nos
resistentes (WESTERBACKA e cols, 2006). Em relacdo as concentragdes circulantes,
um trabalho relatou supressdo da adiponectinemia pela infusdo de insulina tanto em
eutréficos como em obesos (BRAME e cols, 2005). Outros ndo encontraram qualquer a¢ao
da insulina sobre a expressdo de marcadores inflamatorios (KOISTINEN e cols, 2000,
SEWTER e cols 1999) ou mesmo sobre o RNA mensageiro da adiponectina
(KOISTINEN e cols, 2004). As diferentes caracteristicas dos estudos podem explicar as
diferencas, em relacdo ao género, pois nosso grupo de pacientes era composto por ambos 0s
sexos, possuiam IMC maior e ainda analisamos as diferencas entre diferentes graus de
tolerancia. Além disso, as concentragdes circulantes de adiponectina se originam ndo s6 do
depdsito subcutaneo, mas também do tecido adiposo visceral, e ja foi relatada uma resposta

diferenciada ao estimulo insulinémico por parte dos adipdcitos derivados destes dois locais
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(MOTOSHIMA e cols, 2002), o que justificaria uma resposta aparentemente distinta entre

grupos com diferentes padrdes de distribuicao de gordura.

Por sua vez a baixa adiponectinemia, a obesidade e a resisténcia a insulina
demonstraram estar inter-relacionados. A correlacdo independente encontrada entre a
sensibilidade a insulina e a drea sob a curva de glicose com as concentragdes de
adiponectina sugerem um papel importante desta adipocina em melhorar a sensibilidade a
insulina e o grau de tolerancia a glicose. A correlagdo independente entre tolerancia a
glicose e adiponectina mesmo apds corre¢do para a resisténcia a insulina e obesidade
sugere que esta adipocina possa melhorar a tolerancia a glicose através de mecanismos
fisiopatoldgicos diversos, como por exemplo suas acdes sobre os lipideos. Além disso, a
diminui¢do das concentracdes de adiponectina observada durante o clamp sugere um efeito
inibitério da insulina sobre esta adipocina in vivo. O fato de haver sido encontrada uma
maior correlacdo da adiponectinemia com o grau de resisténcia a insulina e a
hiperinsulinemia em comparacdo a adiposidade pode sugerir que suas reduzidas

concentracdes encontradas na obesidade e diabetes tipo 2 decorram do fato de que ambos

representam estados de resisténcia a insulina.

Portanto, o conjunto dos resultados apresentados demonstra uma interacao
prejudicial entre hiperinsulinemia e adiponectina, € quando consideramos os fatores

obesidade e intolerancia a glicose, tal interacao tende a ser ainda mais danosa.
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Em obesos graves (classe III), as concentragdes circulantes de TNF-o, IL-6 ¢ CRP
encontram-se elevadas independentemente do grau de intolerancia a glicose ou de

resisténcia a insulina.

A curto-prazo, a infusdo de insulina nao afeta as concentragdes circulantes destas

citocinas.

Concentragdes circulantes de adiponectina encontram-se diminuidas em obesos,
principalmente nos portadores de intolerancia a glicose ou diabetes mellitus tipo 2 e

relacionam-se de forma independente com a sensibilidade a insulina.

A tolerancia a glicose ¢ relacionada, independentemente da obesidade e da resisténcia a
insulina, com a adiponectinemia, sugerindo que mecanismos diversos destes dois fatores

estejam presentes na progressao da intolerancia.

Nestes individuos obesos, o efeito inibitério da insulina sobre a adiponectina pode
contribuir para que suas concentragdes permanegam baixas ¢ para o agravamento da

resisténcia a insulina.
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