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RESUMO

INTRODUCAO: A prevaléncia da obesidade infantil esta crescendo
em quase todos os paises nas Ultimas trés décadas, incluindo o Brasil.
Fatores genéticos e ambientais contribuem para este quadro global. O
sistema imune e a obesidade apresentam uma interacdo complexa e
bidirecional e a associacdo entre 0 ganho de peso e a resposta
inflamatoria sistémica envolve modificacfes epigenéticas. A alteracdo
do metabolismo da glicose nas criangas com sobrepeso e obesidade tem
inicio insidioso com a alteracdo da sinalizagdo e secre¢do da insulina
pela glico e lipotoxicidade inicialmente nas células beta pancreaticas. A
ativacdo de fatores pré-inflamatérios secretados pelo tecido adiposo por
sua vez acarreta estresse oxidativo nos demais tecidos que por sua vez
prejudicam a sinalizagdo da insulina levando a hiperglicemia. A
hiperglicemia cronica contribui para a alteracdo da metilagdo do DNA,
resultando em mudancas epigenéticas. Estudos recentes mostram que a
hiperglicemia crbnica pode acarretar neuroinflamacdo repercutindo
sobre a fisiologia do hipocampo, o0 que poderia contribuir para
neurodegeneracdo, declinio cognitivo e eventualmente um quadro
demencial. A determinacdo de biomarcadores pode ajudar no
diagndstico, desenvolvimento de modelos progndsticos, identificacdo de
alvos terapéuticos para criangas obesas.

METODOS: Comparou-se 0s niveis de proteina C reativa ultra
sensivel (PCR-US), interleucina 1 (IL-1pB), neopterina, metilacdo de
DNA, 4cido ascorbico no soro e do fator neuroprotetor REST em
linfocitos de sangue periférico de criancas obesas (n=36) e de criancas
ndo obesas (n=17) acompanhadas no ambulatério de pediatria do
Hospital Universitario da UFSC e Hospital Infantil Joana de Gusmao
(HIG) em Floriandpolis.

RESULTADOS: Houve um aumento nos niveis de metilagdo global do
DNA, redugdo na expressao do fator REST e aumento na metilacdo do
seu promoter em linfécitos do sangue de criancas com obesidade, em
comparagao as criangas eutroficas. Observou-se uma redugao nos niveis
séricos de &cido ascorbico das criancas com obesidade. N&o houve
diferenca significativa nos niveis séricos de PCR-US entre as criangas
obesas e ndo obesas. Criangas obesas apresentaram uma tendéncia para
niveis séricos mais elevados de IL-1B e niveis mais baixos de
neopterina, mas esta diferenca ndo se manteve significativa ap6s a
corregdo para a distribuicdo das demais varidveis demogréficas, clinicas
e laboratoriais. Houve uma associagdo negativa e independente entre os



niveis séricos de neopterina e de LDLc e a idade. Houve uma associagéo
positiva e independente entre os niveis sérios de IL-1p e pressao arterial
diastélica nas criangas estudadas.

CONCLUSAO: A obesidade em criangas esta associada & um aumento
da metilacdo de DNA reducdo na expressdo do fator REST e aumento na
metilacdo do seu promoter em linfécitos do sague periférico. Niveis
séricos de acido ascorbico estdo reduzidos nas criancas obesas, porém 0s
niveis de PCR-US, IL-1 B e neopterina ndo estdo associados de forma
independente a obesidade em criancgas. Entretanto os niveis séricos de
neopterina estdo associados negativamente aos niveis de LDLc e idade e
0s niveis séricos de IL-1 B positivamente associados a pressdo arterial
diastdlica. Os mecanismos envolvidos nestes achados necessitam ser
investigados.

Palavras-chave: Obesidade na infancia; inflamacdo; proteina C
ultrassensivel, interleucina -1 B; neopterina, REST, Metilacdo de DNA.



ABSTRACT

BACKGROUND: The prevalence of obesity in children is increasing
worldwide, including in Brazil. Genetic and environmental factors
contribute to this outcome. The immune system and obesity present a
complex and bidirectional interaction and the relationship between
weight gains and inflammation involves epigenetic mechanisms. The
glucose metabolism impairmnet in overweight and obese children
begins with alteration of insulin signaling and secretion by glyco and
lipotoxicity. This occurs insidiously first in the pancreatic beta cells, and
then in other tissues, resulting in the activation of pro-inflammatory
factors secreted by adipose tissue leading to a systemic oxidative stress.
This process, mediated by oxidative stress and by these inflammatory
cytokines impairs the insulin signaling mechanisms. This chronic
hyperglycemia state is also responsible for the alteration of DNA
methylation and epigenetic changes. Chronic hyperglycemia may cause
a neuroinflammation state affecting the hippocampal neurons that may
contribute to neurodegeneration and dementia. Biomarkers identification
may help the diagnosis, prognostic models development and
identification of therapeutic targets for obese children.

METHODS: We compared the levels of ultra-sensitive reactive protein
C (US-RCP), interleukin 1 (IL-1pB), neopterin, and ascorbic acid in the
serum and levels of DNA methylation, REST factor in the lymphocytes
of peripheral blood of obese (n=36) and non-obese children (n=17)
followed at pediatric out clinic of Hospital Universitario da UFSC e
Hospital Infantil Joana de Gusméao (HIJG) em Florianépolis.
RESULTS: Obese children showed higher levels of Global DNA
methylation, lower levels of REST factor and increased methylation of
REST promoter in their peripheral lymphocytes. There were lower
serum levels of ascorbic acid. Obese children showed a trend for higher
levels of serum IL-1 and lower levels of sérum Neopterin but this trend
remain not significant after correction for imbalances in the
demographic, clinical and laboratory variables. There was a negative
and independent association between serum levels of neopterine and
LDLc levels and age. There was an independent association between the
serum levels of IL-1p the diastolic arterial blood pressure.
CONCLUSIONS: There are higher levels of DNA methylation, lower
levels of REST and higher levels of its methylation in the peripheral
blood lymphocytes of obese children. Serum ascorbic acid levels are
reduced in the obese children. The serum levels of US-RCP, IL-1 3 and



neopterine are not independently associate with obesity in children.
Serum levels of neopterin are independently and negatively associated
with LDLc levels and age. Serum levels of IL-1 B are independently
and positively associated with diastolic arterial blood pressure. The
mechanisms involved in these findings deserve further investigations.

Key words: Children obesity; inflammation; Ultra-sensitive C reactive
protein; interleukin 1B; neopterin.
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1. INTRODUCAO
1.1. Obesidade infantil e 0 panorama mundial

A prevaléncia da obesidade esta aumentando nos Gltimos 30 anos,
associada as mudancas no estilo de vida, principalmente em areas
urbanas de paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil (Gigante,
Moura, & Sardinha, 2009; Lobstein et al., 2015b; Sousa, Olinda, &
Pedraza, 2016). O ganho de peso excessivo da populagdo nos paises em
desenvolvimento vem ganhando a atengdo em salde publica, tomando o
lugar desnutri¢do e doengas infecciosas (Atkinson, 1998; World Health
Organization, 1998). O aumento de peso esta ocorrendo em todas as
idades, inclusive na infancia e adolescéncia, cujo risco para 0
desenvolvimento precoce de comorbidades é elevado (Burke, 2006).

Devido a sua elevada prevaléncia e morbimortalidade (Cox,
West, & Cripps, 2015; Han, Lawlor, & Kimm, 2010)a Organizacao
Mundial de Saide (OMS) aponta a obesidade como um dos maiores
problemas de saude publica no mundo atual (WHO, 2017).

Em 2016, a OMS registrou 1,9 bilhGes de pessoas adultas (18 anos ou
mais) com sobrepeso no mundo. Destes, cerca de 650 milhGes s&o
obesos, ou seja, 39% da populacdo adulta (39% homens e 40%
mulheres) esta acima do peso e cerca de 13% esta obesa (11% homens e
15% mulheres) (WHO, 2017).

Estima-se que 1/5 da popula¢do mundial infantil esteja acima do peso, o
que pode resultar em uma futura geragdo de obesos, uma vez que as
criangas obesas tem maior chance de se tornar adolescentes obesos, ¢
80% destes chegam a vida adulta também com obesidade (Burke, 2006;
Weiss et al., 2017). Atualmente ha aproximadamente 340 milhdes de
criancas entre 5 e 19 anos acima do peso, correspondendo a 18% da
populacdo nesta faixa etéria, (18% sexo feminino e 19% sexo
masculino) e destas, 124 milhGes estdo obesos (6% sexo feminino e 8%
sexo masculino). Estima-se que 41 milhGes de criangcas menores de 5
anos sejam obesas ou estejam acima do peso, 0 que é equivalente a
metade da populagdo mundial nesta faixa etaria (WHO, 2017).

Apesar de existirem diversos estudos brasileiros sobre a prevaléncia de
excesso de peso e obesidade, eles representam amostras de grupos
populacionais distintos em nosso pais. No Brasil, existe uma avalia¢do
periodica da populacdo através de pesquisas domiciliares para adquirir
dados sobre percepgdo do estado de salde, estilos de vida e doencas
cronicas. Este monitoramento é realizado pelo Instituto Brasileiro de
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Geografia e Estatistica (IBGE) através de questionarios aplicados em
uma amostra de domicilios, que investiga diversas caracteristicas
socioecondmicas da populacdo, a Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios (PNAD). Em 2013, esta pesquisa incluiu avaliacdo de peso,
estatura e circunferéncia abdominal de individuos adultos entrevistados,
com coleta de sangue para investigacdo laboratorial. Dados deste estudo,
denominado Pesquisa Nacional de Salde (PNS), revelou o estado
nutricional da populacgdo brasileira com idade maior ou igual a 18 anos,
através da medida do indice de massa corporal (IMC), seguindo as
recomendacBes da OMS. A prevaléncia de excesso de peso em adultos,
no Brasil, foi de 56,9% (cerca de 82 milhGes), sendo masculino 55,6% e
feminino 58,2%. A prevaléncia de obesidade foi de 20,8%, sendo 16,8%
em homens e 24,4% mulheres (Brasil, 2015; IBGE, 2013), 24,6% em
criancas de 10 a 19 anos, e 35,9% em criangas de 5 a 9 anos.
Floriandpolis é a capital do pais com menor prevaléncia de obesos
(Malta et al., 2015; Malta, Andrade, Claro, Bernal, & Monteiro, 2014).
Vale lembrar que na década de 1990, a prevaléncia de sobrepeso era de
4,9% em criangas de 6 a 9 anos, e 3,7% em jovens entre 10 e 18 anos
(Malta et al., 2014).

A PNS em 2013 também revelou aumento da circunferéncia abdominal
em adultos sendo que 52,1% das mulheres e em 21,8% dos homens
entrevistados apresentavam niveis acima do limita da normalidade
(maior ou igual a 88 cm em mulheres e maior ou igual a 102 em
homens), A analise da pressdo arterial (PA), indicou prevaléncia de
hipertensdo em 22,3% da populagdo avaliada (PA sistélica maior ou
igual a 140 mmHg ou PA diastélica maior ou igual a 90 mmHg). A
prevaléncia em mulheres foi de 19,5% e em homens, de 25,3% (Brasil,
2015).

O excesso de peso e a obesidade sdo prevalentes em criangas e
adolescentes de ambos 0s sexos, em todos os grupos de renda e
praticamente em todas as regides brasileiras (IBGE, 2010). Este fato é
atribuido as mudancas de habitos nesta populacdo. Através do
guestionario da PNS em 2013 estimou-se que 60,8% das criancas com
menos de 2 anos de idade comiam biscoitos, bolachas ou bolo, e que
32,3% tomavam refrigerante ou suco artificial (Brasil, 2015; IBGE,
2013).

Pesquisas na area da obesidade sdo necessarias para a compreensao de
sua etiologia, epidemiologia, evolugdo, prevengdo e tratamento. Estudos
recentes evidenciaram reducdo na expectativa de vida de individuos
adultos com obesidade em 0,8 a 7 anos (cerca de 6 anos em homens e 7
anos em mulheres) (E E Calle, Thun, Petrelli, Rodriguez, & Heath,
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1999; Eugenia E Calle, Teras, & Thun, 2005; Weiss et al., 2017). A
obesidade é atualmente a segunda causa de morte evitavel nos Estados
Unidos da Ameérica, so ficando atrds do tabagismo (E E Calle et al.,
1999; Weiss et al., 2017). Estudos epidemiol6gicos demonstram que a
associacdo entre obesidade e maior risco de morte precoce em adultos
deve-se as comorbidades associadas & obesidade, e acomete homens e
mulheres em todas as idades, mais frequentes em brancos que em
afrodescendentes (Peeters et al., 2003). Estas comorbidades associadas
ao ganho de peso sdo a sindrome metabolica (inclui a resisténcia
insulinica, dislipidemias e hipertensao arterial), diabetes mellitus tipo 2
(DM2), doencas cardiovasculares (DCV), doenca renal crbnica e
esteatose hepética ndo alcodlica (Burke, 2006; Choi, Joseph, & Pilote,
2013; Cox et al., 2015; Lobstein et al., 2015b).

A obesidade na infancia e adolescéncia tambeém est4 associada a estas
mesmas comorbidades, e estudos mostram que hd uma intolerancia a
glicose com evolucdo mais rapida na populacdo pediatrica que em
adultos (Weiss et al., 2005, 2017). E frequente encontrar resisténcia
insulinica, hipertensdo, DMZ2, dislipidemia, estresse oxidativo e
inflamag&o sistémica de baixo grau nas criancas e adolescentes obesos
(Duncan, 2006; Weiss et al., 2017). A medida que aumenta o n(imero
de criangas com sobrepeso e obesidade, também aumenta a prevaléncia
destas doencas na infancia e adolescéncia com maior risco de doencgas
cardiovasculares (Weiss et al., 2017). O aumento dos fatores de risco
para distarbios cardiovasculares e metabdlicos, por sua natureza crénica
e insidiosa, requer um acompanhamento cuidadoso na infancia, visando
uma deteccdo precoce e o estabelecimento de intervencgdes para prevenir
complicages na vida adulta (Burke, 2006; Moura & Claro, 2012).

Uma coorte norte-americana do US National Longitudinal Study of
Adolescent Health, que acompanhou adolescentes até a idade adulta,
verificou que a obesidade na adolescéncia foi significativamente
associada ao aumento do risco de obesidade grave no futuro. Ha muitas
repercussdes negativas que afetam a qualidade de vida das criangas
nessa condicdo ainda na infancia, além de certamente contribuirem para
doencas no futuro (Lin et al., 2017). As sequelas cardiovasculares, com
espessamento de intima média, hipertrofia ventricular esquerda e
aterosclerose sdo frequentes. Quanto mais tempo o individuo se
mantiver acima do peso, maior sera o risco de complicagdes. Ha um
aumento de morbimortalidade nos adultos que foram obesos no periodo
da infancia e adolescéncia, mesmo que haja melhor controle do peso no
futuro. E um poderoso preditor de efeitos adversos a salde na vida
adulta (Burke, 2006; Eugenia E Calle et al., 2005).
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De acordo com a tendéncia secular, é provavel que aumente cada vez
mais a prevaléncia e gravidade da obesidade na infancia e na
adolescéncia, assim como suas comorbidades (Boyle, Thompson,
Gregg, Barker, & Williamson, 2010). Em paises desenvolvidos, o
aumento da prevaléncia da obesidade atenuou-se nos ultimos 8 anos,
mas continua aumentando nos paises em desenvolvimento, € nenhum
pais teve redugdo significativa na obesidade nos ultimos 33 anos.
(Halpern et al., 2010). Este € um dos mais sérios desafios da salde
publica atual.

1.2. Conceito e avaliagdo da obesidade

A obesidade é definida como doenca crénica associada ao excesso de
gordura corporal, com etiologia complexa e multifatorial, resultando da
interacdo de fatores genéticos e ambientais. Ocorre devido a hipertrofia
e hiperplasia de adipdcitos. Estudos mostram que sua presenga esta
associada a maiores riscos de morbimortalidade no individuo devido ao
processo inflamatério crénico insipiente observado nos individuos
obesos (Boyle et al., 2010; Wang, Monteiro, & Popkin, 2002). A
adiposidade localizada na regido central do corpo, mais especificamente
a abdominal, estd associada a um maior risco cardiometabdlico (Polat,
Urganci, Caliskan, & Akyildiz, 2008).
Apesar de o conceito de obesidade ser baseado no acimulo de tecido
adiposo no organismo, o sistema de classificagdo mundialmente aceito e
proposto pela OMS para a avaliacdo de criangas e adolescentes obesos
ndo utiliza a quantidade ou a distribuicdo de gordura corporal como
critério basico (Bliher et al., 2017; Gigante et al., 2009).
A medida ideal de sobrepeso e obesidade seria um indice que refletisse o
grau de adiposidade e sua distribui¢cdo, bem como sua associagcdo com
riscos para a salde, de uma forma unificada, considerando sexo, idade e
grupos étnicos, mas este indice ndo existe. Ha algumas formas de avaliar
a adiposidade: medidas antropométricas, impedancia bioelétrica,
densitometria, tomografia computadorizada, ultrassonografia,
ressonancia magnética, pletismografia. Algumas técnicas sdo mais
onerosas € requerem equipamento complexo e treinamento, limitando
seu emprego em larga escala como ocorre nos estudos populacionais
(M. Mancini, 2015).

A ferramenta mais utilizada para definir a obesidade em estudos
populacionais é baseada no indice de massa corporal (IMC). O IMC é o
parametro utilizado entre todas as faixas etarias para determinar
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sobrepeso e obesidade (Bellizzi & Dietz, 1999). O IMC consiste em um
célculo simples e réapido, utilizando dados antropométricas de peso e
estatura do individuo. Este calculo foi desenvolvido por Adolphe
Quételet (1796-1874), um estatistico belga, no fim do século XIX, em
1832, também conhecido por indice de Quételet, e denominado como
indice de massa corporal em 1972 por Ancel Keys (1904-2004),
tornando-se uma medida internacional de obesidade adotado pela OMS
em 1997, apo6s ser aceito pelo International Obesity Task Force (IOTF)
Childhood Obesity Working Group, embora ndo discriminasse massa
gorda de massa magra em sua avaliacdo (Bellizzi & Dietz, 1999;
Eknoyan, 2008).

O célculo do IMC consiste na razdo entre 0 peso em
quilogramas e o quadrado da altura em metros (Bellizzi & Dietz, 1999).
Um IMC elevado pode ser razoavelmente assumido como um excesso
de massa gorda, sendo um indice de obesidade aceitivel, embora ndo
forneca informagfes sobre a composicdo corporal ou sua distribuigéo.
(Samuel & Shulman, 2012). A combinacdo de IMC com medidas
antropométricas relacionadas com a distribuicdo de gordura pode ajudar
a resolver alguns problemas do seu uso (Bellizzi & Dietz, 1999).

A medida do IMC tem como objetivo avaliar se a pessoa esta no
peso ideal e identificar a associagdo entre IMC e doenca cronica ou
mortalidade. O IMC é uma ferramenta essencial para a salide publica,
em estudos epidemiolégicos, na avaliagdo do perfil nutricional de uma
populacdo no decorrer do tempo, apesar de apresentar limitagdes na
avaliacdo individual (Bellizzi & Dietz, 1999; Gigante et al., 2009).

Em criancas e adolescentes ha uma variacdo da distribuicdo de
gordura durante o crescimento, e a interpretacdo difere de acordo com
sexo e faixa etaria. O limite de normalidade é estabelecido por curvas de
percentil e escore Z do IMC, de acordo com a idade e o sexo (Wang et
al., 2002). O Brasil adota as curvas da OMS desde 2007 ajustadas para
idade e sexo para diagnostico de obesidade em criangas e adolescentes,
assim como a do IMC (Anexo A) (M. Mancini, 2015). O diagndstico de
obesidade é considerado quando o IMC esta acima do percentil 95 (P95)
ou do Z-IMC > +2 desvios padrdo para idade e sexo; é considerado
sobrepeso quando o IMC esta entre os percentis 85 e 95 (P85-95) ou Z-
IMC entre +1 e +2 (Wang et al., 2002).
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Tabela 1. Diagnostico de composicdo corporal em criangas de zero a
dez anos de idade incompletos de acordo com o escore Z do IMC.

INDICES ANTROPOMETRICOS
VALORES CRITICOS CRIANGCAS DE O A 5 ANOS INCOMPLETOS CRIANCAS DE § A 10 ANOS ENCOMPLETOS
Pesopara  Pesspara  INCpara Estaturapara Pesopara  MMCpama  Estatura para
idade estatura idade idade idade idade idade
Muito baixe Muito baixa  Muito baxe Mtz bama
«Percentil 0,1 <Escorez-3 50 P 2 P Hageesa estaten pan pana v estaten pana
sadt entwada - acentuada aidade m amtua aiade
cPercentil 0,1 ¢ 2Escorez-3e  Baiw peso Baina estatunn  Baiw peso Bain estatia
<percentil 3 <escorez-2  paraaidade Yagmna. | Hagea paaaidade  pam aidade Ko Ptz 2 1dade
cPercentil 3¢ 2Escorez-2e
<percentil 15 <escorez -1 ;
Eutrofia Eutrefia futrefa
2Percentil 15¢  >Escorez-1e  Peso adequado Peso adequado
Spercentil 85  <escorez ol pamaidade para 2 idade
>Perentil85 e >Escorez o1 e Ricode  Rixode 3.:::. s "‘m"‘
<percentil 97 <escorez 42 sobrepeso  tobrepeso para a idade? pana 2 i
>Percentil 97 ¢ >Escorez 42 e
<percentil 99.9  <escorez43  puso elevado V. e Feso ebevado i
2 3 idade’ idade’

sPercetil 999 Hscerezsd Obesidade  Obesidade "'" :’:“"

Fonte: Organizacdo Mundial da Satde (OMS). Adaptado

Tabela 2. Diagnostico de composigdo corporal em adolescentes de
acordo com o escore Z do IMC

VALORES CRITICOS

<Percentil 0,1
>Percentil 0,1 e
<percentil 3

>Percentil 3 e
<percentil 15

>Percentil 15 e
<percentil 85

>Percentil 85 e
<percentil 97

>Percentil 97 e
<percentil 99,9

>Percentil 99,9

<Escore z -3
2Escore z -3 e
<escore z -2

>Escore z-2 e
<escore z -1

2Escorez -1 e
<escore z +1

sEscore z +1 e
<escore z +2

>Escore z 42 ¢
<escore z +3

>Escore z +3

INDICES ANTROPOMETRICOS
PARA ADOLESCENTES
IMC para idade Estatura para idade
Magreza Muito baixa estatura
acentuada* pana a idade
Maareza Baixa estatura para

a idade

Eutrofia
Estatura adequada para
Sobrepeso idade?
Obesidade
Obesidade grave

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Adaptado
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Tabela 3. Diagnostico de sobrepeso e obesidade em adultos com base
no IMC (kg/m®):

Classificacdo IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo peso < 18,5 Baixo
Peso normal 18,5-249 Médio
Sobrepeso =25 -
Pré-cbeso 25,0a29,9 Aumentado
Obeso | 30,0 a 34,9 Moderado
Obeso Il 35,0a39,9 Grave
Obeso lll =40,0 Muito grave
p. >y

Fonte: Organizagdo Mundial da Satde (OMS). Adaptado.

O tecido adiposo esta anatomicamente distribuido em diferentes
propor¢Bes no corpo humano, sendo este padrdo de distribuigdo
individual e dependente de vérios fatores como: sexo, idade, raca, etnia,
dieta, atividade fisica, niveis hormonais e medicamentos. Nos
individuos com sobrepeso e obesidade, a localizacdo do excesso de
gordura é importante para melhor avaliar os riscos de salde. Tanto a
guantidade como a distribuicdo da adiposidade corporal devem ser
adequadamente mensuradas. Assim, um padrdo de distribuicdo androide
de gordura (em tronco ou central) tem mais associagdo com a sindrome
metabolica e risco cardiovascular para a salde do que um padrdo de
distribuicdo ginecdide (em extremidades ou periférica) (Boyle et al.,
2010; Polat et al., 2008). Para esta avaliacdo, a medida da circunferéncia
abdominal (CA) reflete o contetdo de gordura visceral. Esta medida é
usada mundialmente. O paciente deve ser medido em posi¢do
ortostatica, ereto, sem roupas e sapatos, no ponto médio da distancia
entre o rebordo costal inferior e a crista iliaca, visto do aspecto anterior
(M. C. Mancini, 2009; Polat et al., 2008).

A CA em adultos é um fator preditivo forte da quantidade de
gordura visceral, a principal responsavel pelo aparecimento de
alteragdes metabdlicas e de doenga cardiovascular, como DM2 e
hipertensdo arterial sistémica. Os pontos de corte preconizados pela
OMS foram capazes de identificar individuos adultos com alto risco de
doencas cronicas e apresentaram alta sensibilidade e especificidade na
identificacdo de individuos classificados com sobrepeso e obesos pelo
IMC (Cox et al., 2015; Polat et al., 2008).
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Tabela 4. Referéncia dos pontos de corte para circunferéncia da cintura
abdominal de acordo com a IDF (International Diabetes Federation)

Grupo étnico Sexo Circunferéncia de cintura (cm)
Furopeus Homem > 04 cm
Mulher = 80 cm
Sul-asiaticos Homem =90cm
Mulher =80 cm
Chineses Homem =90 cm
Mulher =80cm
Japoneses Homem =85 cm
Mulher =90cm
Centro e sul-americanos Usar medidas sul-asidticas até que estejam disponiveis referéncias especificas
\___Africanos sub-saarianos Usar medidas europeias até que estejam disponiveis referéncias especificas J

Fonte: Associacéo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica
(ABESO). Adaptado

Tabela 5. Combinacgéo das medidas de IMC e CA para analise de risco
de complicacdes metabdlicas.

Circunferéncia abdominal (cm)
Risco de complicagbes metabadlicas IMC (kg/m?) Homem: 94-102 102+
Mulher: 80-88 28+
Baixo peso = 18,6 - -
Peso saudavel 18,56-24,9 - Aumentado
Sobrepeso 25-29,9 Aumentado Alto
\__ Obesidade =30 Alto Muito alto

Fonte: Associacéo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica
(ABESO). Adaptado

Em 2006, foi publicada uma avaliacdo norte-americana dos
Gltimos quatro NHANES (National Health and Nutrition Examination
Survey) (1988-1994, 1999-2000, 2001-2002 e 2003-2004), na qual foi
estabelecido o ponto de corte em relagdo ao sexo e a idade do percentil
90 da CA. Porém, ainda nao foram definidos parametros de medida de
CA para criancas e adolescentes e, embora nesta faixa etaria este seja
um bom preditor de adiposidade visceral, pode ser dificil detectar
diferenca na composicdo corporal por meio desse parametro devido a
puberdade e as variacGes inter-raciais e étnicas (Boyle et al., 2010).
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Tabela 6. Distribuicdo em percentis da circunferéncia abdominal
segundo género e idade

BRANCOS NEGROS

Meninos Meninas Meninos Meninas

1dade Percentil Percentil Percentil Percentil
(anes) N S0 90 =n 50 9O N S0 90 N S0
5 28 52 59 34 51 57 36 52 56 34 52
6 bde S4 61 60 53 60 4“2 S4 60 52 53
7 54 55 61 55 54 64 53 56 61 52 56
B 95 L] 7% 75 58 73 L 58 67 54 58
9 53 L4 77 na 60 73 53 o0 74 56 61
10 72 64 as 67 63 75 53 04 79 49 62
11 97 68 90 an 60 A3 58 04 79 67 67
12 102 70 a9 89 67 83 60 68 87 73 67
13 az 77 95 /8 69 04 49 68 a7 64 67
14 a8 73 99 54 69 96 62 72 85 51 68
15 58 73 a9 58 69 88 44 72 81 54 72
16 41 77 97 58 68 03 41 75 21 14 75
17 22 79 90 T4 o6 86 ) | 78 101 15 71

Fonte: Organiza¢do Mundial da Satde (OMS). Adaptado
1.3. Fatores de risco para a obesidade em criancas e adolescentes

Os fatores de risco para a obesidade na infancia e adolescéncia
estdo associados as condigdes familiares genéticas e ambientais
(Lobstein et al., 2015b).  Fatores genéticos estdo envolvidos no ganho
de peso de seres humanos (Bell et al., 2005). Estudos realizados no final
dos anos 80 e inicio dos anos 90 com gémeos e criangas adotadas
indicaram que até 80% da variacdo do IMC ¢é atribuida a fatores
genéticos (Bouchard, 1992; Loos & Bouchard, 2003). Outros estudos
baseados na composicdo corporal de gémeos criados separados e
estudos comparando a composi¢do corporal de criangas adotadas com
seus pais bioldgicos e com seus pais adotivos também sugerem forte
influéncia genética sobre a composicdo corporal e distribuicdo da
gordura (Barness, 2007).

Atualmente, diferentes estratégias sdo utilizadas para abordar os
determinantes genéticos da obesidade, incluindo estudos de associagéo,
andlises de varredura genémica (genome-wide scan), o estudo das
formas monogénicas de obesidade e o estudo de sindromes genéticas
com anomalias do desenvolvimento associadas a obesidade (Kousta et
al., 2009). A ultima atualizacdo do Human obesity gene Map, publicada

105
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em 2006, apresentou 127 genes candidatos, resultado de 426 associa¢Ges
positivas com o fendtipo obesidade (Rankinen et al., 2006).
Dentre as obesidades genéticas j& descritas, estdo as monogénicas e as
associadas a sindromes. A obesidade monogénica se caracteriza por uma
mutacdo em genes que codificam proteinas com provavel funcdo na
regulacdo de apetite. Nestes casos, a obesidade é o fendtipo mais
evidente, com ganho de peso em idade muito precoce, e ndo ha
associacdo com sindromes genéticas (Bell et al., 2005). Estudos sobre
formas monogénicas de obesidade revelaram diversos genes e mutacdes
envolvidos no equilibrio de energia, fornecendo entendimento sobre
alguns dos mecanismos relacionados a regulacdo do peso corporal
(Kousta et al., 2009). Muta¢Bes nos genes da leptina, no receptor da
leptina, na pro-opiomelanocortina, no pro-horménio convertase, no
receptor-4 de melanocortina, e a presen¢a do gene Fat mass and obesity-
associated protein (FTO) afetam a regulacdo do apetite resultando em
um fen6tipo de obesidade grave devido a hiperfagia, indicando que estas
vias sdo muito importantes na regulacdo do peso e adiposidade em seres
humanos (Barness, 2007; Frayling et al., 2007).
As criangas com obesidade sindrémica apresentam outras alteracGes
além do aumento de peso, em geral com atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor e caracteristicas dismorficas especificas de sua
sindrome (Mutch et al., 2006). Nestes individuos parece haver defeitos
estruturais e/ou funcionais do hipotadlamo que estdo relacionados ao
comportamento alimentar e a liberagdo de insulina, porém os
mecanismos fisiopatoldgicos exatos ndo sdo totalmente conhecidos.
Alguns exemplos destas sindromes sdo: Prader-Willi, Bardet-Biedl,
Alstrom, Cohen, e o tumor de Wilms assoociado & aniridia, anomalias
genitourinarias e deficiéncia intelectual (WARG). Em geral, o inicio da
obesidade também é precoce (Barness, 2007; Mutch et al., 2006).
Quanto aos fatores ambientais, 0 peso da mae antes da gravidez,
0 ganho de peso materno durante a gestacdo, fumo durante a gestacéo,
desmame precoce e introducdo inadequada de alimentos
complementares, emprego de formulas lacteas incorretamente
preparadas, ndo consumo do café da manhd, horas em frente a TV,
consumo frequente de bebidas adogadas, sedentarismo, consumo de
alimentos frequente em restaurantes, baixo nivel educacional materno e
baixo nivel socioecondmico contribuem para o ganho de peso na
populacdo infantil. De acordo com alguns estudos, o aleitamento
materno esta associado a uma reducdo na incidéncia de sobrepeso e
obesidade na infancia. Lactentes com aleitamento materno exclusivo por
3 a 5 meses apresentam probabilidade 35% menor de serem obesos
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guando entram na escola. Estudos demonstram que h& uma relagdo
inversa entre a duracdo da amamentacdo e o risco de apresentar excesso
de peso (Geloneze, Mancini, & Coutinho, 2009). Criangas pré-escolares
tem 2,43 vezes mais chance de ter obesidade se 0s pais sdo obesos, e
2,22 vezes mais se a mae apresenta baixo nivel educacional, e 2,68
vezes mais se ha restricdo alimentar e a 1,56 vez mais se a crianga
assiste a mais de 2 h de TV por dia (Geloneze et al., 2009).

Os pais tém um papel importante no desenvolvimento das preferéncias
alimentares e na atividade fisica de seus filhos (Geloneze et al., 2009). O
diagndstico de obesidade em qualquer periodo da infancia aumenta o
risco de o adolescente apresentar excesso de peso. Em lactentes este
risco € de 3,63, em pré-escolares € 17,79 e em escolares é 6,87 vezes.
Todas as fases da infancia desempenham um papel importante na
obesidade, porém, a adolescéncia representa um periodo critico para o
desenvolvimento do excesso de peso. Nessa etapa do crescimento, 0
individuo apresenta grande modificacdo da sua composi¢do corporal,
adquirindo aproximadamente 25% da sua estatura final e 50% da sua
massa corporal (Geloneze et al., 2009; M. Mancini, 2015).

S80 extensos os estudos na literatura mostrando a importancia e os
beneficios do aumento da atividade fisica e da diminuicdo do
sedentarismo associados com uma dieta equilibrada para redugdo e
prevencdo do excesso de peso. O ganho de peso é diretamente
proporcional ao nimero de horas na frente da TV (Geloneze et al.,
2009).

A obesidade é uma doenca multifatorial que envolve uma complexa
interacdo entre componentes genéticos e influéncias ambientais. A
interacdo destes fatores genémicos sob influéncia ambiental pode
esclarecer o aumento dos riscos de obesidade e comorbidades em todas
as faixas etarias (Rénn et al., 2015).

1.4. Epigenética, biomarcadores inflamatérios e metilacdo de DNA

A influéncia do meio ambiente sobre o perfil genético de seres
humanos, definida como epigenética, pode explicar o aumento da
prevaléncia atual do sobrepeso, da obesidade e das doengas metabélicas
associadas a este ganho de peso (Cox et al., 2015; Lobstein et al.,
2015b).

A epigenética é um processo regulatério dindmico que controla a
expressdo génica sem alterar a sequéncia do DNA, que muda com a
exposicdo ao ambiente. Uma vez mudadas, podem ser reversiveis ou
ficar estaveis e serem herdadas nas proximas divisdes celulares e serem
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transmitidas geneticamente de uma geracdo para a outra (Akash,
Rehman, & Chen, 2013). As mudancas epigenéticas sdo fortemente
influenciadas pelo ambiente. Qualquer alteracdo ambiental, ataque de
patégenos, tipo de alimentagdo pode acarretar em mudancas
epigenéticas. O estresse ambiental é determinante na ocorréncia de
variagdes epigenéticas (Rénn et al., 2015).

Existem dois mecanismos principais envolvidos na epigenética:
alteracdes nas histonas e padrao de metilagdio do DNA, que envolve
modficagdes na estrutura das ligagdes covalentes do DNA. Esses
mecanismos atuam modficando a acessibilidade da cromatina para a
regulagdo da transcri¢do local ou global, pelas modficagdes no DNA
pelas modfica¢des ou rearranjos dos nucleossomos.

Os nucleossomos e as histonas sdo estruturas associadas ao DNA com a
funcdo de organizagdo da cromatina. Mudancas na estrutura da
cromatina influenciam a expressdo dos genes, sendo que estes genes
estdo inativos quando a cromatina estd condensada e sdo expressos
quando a cromatina estiver aberta, ou seja, ndao condensada. Esses
estados dindmicos da cromatina sdo controlados por padrdes
epigenéticos reversiveis de metilagdo do DNA e de modificagdes das
histonas. Quando o DNA estiver hipometilado, a cromatina estara ativa,
permitindo a transcricdo dos genes. Porém, quando o DNA estiver
hipermetilado a cromatina estard inativa, impedindo a expressdo dos
genes.

A metilacdo do DNA consiste na adi¢cdo de um radical metil (CH3) no
carbono 5 da base nitrogenada citosina, que € seguida por uma base
guanina. Apos a adicdo do radical metil, a base nitrogenada metilada
passa a se chamar 5-metil-citosina. Essa adigdo é feita por enzimas
DNA-metil-transferases (DNMTSs) que podem ser de 3 tipos: DNMT3A
e DNMT3B, responsaveis por fazer novas metilacfes; enquanto a
DNMT1 cuida da manutencdo da metilagdo. A manutencédo feita pela
enzima DNMT1 é importante, uma vez que a desmetilacdo do DNA
pode ocorrer de forma passiva ao longo das varias etapas da replicacéo.
Se ndo houver a atividade da DNMT1, a citosina sera desmetilada. A
metilacdo do DNA leva ao recrutamento de proteinas que causam a
compactagdo da cromatina, impedindo que a enzima RNA-polimerase se
ligue a molécula. Dessa forma, ndo ocorre a expressdo génica, uma vez
que a RNA-polimerase € a enzima responsavel pela transcri¢do, ou seja,
pela sintese de RNA a partir da informagdo contida na fita do DNA
(Ronn et al., 2015; Rénn & Ling, 2015).

A modificacdo das histonas pode ocorrer por acetilagdo ou metilagdo. A
acetilacdo consiste na adi¢do de um radical acetil (COCH3) nos residuos
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de lisina das histonas e ocorre por meio de enzimas chamadas Histona
Acetil-Transferases (HATs). A acetilacdo das histonas resulta na
descompactacdo da cromatina, 0o que permite a expressdo génica. As
enzimas Histonas Desacetilases (HDACs) retiram o radical acetil,
promovendo a compactacdo da cromatina e inibindo a transcricdo. A
metilacdo das histonas é feita pelas enzimas HMTs (histonas metil-
transferases) e, dependendo de onde ocorre, pode tanto suprimir quanto
ativar genes (Bernstein, Meissner, & Lander, 2007).

Fatores epigenéticos estdo envolvidos na regulacdo da expressao génica
e explicam parte dos mecanismos da interagcdo entre genoma e fatores
ambientais, e podem contribuir para o aparecimento de doengas comuns
(Day et al., 2017; R6nn et al., 2015).

Alguns modelos de fatores epigenéticos em doengas complexas comuns,
sdo por exemplo, gémeos monozigoticos, que ndo apresentam 100% de
concordéncias para doencas, devido as diferencas epigenéticas. Outro
exemplo é a programacdo intradtero, onde o metabolismo fetal €
adaptado para situagbes de privagdo de nutrientes. A alteracdo
epigenética pode se intensificar com a exposi¢do a um determinado
ambiente. A memoéria metabdlica continua em certa propor¢ao presente
nos pacientes que ja foram obesos e conseguiram perder peso, por isso
seguem sendo pacientes de risco para doencas cardiovasculares, também
pode ser explicado por este mecanismo (Ronn et al., 2015).

Alguns estudos identificaram alteragbes da expressdo de genes
envolvidos em vias inflamatérias em adolescentes com obesidade
guando comparados aos seus pares magros (Lobstein et al., 2015b).
Estes achados sugerem uma explicagdo para a inflamacdo, com alteragédo
na sinalizacdo de insulina e funcdo mitocondrial em obesidade e
sindrome metabdlica. Acredita-se que estas alteragdes transcriptdmicas
sejam devido a regulacdo epigenética (Ronn et al., 2015).
Biomarcadores sdo todas as caracteristicas bioldgicas que podem
identificar e/ou monitorar o curso de uma doenga. Estes podem ser ndo
invasivos como o célculo do IMC e afericdo da pressdo arterial, e
invasivos, como dosagem de glicemia, hemoglobina glicosilada Alc e
niveis séricos de colesterol (Akash et al., 2013). Os biomarcadores
genéticos podem ajudar a identificar individuos que correm mais risco
de desenvolver doencas. A busca de biomarcadores é importante para
identificar precocemente os riscos de obesidade, resisténcia insulinica,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia, hipertensdo arterial
sistémica (HAS), sindrome metabdlica (SM), e para predizer a evolucdo
da doenga e prevenir a morbimortalidade, principalmente desfechos
cardiovasculares (Akash et al., 2013).
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Metilacdo aberrante do DNA tem sido descrita como a chave para estas
doencas neurodegenerativas por reprimir a transcricio do DNA
(Masliah, Dumaop, Galasko, & Desplats, 2013; Schlensog et al., 2016;
Smith et al., 2016). A influéncia dos fatores genéticos e ambientais na
metilacdo de DNA fazem desta um biomarcador para doencas. Devido a
essa ligagdo covalente, tem se tornado um biomarcador robusto (Ronn et
al., 2015). Dieta rica em gorduras e aglcares promovem alteracdo da
metilacdo do DNA (Rehman & Akash, 2016; Ronn et al., 2015). A
expressdo génica do tecido adiposo e a secrecdo hormonal influenciam
varios fenotipos metabdlicos que podem cursar com doengas
relacionadas a obesidade, como a SM (resisténcia insulinica, HAS,
dislipidemia), DM2, insuficiéncia renal, esteatose hepatica ndo
alcodlica, alguns tipos de céncer e doengas cardiovasculares. A
atividade fisica regular muda a metilagdo de DNA no tecido adiposo
humano (Ronn et al., 2013). O envelhecimento também altera a
metilacdo de DNA (Ronn et al., 2015).

Ronn et al. encontraram mudancas na metilagdo associadas ao
envelhecimento, IMC e HbAlc séricos e em adipdcitos para doencas
metabdlicas e cancer. Envelhecimento e aumento de IMC estdo
correlacionados a cancer, diabetes tipo 2 e doenca cardiovascular (R6nn
et al., 2015).

A hiperglicemia e hipertrigliceridemia cronicas também
promovem mudancas epigenéticas no sistema nervoso central (SNC),
causando uma maior suscetibilidade & neurodegenerago,
comprometendo aprendizado e memoria. Esta descrito um declinio
cognitivo relacionado as doencas cronicas causadas pelo ganho de peso,
caracteristicos de doencas como a obesidade, resisténcia insulinica, a
sindrome metabdlica e 0 DM2. A hiperglicemia cronica compromete o
padrdo de metilacdo do DNA em regifes do Sistema Nervoso Central
(SNC), que compromete a expressdao de genes neuroprotetores,
aumentando o risco para alteracbes cognitivas, deméncias e doencas
degenerativas (Craft, 2012).

1.5. O tecido adiposo e inflamacgao

O tecido adiposo é um tecido metabolicamente muito ativo com
peculiaridades genéticas em cada individuo, sob influéncia constante do
meio ambiente. A obesidade foi reconhecida como doenca em 1985 e, a
partir de alguns estudos, foi definida como doenga complexa, com sua
prépria fisiopatologia, comorbidades e incapacidades. Inicialmente a
inflamac&o era considerada uma consequéncia da obesidade. Atualmente
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h& evidéncias de que o estado inflamatério crénico causado pelo
consumo de alimentos ricos em aclcares e gorduras é causa de
obesidade (Cox et al., 2015; Rehman & Akash, 2016).

Ha& dois tipos de tecido adiposo, o branco (TAB) e 0 marrom
(TAM), que sdo diferentes em suas caracteristicas e funcbes. O TAB
tem a fungdo de estocar energia em forma de triacilglicerol, deixando a
célula aumentada de volume pelo acimulo de gordura em seu interior. O
TAM ¢é responsavel pela termogénese. S&o células menores que tem
muitas mitocondrias e produzem energia através da oxidacdo de acidos
graxos para gerar calor, sendo encontrado somente em fetos e recém
nascidos (Molina, 2007). O TAB esta distribuido em dois
compartimentos, o subcutdneo e o visceral e secreta hormonios que
interagem com o sistema imunoldgico e neurolégico (Molina, 2007;
Ota, 2015).

A visdo estatica do tecido adiposo no passado como 6rgdo de reserva
energética mudou para uma compreensdo de um 6rgdo que estd em
intensa atividade metab6lica que participa do sistema endocrino e
imunoldgico, contribuindo para homeostase energética (Rehman &
Akash, 2016). Este tecido é composto por adipdcitos, pré-adipécitos,
linfocitos, macréfagos e células endoteliais. Além de estocar gordura
com o excesso de calorias, os adipdcitos secretam uma série de
hormoénios e células pro inflamatdrias, que sdo citocinas e proteinas de
fase aguda que, direta ou indiretamente, elevam a producdo e circulagéo
de fatores relacionados com inflamacédo (Rehman & Akash, 2016; Rénn
et al., 2015). Uma disfungdo desse tecido é comumente observada em
individuos com ganho de peso, principalmente naqueles com
predisposicdo genética a obesidade e suas comorbidades. (Cox et al.,
2015; Lobstein et al., 2015b).

A obesidade e o sistema imunol6gico apresentam uma interacdo
complexa e bidirecional (Das, 2001). Existem evidéncias demonstrando
que o estado inflamatdrio pode ser devido a resisténcia a aglo da
insulina e outras desordens associadas a obesidade, como dislipidemia e
sindrome metabolica. A inflamag¢3o pode ser o fator inicial responséavel
pelas comorbidades associadas a obesidade. A inflamagcdo, inicialmente
considerada uma consequéncia da obesidade, passou a ser visto como
uma causa da obesidade. Das, em 2001, sugeriu que a obesidade ¢é de
fato o resultado de uma doenga inflamatéria (Das, 2001).

O consumo de dieta rica em agUcares e gorduras promove estas
alteracdes porque leva a uma quebra na homeostase energética, com
alteragdes na sinalizagdo do apetite, saciedade, e gasto energético (Bray,
2014; Cox et al., 2015; Gonzélez-Muniesa et al., 2017; Lobstein et al.,
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2015b). Este consumo excessivo de carboidratos e gorduras leva a uma
ativacdo de fatores pro-inflamatdrios secretados pelo tecido adiposo,
com consequente aumento do estresse oxidativo em varios tecidos. Esse
processo, mediado pelo estresse oxidativo e por estas citocinas
inflamatorias, interfere nos mecanismos de sinalizacdo da insulina
(Burke, 2006; Cox et al., 2015).

A alteracdo do metabolismo da glicose nas criangcas com
sobrepeso e obesidade tem inicio com a alteracdo da sinalizagdo e
secrecdo da insulina pela glicotoxicidade e lipotoxicidade. Este
mecanismo ocorre de maneira insidiosa, primeiramente em célula beta
do pancireas, e depois em outros tecidos, evoluindo com hiperglicemia,
que vai levar a uma diminuicdo progressiva da secre¢do de insulina pela
célula beta pancreatica, que fica resistente a insulina. Com a diminuicéo
da secrecdo da insulina, também ndo h& supressdo adequada do
glucagon, resultando em maior estado de hiperglicemia, e piora da
sensibilidade a insulina, com piora da intolerancia a glicose e resisténcia
insulinica, que, por sua vez, pioram a alteracdo da secrecdo da insulina e
também diminuem a sua sensibilidade, intensificando a resisténcia
insulinica nos tecidos. Este estado de hiperglicemia crbnica é
responsavel pela alteracdo da metilacdo do DNA, causando mudancas
epigenéticas no individuo acometido, alterando a expressdo de genes
(Rehman & Akash, 2016; Ronn et al., 2013, 2015). Este mecanismo
leva a uma gradativa faléncia de secrecéo de insulina por leséo de célula
Beta e piora da sensibilidade & insulina com evolu¢do para DM2.
Embora no inicio este processo seja reversivel, hd& um dano de célula
beta, que sera evidente se houver nova exposicdo aos mesmos estimulos
(Akash et al., 2013).

O adipdcito apresenta maior capacidade de armazenar gorduras
que outras células, mas o aumento do fluxo de acidos graxos livres para
dentro da célula com o ganho de peso desencadeia 0 processo
inflamatdrio crénico de baixo grau que leva a ativacdo de citocinas
inflamatdrias pelo tecido adiposo, chamadas de adipocinas, iniciando o
processo de resisténcia insulinica, com formacdo de um tecido adiposo
disfuncional, com aumento da quimiotaxia de macréfagos. Estes
macréfagos que surgem neste tecido adiposo, apresenta uma atividade
pré inflamatéria mais intensa (macréfagos tipo 1 — M1) que os
macrofagos tipo 2 — M2, que séo os macréfagos encontrados em tecido
adiposo em condic¢Bes sem hipertrofia por excesso de alimentagdo como
ilustrado na figura 1.



43

e ———
Ganho de peso q
o
=

Ativacdo d(;nzcvb'auo M2 'o' : ' O .4 &
'~ ’ s,

C% SR o e _

Figura 1: Ativagdo de macr6fagos tipo 1 em pacientes com obesidade. Adaptado de
Otaetal., 2013

Com essa resisténcia, aumenta o grau de glicotoxicidade e
lipotoxicidade (Rehman & Akash, 2016). Uma vez desencadeado, este
processo aumenta o estresse oxidativo em células beta da ilhota
pancredtica e tecidos periféricos, que impede a secre¢do de insulina pela
célula beta e diminui a sensibilidade a insulina em células beta e tecidos
periféricos, levando a hiperglicemia e a um processo inflamatorio
sistémico, cronico, de baixo grau. Com a diminui¢do da secre¢do de
insulina e 0 aumento da resisténcia a insulina nos tecidos, pioram os
niveis de glicose na circulacdo e, consequentemente, piora 0 processo
inflamatdrio (Rehman & Akash, 2016). A exposicdo cronica a este
processo inflamatorio, leva a ativacdo de varias vias de transcricdo
molecular e metabdlica ( figura 2). (Rehman & Akash, 2016; Rénn et
al., 2013, 2015).
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Figura 2: Mecanismos e biomarcadores envolvidos na pré-diabetes em criangas e
adolescentes. Adaptado de Weiss e colaboradores. The Lancet Child and Adolescent
Health (2017).

As principais citocinas inflamatdrias secretadas pelos adipdcitos

(adipocinas) sdo: leptina, TNF-alfa, IL-6, tecido inibidor de
metaloproteinases-1, adiponectina, proteina ligadora retindide e proteina
quimiotaxica de mondcito. A adiponectina é a Unica com agdo anti-
inflamatdria. Todas as outras sdo prd-inflamatorias e tém acéo local, no
adipocito e também na circulacdo. A adiponectina melhora a
sensibilidade & insulina e sua secre¢do é inversamente proporcional a
quantidade de tecido adiposo (Rehman & Akash, 2016).
A proteina C-reativa (PCR), descrita inicialmente em 1930, é uma
proteina de fase aguda da inflamacao, produzida no figado, em resposta
ao estimulo das citocinas inflamatoérias, sendo um marcador inespecifico
de um processo inflamatorio sistémico (Rehman & Akash, 2016; Tillett
& Francis, 1930). Este marcador vem sendo utilizado desde a década de
1970, para diagnostico de estados inflamatdrios e infecgdes. Em 1999,
Visser et al. publicaram o primeiro trabalho relacionando obesidade em
adultos e PCR. Desde entdo, varias outras pesquisas vém sendo
realizadas para elucidar tal associagdo (Visser, Bouter, McQuillan,
Wener, & Harris, 1999).

A sua producdo é fundamentalmente modulada pela IL-6, embora
a IL-1 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) também participem
desta modulagéo (Yudkin, Kumari, Humphries, & Mohamed-Ali, 2000).
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Ratos Knockout para gene de IL-6 apresentam resposta inflamatéria
inadequada, enquanto os animais Knockout para IL-1 e TNF-alfa
mantém a producdo das proteinas de fase aguda (Fantuzzi et al., 1996).
Portanto, a PCR é um indicador direto dos niveis de IL-6 in vivo
(Bataille & Klein, 1992).

A PCR faz parte da resposta imunologica inata e desempenha
diversas fungdes. Sua principal funcdo é ligar-se a patdgenos e células
lesadas e ou apoptdticas e iniciar sua eliminacdo por meio da ativagdo
do sistema complemento e fagdcitos. Ainda possui a capacidade de
potencializar a produgdo de interleucinas como a IL-2, a IL-1B3, 0 TNF o
e a IL-6 por macrofagos periféricos e mondcitos sanguineos (Choi et al.,
2013; Ebersole, Machen, Steffen, & Willmann, 1997; Koenig &
Khuseyinova, 2007).

A PCR é um constituinte normal do soro humano e, em condicdes
normais, mantém concentragdes baixas. Em uma condicdo inflamatéria
aguda, ha elevacdo de seus niveis nas 6 a 8 horas iniciais, podendo
atingir valores de até 300mg/dl em 48 horas. Apresenta caracteristicas
de boa reprodutibilidade e precisao (Koenig & Khuseyinova, 2007).

Os niveis elevados de PCR foram detectados em mais de 70
condi¢cdes clinicas, incluindo infecgbes agudas, infarto agudo do
miocardio, doencas reumaticas e neoplasias. Apés 2003, a PCR-US foi
identificada ndo apenas como um marcador inflamatorio de
aterosclerose e eventos coronarianos, mas também um mediador de
doenca em funcéo de sua contribuicdo na formacdo da leséo, na ruptura
da placa e nos mecanismos de trombose coronariana. Seus efeitos
diretos pré-aterogénicos estendem-se também as células musculares
lisas, e assim suas fungdes como fator aterosclerético e adicional com
marcador de risco se fazem verdadeiros. Condi¢des inflamatdrias agudas
e cronicas, infecciosas bacterianas, virais ou flngicas, doencas
reumatolégicas, lesdo tecidual e necrose promovem a liberacdo de IL-6
e outras citosinas por macrdfagos e adipocitos, que desencadeiam a
sintese hepatica de PCR e fibrinogénio (Bodi et al., 2004).

Em concentragdes conhecidas como preditoras de doenca
vascular, a PCR tem grande participacdo no favorecimento do estado
pré-inflamatério, atuando na regulacdo endotelial da enzima Oxido
nitrico-sintase e também na transcricdo das células endoteliais. Todo
esse processo resultard na reducdo da liberagdo de 6xido nitrico, também
agindo em situacGes de isquemia cronica através da inibicdo da
angiogénese, quando a PCR estiver presente em niveis elevados (S.
Verma et al., 2002). A deficiéncia de 6xido nitrico-sintase endotelial
(eNOS) parece ser o ponto importante na aterogénese, levando assim a
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aumento significativo das moléculas de adeséo, os monécitos, e fazendo
reducdo direta da expressdao de eNOS (Venugopal, Devaraj, Yuhanna,
Shaul, & Jialal, 2002). Age ainda como estimuladora de endotelina,
reguladora das moléculas de adesdo, facilitando também a entrada de
LDL-colesterol no macrofago através da moléculas de proteina
guimiotaxica de macréfago (MCP1), como observado em cultura de
células de safena humana submetidas & PCR humana recombinante. E
também regulador do fator nuclear kappa-beta, responsavel pela
facilitacdo de numerosos genes pro-ateroscleréticos, agindo ainda ao
nivel das prostaciclinas vasodilatadoras, levando a reducdo de sua
producdo; alguns farmacos especificos podem atenuar esse processo
(Venugopal, Devaraj, & Jialal, 2003; Subodh Verma et al., 2003). H&
ainda acdo ao nivel das células endoteliais progenitoras e dos
mecanismos de neovascularizagdo, onde a PCR tem seu papel agente do
mecanismo inibitério e compensatério de angiogénese em modelos de
isquemia cronica. Possui também importante papel na instabilizacdo da
camada fibrosa do ateroma, através do estimulo da matriz da
metaloproteinase-1 liberada com a degradacéo de colégeno e proteinas,
assim como diminuindo a fibrindlise e promovendo a sintese do PAI-1.
Observa-se um aumento da adesdo e ativacao plaquetaria quando a PCR
é liberada pelo fator tissular dos mondcitos, reduzindo-se pelo Oxido
nitrico (NO) e pelas prostaciclinas (Szmitko et al., 2003). A PCR age
ainda como mediadora na formacdo da placa aterosclerética, através de
sua participagdo na inibigdo das proteinas mediadoras do complemento
(Subodh Verma et al., 2004).

Pesquisas com criangas demonstraram associagdo entre PCR e
altas concentragdes de triglicerideos, LDL e insulina, baixas
concentragdes de HDL e hipertensdo arterial (Cook et al., 2000; Visser
et al., 1999). Pesquisas tem demonstrado que a PCR constitui-se em um
importante marcador de inflamacdo vascular subclinica cronica
(inflamag&o de baixo grau) e de risco cardiovascular, apresentando valor
preditivo positivo independente e adicional as dosagens de lipides
plasmaticos e presenca de outros fatores de risco bem estabelecidos,
através de estudos prospectivos (Grundy, Pasternak, Greenland, Smith,
& Fuster, 1999; Zebrack, Muhlestein, Horne, & Anderson, 2002)..
Niveis elevados deste marcador inflamatorio tém sido associado a
obesidade e ao diabetes mellitus, e diminuem com a perda de peso
(Bullg, Garcia-Lorda, Megias, & Salas-Salvadd, 2003; Trayhurn &
Wood, 2004). E um biomarcador de inflamagdo local e sistémica
(Rehman & Akash, 2016).
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Na populagdo adulta, existem especulagdes se a elevagdo da PCR
¢ conseqiiéncia ou se esta diretamente envolvida na fisiopatologia das
doengas cronicas (Das, 2001). Niveis elevados deste marcador
inflamatério tém sido associado & obesidade e ao diabetes mellitus,
decaindo com a perda de peso (Bull6 et al., 2003; Trayhurn & Wood,
2004).

Na infancia a prevaléncia de doengas degenerativas ¢ baixa, por

isso a pesquisa deste marcador de inflamacdo nesta faixa etaria ¢ de
grande valor para o esclarecimento dessas questdes.
Uma metandlise mostrou uma correlagdo positiva de Pearson de 0,36
entre IMC e nivel sérico de PCR (intervalo de confianca [IC] de 95%,
0,30-0,42) em adultos e 0,37 (IC, 0,31-0,43) em criangas (Choi et al.,
2013).

Interleucina 1 beta (IL-1 B) é uma citocina produzida pela
ativacdo de macrofagos que media a resposta inflamatdria e esta
envolvida em proliferacdo e diferenciacdo celular e apoptose. Esta
citosina pro-inflamatdria induz a ativacdo transcripcional do gene NF-
kb para a expressdo de moléculas de adesdo e citocinas. A IL-1 f
aumenta a expressao das moléculas de adesdo endotelial, facilitando a
agregacdo de outras células inflamatérias no endotélio ativado, e ainda,
juntamente com o TNF-a, estimula a producdo de IL-6 por células
musculares lisas e aumenta a expressdao de macrdfagos, fator de
crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento de
fibroblastos, associados com a progressdo do processo inflamatério da
aterosclerose (Volp et al., 2008).

Quando hé infeccdo ou dano tecidual, a IL-6 ¢ prontamente
sintetizada e ativa resposta imune aguda, induzindo a diferenciagdo de
células B ativa em plasmocitos produtores de anticorpos e também
células T CD4+ imaturas em efetoras. Além disso, estimula hepatocitos
para producdo de proteinas de fase aguda como a PCR, proteina
amiloide A sérica, fibrinogénio, hepcidina e antiquimiotripsina-a; o
aumento no nivel dessas proteinas propaga um sinal de estresse
emergencial, contribuindo, juntamente com a indugéo da hematopoiese,
para a defesa do organismo (Heinrich PC et al, 1990). A IL-6 tem
também a habilidade de estimular a ativacdo de células natural killers e
a geragdo de linfocitos T citotoxicos (Takai Y et al, 1988; Okada M et
al, 1988). A producdo de IL-6 é regulada transcricionalmente e pods-
transcricionalmente e, assim que o sistema volta a homeostase, a
producdo ¢ interrompida. Todavia, em algumas doencas, a sintese
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continua e desregulada de IL-6 tem sido descrita, incluindo a obesidade
(Donath, Dalmas, Sauter, & Boni-Schnetzler, 2013).

A IL-1B é o principal mediador que regula a expressdo de varios
outras citocinas pro inflamatorias. Induz a inflamacédo através da ligacéo
com o receptor do tipo | da interleucina-1 (IL-1RI) e reduz a expressao
do receptor de insulina substrato-1. A IL-1  estd envolvida na
patogénese do DM2 (Donath et al., 2013), mas pouco se sabe sobre seus
niveis em criancas obesas. Recentemente, niveis elevados de IL-1 3 e
interleucina 6 (IL-6) encontrados no primeiro dia de vida de recém natos
foram associados com o aumento do IMC aos 2 anos de idade.
Entretanto, apds a andlise da regressdo linear mdltipla, somente os
niveis de IL-6 permaneceram significativamente associados ao aumento
de IMC aos 2 anos (Perrin et al., 2017b).

O estresse oxidativo ocorre neste processo por causa do
desequilibrio entre a producéo de espécies reativas do oxigénio (ROS) e
0 mecanismo antioxidativo contra a produgdo de ROS. A oxidacdo
aumentada leva a maior lesdo de célula B, adipdcitos e tecidos
periféricos (Rehman & Akash, 2016). O reticulo endoplasmético é o
local de maior producéo de proteinas para a sintese de insulina e para a
sintese de lipideos e esterol. Qualquer estimulo que leva a um estresse
deste local, leva a resisténcia a insulina em adipdcitos e tecidos
periféricos. O aumento de agUcares e gorduras na circulagdo ativa este
mecanismo de estresse do reticulo endoplasmatico ativando a c-Jun N-
terminal kinases (JNK) e inibindo a fosforilagdo da Insulin Receptor
Substrate-1 (IRS-1) nos tecidos adiposo e figado, induzindo resisténcia
insulinica e lesdo de células endoteliais (Rehman & Akash, 2016, 2017).

O receptor de superficie extracelular da insulina esta expresso em
célula beta pancreatica, cérebro, figado, esqueleto, muisculos e tecido
adiposo (receptor Toll like). Em condi¢Bes normais, este receptor regula
a sensibilidade a insulina, mas quando em presenca de processo
inflamatdrio e ROS, gera sinal para a cascata inflamatéria do sistema
autoimune inato, levando ao desenvolvimento da resisténcia insulinica
(Rehman & Akash, 2016, 2017).

Neopterina € um marcador produzido perifericamente pelos
mondcitos por interferon-gama (INF-y) ou IL-1f encontrado nos fluidos
bioldgicos de pacientes com doengas inflamatérias (Ghisoni et al., 2016;
Grammer, Fuchs, Boehm, Winkelmann, & Maerz, 2009; Nageswara
Rao G, Gurumurthy, E, & Cherian, 2013). Este é um marcador sensivel
para a ativacdo de imunidade celular em infeccbes e doencas
neurodegenerativas, neuroldgicas e cardiovasculares (Ghisoni et al.,
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2016; Grammer et al., 2009). O aumento da dosagem de neopterina esta
associado a um aumento na producdo de ROS e uma diminuicdo de
antioxidantes (Murr, Widner, Wirleitner, & Fuchs, 2002). A neopterina
sérica foi avaliada e se mostrou elevada em criancas e adolescentes
obesos na india (Nageswara Rao G et al., 2013), mas n3o estava elevada
em adolescentes obesos na Austria (Mangge et al., 2011a) e Turquia
(Kabaroglu et al., 2012).

1.6. Hiperglicemia e impacto no cérebro e na cognicdo

Fatores genéticos sdo essenciais para desenvolver varios tipos de
doencas neurodegenerativas e metabdlicas, como DM, doenca de
Alzheimer, doenga de Parkinson, mas ndo explicam o total
desenvolvimento destas doencas. H& fatores ambientais que
potencializam a predisposicdo para 0 aparecimento destas doencas
(Landgrave-GA®mez, Mercado-GA’mez, & Guevara-GuzmAin, 2015).
Acredita-se que modificagdes epigenéticas contribuam para o
aparecimento de algumas doencas que comprometem 0 SNC
(Landgrave-GA’mez et al., 2015).

Estudos apontam a hiperglicemia crénica como sendo fator de
risco para alteragbes cognitivas, deméncia e doencas degenerativas, com
declinio cognitivo e reducdo de volume de hipocampo. A presenca
destas alteracbes é aumentada no grupo de pacientes com diabetes
guando comparado ao grupo de ndo diabéticos, (Crane, Walker, &
Larson, 2013). Esta hiperglicemia crbénica aumenta o risco de deméncia
e doencas neurodegenerativas tanto em pacientes diabéticos (40%)
guanto em ndo diabéticos (18%)(Crane et al., 2013). Na doenca de
Parkinson, 50 a 80% dos pacientes sdo intolerantes a glicose, com o
agravante do uso da medicagdo L Dopa, que é hiperglicemiante,
intensificando a hiperglicemia e resisténcia insulinica previamente
existente (Boyd, Lebovitz, & Feldman, 1971; D’Amelio et al., 2009;
Dunn et al., 2014). Pacientes com doenca de Parkinson associados ao
DM2 apresentam um comprometimento motor e cognitivo muito mais
severos (Figlewicz et al., 1996). Recentes estudos demonstraram um
efeito protetor com o uso drogas anti-diabéticas nestes pacientes (Brauer
et al., 2015). A doenca de Alzheimer também € atribuida a um acumulo
metabdlico a longo prazo no cérebro, somada aos fatores do
envelhecimento (Craft, 2012). O processo inflamatério de baixo grau
gue ocorre na hiperglicemia crénica se manifesta também no cérebro,
com necessidade de investigar marcadores inflamatorios sistémicos e
locais.
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Ha& um biomarcador importante chamado repressor element-1 silencing
transcription factor (REST), que é um fator de transcricéo silenciador, e
atua como neuroprotetor, diminuindo a expressdo de genes ligados a
morte celular em neurdnios diferenciados e aumentando a expressdo de
outros genes que induzem a resisténcia ao processo de envelhecimento e
preservam a fungéo cognitiva (Dallagnol et al., 2017; Lu et al., 2014). A
exposicdo do organismo a hiperglicemia crénica pode aumentar o risco
de modificacGes epigenéticas deste fator REST, comprometendo a
cognicdo e levando a neurodegeneracgdo, e € justamente essa linha de
pesquisa que nosso grupo investiga.

1.7. Modelo Experimental de Hiperglicemia Cronica e Cérebro

A fim de investigar os efeitos da hiperglicemia crénica e sua
correlagdo com doencgas neurodegenerativas, alteragdes cognitivas e
deméncia, nosso grupo pesquisou marcadores inflamatorios e metilagdo
de DNA em ratos Wistar adultos que foram submetidos a hiperglicemia
com estreptozotocina produzindo um modelo experimental de diabetes.
Neste modelo, a hiperglicemia crénica diminui a sensibilidade a insulina
e aumentou o estresse oxidativo em ratos adultos Wistar e observamos:
Redugdo da producdo de insulina, redugdo da altura das ilhotas,
aumento da glicose sérica.

A manutencdo do estado de hiperglicemia provoca a diminuicdo
de peso devido a falta de insulina circulante. Este estado de
hiperglicemia melhora com o tratamento com insulina.

Também reduz a leptina e leva a uma hiperfagia.

A alteragdo leva a um aumento de lipidios e aumento de
triglicerideos.

Aumento da gordura visceral

Aumento dos marcadores de estresse oxidativo no liquido
cefaloespinhal, com maior quantidade de peroxidacdo de lipideos e
reducdo dos niveis de Thiol e TET rahydrobiopterina. Também melhora
se tratar com a insulina

Aumento do methioglioxol cerebral, maior precursor para a
formacdo de Advanced Glication End Products (AGESs), que também
leva a neurodegeneracao.

Todos diminuem a insulina circulante e aumentam o estado de
estresse oxidativo, e melhoram com o tratamento com insulina.

Reducéo da ativagdo de ERK, prejudicando a memdria de longa duragéo
(LMT)
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Com a reducdo da ativacdo do ERK, também reduz o Fator
neurotréfico cerebral (BDNF), reduzindo a memdria espacial e
plasticidade de memoria.

Observou-se entdo que, nos modelos experimentais, este
mecanismo € deletério ao cérebro. A expressdo génica alterada do
hipocampo e o estresse induzido por hiperglicemia levou ao aumento de
marcadores inflamatérios no cérebro, diminuicdo da sintese de
neuroprotetores e diminuicdo da sintese de energia que levam a
diminuicdo de desempenho cognitivo. Também foi encontrado um
significante aumento de IL10 e aumento de GFAP - astrogliose induzida
por doenga metabolica crénica. Embora estes resultados experimentais
ndo sejam parte integrante desta tese, eles justificaram as avaliagdes
realizadas nas criancas obesas que apresentamos aqui e que compuseram
a abordagem translacional de um dos artigos anexos a esta tese.

1.8. REST, Metilagao de DNA e neuroplasticidade cerebral

O REST é um fator neuroprotetor de transcricdo génica silenciador
gue atua no ndcleo das células como regulador de determinados genes,
desligando alguns genes que promovem a morte celular. Ha evidéncia
de uma expressdo elevada durante a fase de embriogénese. Uma
alteracdo deste fator pode levar a apoptose celular e causar a morte e sua
expressao volta a se evidenciar em idosos sem problemas neurolégicos,
enquanto que nas doengas neurodegenerativas a expressao esta
diminuida (Noh et al., 2012). O REST portanto atua em neur6nios
desde o desenvolvimento fetal até o envelhecimento, estando envolvido
na plasticidade neuronal, com efeito anti-inflamatdrio, protegendo o
cérebro contra insultos como o envelhecimento, diminuicdo de aporte
energético, inflamagdo e estresse oxidativo (Dallagnol et al., 2017). O
REST controla a plasticidade sinaptica, crescimento axonal, transporte
vesicular e liberacdo e conducéo i6nica (Noh et al., 2012).

A expressdo do REST ocorre em situacdo de baixa metilacéo, e o
estado de insulto metabdlico crbnico pela hiperglicemia leva a uma
hipermetilacdo do DNA, levando a uma expressao diminuida deste fator.
O nivel de metilacdo do DNA é mantido por dois principais grupos de
enzimas chamadas DNA metiltransferases (DNMT) e ten-eleven
translocation (TET). DNMTs adicionam um grupo metil na posicéo 5
da citosina, que gera a 5-metilcitosina (5-mC), o principal marcador
genético. Padrdes de metilagdo de DNA séo inicialmente estabelecidos
pelas metiltransferases de novo DNMT3A e DNMT3B e mantem a
metiltransferase DNMT1 durante a divisdo celular (Okano, Bell, Haber,
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& Li, 1999). De uma forma semelhante, a hidroximetilagdo do DNA
provocada pela oxidacdo de 5-mC em 5-hidroximetilcitosina (5hmC),
através da enzima TET, controla a expressdo génica, ja que é um
produto do processo de desmetilagdo do DNA. (Wu & Zhang, 2010). As
enzimas TETs podem continuar oxidando o 5-hmM em 5-formilcitosina
e 5-carboxilcitosina, que pode ser removido do genoma (Noh et al.,
2012).

O nivel de metilacdo de DNA tem um papel na expressdo génica

e a alteracdo da metilacdo do DNA aumenta o risco de doencas
neurodegenerativas, neurologicas e metabdlicas. A hipermetilagcdo do
DNA ocorre quando ha reducdo da desmetilagdo, e é alterado por
doencas metabolicas cronicas, como a hiperglicemia e 0 DM2, e a
hidroximetilacdo do DNA global vai estar diminuida devido a baixa
expressdo do TET3 no hipocampo de rato (Noh et al., 2012).
Neste nosso estudo em ratos Wistar submetidos a hiperglicemia cronica,
0s animais apresentaram um aumento na metilacdo do DNA e reducéo
na metilacdo do LINE-1 especialmente em hipocampo, quando o gene é
silenciado. Houve aumento da metilagdo no promotor do REST no
hipocampo dos animais, com diminuicdo da expressdo do REST e
aumento da expressdo do REST4, um fator toxico. O aumento na
metilagdo de DNA também reduz muitos fatores de transcricdo, NRF1,
BDNF, MECP2, RxR2, TAF-1, entre outros. O REST ¢ ligado a baixa
metilacdo, se ha aumento na metilacdo, ha diminuicdo da expressdo do
REST e do BDNF (Noh et al., 2012).

Outro estudo experimental realizado por nosso grupo utilizando
ratos mais velhos mostrou que houve aumento do REST e diminuicdo de
fatores pré-inflamatérios IL-1B e IL-10 em ratos que faziam atividade
fisica. O trabalho evidenciou aumento da expressdo do REST e
diminuigdo da expressdo de IL-1B e IL-10 no hipocampo dos ratos que
fizeram atividade fisica quando comparados aos sedentarios, mostrando
gue o exercicio aumenta a neurogénese (Dallagnol et al., 2017).

O REST esta envolvido em um amplo espectro de doencas nédo
neurolégicas como cancer, diabetes e doencas cardiacas (Noh et al.,
2012). O mecanismo de neurodegeneragdo ainda néo est claro, mas
sabe-se que um insulto como isquemia, estresse oxidativo e inflamagédo
levam a uma remodelacdo da cromatina, fazendo alteracdo epigenética
deste fator (Medford, Cox, Miller, & Marsh, 2014).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a existéncia de associagdo entre a variagdo nos niveis de
metilacdo de DNA, e do fator neuroprotetor REST em linfocitos de
sangue periférico e niveis de marcadores inflamatérios e obesidade em
criancas.

2.2. Objetivos Especificos

- Comparar os niveis de alteracfes da metilagdo de DNA e da expresséo
génica do fator neuroprotetor REST em linfocitos de sangue periférico
entre criancas obesas e ndo-obesas;

- Avaliar a existéncia de associacdo entre os niveis de alteracbes da
metilacdo de DNA e da expressdo génica do fator neuroprotetor REST
em linfocitos de sangue periférico e o indice de massa corporal em
criangas com obseidade;

- Avaliar a existéncia de associacdo entre os niveis séricos do anti
oxidante 4cido ascorbico e os niveis de metilacdo de DNA em linfécitos
de sangue periférico em criangas com e sem obesidade.

- Comparar o0s niveis séricos de PCR-ultrassensivel, IL-1f e neopterina
em criangas obesas e ndo-obesas;
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3. JUSTIFICATIVA

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) aponta a obesidade
como um dos maiores problemas de salde publica no mundo. Em 2016,
a OMS registrou 39% da populacdo mundial adulta com sobrepeso e
13% esta obesa, destacando o aumento da prevaléncia na populacdo
infantil. O aumento do nimero de criangas obesas ¢ um alerta para
maior morbimortalidade, sendo o principal fator para doencas cronicas
como a sindrome metabdlica, o diabetes mellitus tipo 2, a hipertensao
arterial sistémica, as dislipidemias e doencas cardiovasculares. A
obesidade e o sistema imunoldgico apresentam uma interacdo complexa
e bidirecional.

Fatores genéticos sdo essenciais para o desenvolvimento de varias
doencas cronicas, mas ha fatores ambientais que potencializam a
predisposicdo para o aparecimento destas. AlteracBes epigenéticas tém
sido estudadas e descritas como importante modificadores da expressao
destas doencas.

O estado inflamatério crénico da obesidade e da hiperglicemia
promovem disfuncéo na metilagdo de DNA, modificando a expressdo de
genes que sdo essenciais para a sobrevivéncia celular. Da mesma forma,
a hiperglicemia cronica pode ativar a neuroinflamagdo no hipotalamo,
afetando a capacidade da resposta a saciedade e a estimulos
adipostaticos e, com isso, promover um declinio cognitivo com possivel
evolugdo para deméncia e neurodegeneragéo

Biomarcadores inflamatérios podem ajudar a identificar
individuos que possuem maior risco de desenvolver doencas cronicas.
Entre esses biomarcadores, a metilagdo de DNA pode ser importante
para identificar possiveis mudancas epigenéticas. Identificar
biomarcadores inflamatérios associados com obesidade infantil pode ser
Gtil para diagnostico, seguimento, identificacdo de alvos terapéuticos e
predizer desfechos a curto e longo prazo.
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4. MATERIAIS E METODOS
Aspectos Eticos

O trabalho foi realizado considerando os pressupostos éticos da
resolucdo CNS 466/12. Foi obtido TCLE e assentimento de todos os
pacientes para a incluséo no estudo. O Projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica para Pesquisa em Humanos da Universidade federal de Santa
Catarina (CAAE 33173314.7.0000.0121 I NUmero do
parecer 724.414)

Os materiais e métodos empregados nesta tese de doutorado estéo
relacionados a 2 estudos apresentados respectivamente em 2 capitulos:

- Capitulo | - Biomarcadores da Obesidade Infantil e Sindrome
Metabdlica: Metilacdo de DNA e REST
- Capitulo Il - Niveis séricos de Proteina C Reativa Ultrassensivel,

Interleucina 1 beta e Neopterina em Criangas Brasileiras Obesas: Estudo
Caso-Controle

4.1. CAPITULO | - Biomarcadores da Obesidade Infantil e
Sindrome Metabdlica: Metilacdo de DNA e REST

4.1.1. Tipo de estudo
- Estudo analitico, observacional, caso-controle
4.1.2. Populacéo e amostras analisadas

Amostras de sangue foram obtidas através de puncdo venosa em
53 pacientes pediatricos consecutivos, brancos, acompanhados no
ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Hospital Universitario
(UFSC) e Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG) em Florianépolis,
entre maio de 2015 e maio de 2016. Os pacientes eram acompanhados
devido ao diagnostico isolado de obesidade (n=31), obesidade associada
a outro diagnéstico (n=05), pacientes sem obesidade com outras
patologias (n=11) e seis criancas saudaveis, sem patologia. As variaveis
do exame fisico analisadas foram: peso, altura, calculo do IMC, presséo
arterial, medida circunferéncia abdominal.

A amostra de sangue foi coletada para a analise da rotina
laboratorial e o excedente utilizado para as analises propostas para esta
pesquisa. Todos 0s participantes estavam clinicamente estaveis, sem
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doencas infecciosas, e sem uso de medicamentos anti-inflamatérios nos
60 dias que precederam a coleta. Pacientes com neoplasia, doencas
inflamatdrias reumatoldgicas eram excluidos.

A avaliacdo laboratorial de rotina incluiu: glicemia, hemoglobina
glicada, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos,
creatinina, TGO, TGP, LH, FSH, estradiol, testosterona, TSH, T4 livre
foram avaliadas no Laboratério de analises clinicas do Hospital
Universitario Polydoro Ernani de S&o Thiago, e no Ciéncia Laboratorio
Médico, no Hospital Infantil Joana de Gusméo.

4.1.3. Quantificacdo de metilacdo de DNA e REST

As analises laboratoriais bioquimicas especificas relacionadas aos
objetivos desta tese foram realizadas no laboratério de Bioquimica,
Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo, coordenado pela
Prof. Dra. Alexandra Latini, na UFSC. Apds as amostras de sangue de
criancas serem coletadas através de venopuncao de veia cubital mediana
em tubos com citrato de sédio 3,2% (Altermed, Rio do Sul, SC, Brasil)
o plasma foi isolado por centrifugacdo a 700 giros por minuto por 20
minutos e utilizado para medir a glicose, produtos finais da glicosilagdo
(AGEs), neopterinas e &cido ascérbico.

Células mononucleares de sangue periférico: o sangue foi diluido
em um volume de solugdo de HANK’s (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Ap6s misturar cuidadosamente, o sangue diluido foi adicionado
ao mesmo volume de Ficolli Paque e centrifugado a 1000 x g por 20
minutos. A camada média opaca foi separada como células
mononucleares de sangue periférico e lavada 3 vezes, e ap6s, utilizada
para medir atividade de complexo | e marcadores epigenéticos.

Concentracdo de neopterinas no sangue: amostras de plasma
foram precipitadas pela adicdo de um volume de 5% de A4cido
tricloroacético, apos centrifugadas a 14000 x g por 10 minutos a 4 °C.
Vinte microlitros de sobrenadante foi transferido para analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Aliance e2695, Waters,
Midford, USA). Os sobrenadantes foram injetados em um sistema de
acetato de sodio 50nM, acido citrico 5mM, EDTA 48uM e
dithioerythritol 160uM. A identificacdo e quantificacdo de neopterinas
foi feita por detector de multicomprimento de onda (module 2475,
Waters, Milford, USA) com excitagdo do comprimento de onda de 350
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nm e emissdo de 430nm (Guisoni et al 2015). Sob estas condicdes, 0
tempo de retencdo de neopterinas foi de aproximadamente 2,9 minutos,
e tempo total de 5 minutos. Os resultados foram expressados em
nmol/L.

Niveis de 4&cido ascorbico: as amostras de plasma foram
precipitadas pela adicdo de volume de 5% de &cido metafosférico e
centrifugadas a 14000 x g por 10 minutos a 4 graus C. 20 microlitros de
sobrenadante foi transferido para HPLC (Aliance e2695, Waters,
Midford, USA) para anélise. Esta fase consiste em 90mM de fosfoto de
sodio, 50mMde &cido citrico, 2,5mM de heptanesulfonato, 50uM EDTA
e 200mM de cloreto de sddio. A deteccao foi realizada po um detector
eletroquimico (module 2465, Waters, Midford, USA).

Niveis séricos de AGEs: amostras de plasma foram diluidas e
testadas por componentes de Mailard (Remor et al.,2011). A detec¢do da
fluorescéncia foi realizada em 370nm (excitacdo) e 440nm (emissdo)
com o uso de espectrofotbmetro de fluorescéncia Tecan GmbH M200
(Tecan, Grodig/Salzburg, Austria).

Atividade do Complexo | de células mononucleares de sangue
periférico: o sedimento final de células mononucleares de sangue
periférico foi suspenso em 4,4mM de fosfato de potassio em pH de 7,4,
contendo 0,3 M de sucrose, 5mM MOPS, 1ImM EGTA e 0,1% de
albumina sérica bovina, para a avaliagdo de atividade de complexo |
mitocondrial. Este foi medido por taxa de reducdo de NADH-
ferricianida dependente em 420 nm. A atividade da enzima foi medida
usando espectrofotdmetro Varian Cary 50, com controle de temperatura
(Varian Inc., Palo Alto, CA, USA).

Determinacdo proteica: a concentragdo proteica foi determinada
de acordo com Lowry et al. (1951) usando albumina sérica bovina como
padrdo (Hansen, 1951).

4.1.4. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos das amostras foram analisados pelo teste “t” de
Student ou ANOVA seguida do teste post hoc de Turkey quando
indicado. Para avaliar as diferencas entre os grupos foi utilizado um
nivel de significancia de p< 0,05. As andlises foram realizadas com
auxilio do Software SPSS (17.0) e as figuras através do GraphPad Prism
6.
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4.2. CAPITULO Il — Niveis séricos de Proteina C Reativa
Ultrassensivel, Interleucina 1 beta e Neopterina em Crian¢as
Brasileiras Obesas: Estudo Caso-Controle

4.2.1. Tipo de estudo
- Estudo analitico, observacional, caso-controle
4.2.2. Populagdo e amostras analisadas

As analises foram realizadas nas mesmas amostras de sangue dos
pacientes e descritos no capitulo I. As variaveis demogréficas, clinicas e
laboratoriais de rotina investigadas foram as mesmas descritas no
capitulo 1.

As analises relacionadas aos objetivos do capitulo Il foram realizadas no
laboratério de Bioquimica, Laboratério de Bioenergética e Estresse
Oxidativo, coordenado pela Prof. Dra. Alexandra Latini, na UFSC
conforme descrito abaixo.

4.2.3 Quantificacdo da Neopterina, IL-1 p e PCR-US- Artigo 11

PCR-US sérica foi determinada por fotocolorimetria (Dimension

RXL, Siemens). Os resultados foram expressos em mg/L.
IL-1 B sérica foi determinada por Kits de ELISA para dosagem de
citocina humana de ReD Systems (Minneapolis, MN, USA). Os niveis
de citocinas foram estimados por interpolagdo a partir de uma curva
standard por medidas de calorimetria por a 450 nm (correlagdo de
medida de onda de 540 nm) na placa de leitura do ELISA (Infinite 200
PRO TECAN Switzerland). A sensibilidade intra e inter ensaio foi de
1,5 pg/mL com coeficiente de variacdo < 10%. Os resultados foram
expressos em pg/mL.

Os niveis de neopterina sérica foram feitos por ELISA, usando
um kit comercial (IBL internacional GmbL, Hamburg, Germany). Os
niveis de neopterina foram estimados por interpolacdo a partir de uma
curva standard por medidas de calorimetria por a 45 nm na placa de
leitura do ELISA (Infinite 200 PRO TECAN Switzerland) e expressos
por nmol/L.
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4.2.4. Andlise Estatistica

As varidveis categoricas foram analisadas pelo Teste exato de
Fisher e as variaveis continuas foram analisadas pelo Teste “t” de
Student. Regressdes lineares uni e multivariadas foram usadas para
identificar as varidveis preditivas independentes de niveis séricos de
biomarcadores de interesse (variaveis dependentes). Regressdo logistica
univariada e binaria multipla foi feita para identificar as variaveis
preditivas independentes de obesidade (variaveis dependente). Variaveis
preditivas que tenham mostrado uma associacdo com obesidade com o
p<0,15 na andlise univariada foram incluidos na regressdo multipla.
Como havia uma hipdtese com plausibilidade biolégica e clinica
previamente estabelecida e a amostra de pacientes relativamente
pequena, ndo foi realizada correcdo para mdaltiplas comparagdes e
valores de p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados seré realizada separadamente de acordo
comos 2 capitulos aos quais estdo respectivamente vinculados.

5.1. Capitulo I: Biomarcadores da Obesidade Infantil e Sindrome
Metabdlica: Metilacdo de DNA e REST

5.2. Capitulo I1: Niveis séricos de Proteina C Reativa Ultrassensivel,
Interleucina 1 beta e Neopterina em Criancas Brasileiras Obesas:
Estudo Caso-Controle

5.3. CAPITULO | - Biomarcadores da Obesidade Infantil e
Sindrome Metabdlica: Metilacdo de DNA e RES

As varidveis demogréficas e clinicas sdo apresentadas na Tabela
7 e evidenciaram o peso, 0 IMC, a CA, a PA e 0 modelo de avaliagcdo de
homeostase (homeostasis model assessment-insulin resistance [HOMA-
IR]) mais elevados nas criangas com obesidade. Dentre as criangas com
obesidade 35,3% apresentaram dislipidemia, 14,7% de hiperinsulinemia
e 8,8% de hiperglicemia.
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Tabela 7. Caracteristicas clinicas das criancas obesas e controles.

Caracteristicas Clinicas Criancas obesas Controles
(n = 36) (n=17)
Idade (anos) 11.3+£2.9 10+34
Feminino (n; %) 14; 43.7 9;47.4
IMC (kg/m?)? 28.7+6.0 17.0£2.6
Peso (kg) 67.1+£25.5 32.0+12.8
Circunferéncia Abdominal (cm) 85.1+31.2 60.6 7.7
Autismo(n; %) - 1;5.2
Hipotireoidismo (n; %) 3;8.8 4;21.0
Deficiéncia de GH (n; %) - 5;26.3
Deficiéncia Cardiaca Congenita(n; %) - 1;5.2
Hipertensdo Arterial (n; %) 2;5.9 -
Litiase Renal (n; %) - 1;5.2
Hiperplasia Adrenal (n; %) - 1,5.2
Dislipidemia (n; %) 12; 35.3 1;5.2
Hiperglicemia (n; %) 3;8.8 -
Hiperinsulinemia (n; %) 5;14.7 -
Puberdade Precoce (n; %) - 1;5.2
Telarca Precoce (n; %) - 1;5.2
HOMA-IR® 23+3.2 1.7+25
Pressdo Arterial Sistémica (mmHg) 104.2 +£36.5 94.4+9.2
Pressdo Arterial Diastdlica (mmHg) 65.1 +23.1 53.8+10.4

®/alor normal: 5— 85 percentil; risco de sobrepeso: 85 — 95 percentil; obesidade: >

95° percentil.

® Do inglés homeostasis model assessment-insulin resistance: valor de corte
determinado para a populacdo brasileira 2.5 (Madeira et al., 2005)

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0s obesos e controles nos niveis de triglicerideos (p< 0,01), de HDL (p<
0,001), de LDL (p< 0,1) e interleucina-1beta (p< 0,05), dados que estéo

na Tabela 8.
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Tabela 8. Perfil Laboratorial das criancas obesas e controles.

Concentracao de Biomarcadores Criangas Controles
(valores de referéncia) obesas (n=17)
(n = 36)
Glicose, mg/dL (70 — 110) 89.9 +11.9 87.0+9.2
Insulina, [1TU/mL (1.29 — 23) 23.1+£28.3 12.6 + 15.5
HbALC, % (4 — 6) 5.02+0.4 5.02+0.4
Triglicerideos, mg/dL (< 130) 106.6 £52.0 67.9 +
37.0**
Colesterol Total mg/dL (< 170) 158.5 + 47.0 146.9 £48.7
Colesterol de alta densidade (HDL), mg/dL 36.8+6.8 494 +
(> 60) 12.2%%*
Colesterol de baixa densidade (LDL), mg/dL 98.5+34.0 88.4 +
(< 100) 36.0**
Aspartato aminotransferase, U/L (< 39) 23.2+8.1 22.9+5.9
Alanina transaminase, U/L (mulher < 31; 23.1+65 169+6.5
homem < 41)
Proteina C reativa mg/L (< 5.0) 41+6.1 3.8+738
Interleucina-1f 155.1 + 66.3 *
269.0 114.7*

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Teste “t” de Student para varidveis
independentes;

Niveis de referéncia de acordo com a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e
Medicina Laboratorial (sbpc.org.br).

As variaveis clinicas, de antropometria e bioquimica do grupo de
criancas obesas e controles eutroficos esta apresentado nas tabelas 7 e 8.
Apbs a andlise de células mononucleares de sangue periférico das
criangas obesas e do grupo controle, evidenciou-se um aumento global
de metilacdo de DNA (Figura 3A) e uma reducéo da expressdo do REST
(Figura 3B) e um aumento do promotor de metilagdo do REST nas
amostras de sangue das criancas obesas (Figura 6A). Uma analise mais
minunciosa demonstrou que estas modificagdes foram observadas no
grupo com o percentil acima de 95, sugerindo que niveis de maior
gravidade da obesidade estdo associados a mudangas na regulacdo da
metilacdo de DNA. (Figuras 4A e 4B) O aumento de uma unidade no
IMC leva a um aumento de 0.5% de metilagdo de DNA (r= 0.7251; r* =
0.54; P < 0.01) (Figura 4). Os niveis séricos de &cido ascorbico das
criancas obesas também mostraram-se diminuidos quando comparados
as criangas controle (Figura 6B). Como é mostrado esquematicamente
na figura 7, esta reducdo do &acido ascdrbico pode acarretar uma
diminuicédo da expressdo do TETs e acarretar modificacdes epigenéticas
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ja que a reducdo da expressdo do TETs levaria a uma diminui¢do do
processo da demetilacdo do DNA, levando a hipermetilacéo.
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Figura 3. Niveis de metilacdo global de DNA e expressdo do REST em linfocitos de
criangas obesas e eutroficas. A) Variacdo nos niveis de metilagdo global de DNA
expressos em percentagem de metilagdo do DNA global; B) Niveis de expressao do
REST expressos em mRNA de REST por nivel de B-actina. As analises foram
realizadas em linfocitos do sangue de criancas obesas (n = 34) e eutroficas (n = 19).
Comparagdes feitas pelo teste “t” de Student, sem * p < 0.05 e ** p < 0.01.
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Figura 4. Niveis de metilagdo global de DNA e expressdo do REST em linfocitos de
criangas estratificadas de acordo com a distribui¢do do percentil do peso corporal.
A) Variagdo nos niveis de metilagdo global de DNA expressos em percentagem de
metilacdo do DNA global; B) Niveis de expressdo do REST em linfdcitos de
criangas obesas e eutroficas, expressos em mRNA de REST por nivel de B-actina.
As analises foram realizadas em linfocitos do sangue de criangas obesas (n = 34) e
eutroficas (n = 19). Comparag@es entre os grupos de acordo com o percentil do IMC
(eutrofico, Percentil 85% a 95% e Percentil > 95%) realizado através de ANOVA de
uma via seguida do teste de Bonferroni (p6s-hoc). Sendo *p < 0.05 e ***p <0.01 a
diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo eutrofico.
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Figura 5. Correlacdo entre a variagdo nos niveis da metilacdo global de DNA
expressos em percentagem de metilagdo do DNA global em linfocitos e a variacdo
do indice de massa corporal (IMC). r = coeficiente de correlacdo de Pearson.
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Figura 6. Niveis de metilagdo do promoter do REST em linfdcitos e de &cido
ascorbico sérico. A) Comparagdo entre a variagdo percentual nos niveis de metilagéo
do promoter do REST de linfocitos de criangas eutréficas e obesas; B) Variagdo
percentual dos niveis de acido ascdrbico no soro de pacientes com obesidade e
relacdo ao grupo eutrdfico (controles). * p < 0.05.
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Figura 7. Representacdo esquemética do envolvimento do &cido ascdrbico na
demetilagdo passiva da citosina.

5.3. CAPITULO Il — Niveis séricos de Proteina C Reativa
Ultrassensivel, Interleucina 1 beta e Neopterina em Criancas
Brasileiras Obesas: Estudo Caso-Controle

A tabela 9 mostra as caracteristicas demograficas e clinicas das
criancas obesas e eutroficas. A média (SE) do IMC foi de 16,6 (0,6) no
grupo de criancas eutréficas e 28,2 (1,0) no grupo de criancas obesas
(p<0,0001). Criancas obesas eram mais velhas (p=0,05), tinham niveis
mais elevados de pressdo arterial sistélica e diastolica (p=0,001), e
niveis mais baixos de HDL-c (p<0,0001). Criancas obesas também
mostraram uma tendéncia ndo significativa para um maior nivel sérico
de LDL-c (p=0,08), triglicerideos (p=0,06), hematocrito (p=0,08), e
insulina (p=0,07). Os niveis séricos de PCR-US ndo diferiram entre os
grupos investigados. Houve uma tendéncia ndo significativa para a
ocorréncia de niveis séricos mais baixos de IL-1 B (p=0,15) e neopterina
(p=0,09) nas criancas obesas quando comparadas ao grupo controle
eutrofico.
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Tabela 9. Caracteristicas clinicas, demogréficas e laboratoriais das
criancas eutréficas e obesas

Variaveis Todos os Eutrdéficas Obesas Valor
casos “p”
n=>53 n= n=
%) 17 (%) 36 (%)
Género
Masculino 29 (54.7) 09 (52.9) 20 (55.6)
Diagnosticos outros
associados
Hiperplasia ~ Adrenal 02 (3.8) 01 (5.9) 01 (2.8)
Congeénita
Autismo 01(1.9) 01 (5.9) 0
Cardiomiopatia 01 (1.9) 0 01 (2.8)
Congénita
Dislipidemia Familiar 01 (1.9) 0 01 (2.8)
Deficiéncia de GH 05 (9.4) 05 (29.4) 0
Hipotireoidismo 04 (7.5) 03 (17.6) 01 (2.8)
Puberdade Precoce 03 (5.7) 02 (11.8) 01 (2.8)
Nenhum 36 (67.9) 05 (29.4) 31 (88.8) N.A.
Média Média
(EP) (EP)
Idade (anos) 10 (0.4) 8.7 (0.8) 10.6 0.05
(0.5)
Peso (Kg) 54.5(3.9) 31.0(3.0) 65.6 <
4.3) 0.0001
Altura (cm) 143 (2.7) 132.8 (4.7) 149.2 0.004
(3.0)
indice de Massa Corpérea 24.5 (1.0 16.6 (0.6) 28.2 <
(1.0) 0.0001
Pressdo Arterial sistolica 109.0 93.8 (3.0) 113.8 0.001
(mmHg) (2.3) (2.9)
Pressdo Arterial diastolica 66.8 (2.0) 53.2 (4.3) 711 <
(mmHg) (2.0) 0.0001
Glicemia de jejum (mg/dl) 88.2 (1.5) 86.6 (2.3) 88.9 0.45
(1.9)
Hemoglobina glicada (%) 5.1(0.1) 5.0 (0.1) 5.1(0.1) 0.97
LDLc ®(mg/dl) 91.1(5.1) 80.1(7.1) 98.8 0.08
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(6.6)
HDLc ® (mg/dl) 44.9 (1.7) 54.2 (2.7) 39.4 <
(1.6) 0.0001
Triglicerideos (mg/dl) 81.3 (6.7) 65.7 (8.6) 91.6 0.06
(9.0)
Hematdcrito(%) 39.2(0.4) 38.3(0.7) 39.8 0.08
(0.5)
Insulina (UU/mL) 16.9 (3.2) 9.8 (2.8) 20.7 0.07
(4.6)
Valores de biomarcadores
imunolégicos
PCR-US ¢ (mg/L) 3.8(1.1) 48(2.3) 35(1.2) 0.57
Interleucina 1B “(pg / 57.9 18.7 (12.3) 95.7 0.15
mL) (25.5) (36.0)
Neopterina (nmol/L) 6.5 (0.6) 8.3(1.6) 6.0 (0.5) 0.09

Criangas obesas apresentaram indice de massa corpdrea (IMC) maior que o 95"
percentil esperado para a idade e sexo. Criangas eutréficas tinham um IMC entre 51"
e 95" percentil esperado para a idade e sexo;

4 LDLc= Lipoproteina de baixa densidade; ® HDLc= Lipoproteina de alta densidade;
¢ PCR-US = Proteina C Reativa Ultra-sensitivel C; ¢ IL-1B = Interleucina 1. N.A. —
N&o aplicado. EP = erro padréo.

A analise da regressdo logistica binaria multipla (tabela 10),
mostrou que somente os niveis de LDLc e a presséo arterial diastélica,
mas ndo os niveis de IL-1P e neopterina, permaneceram
independentemente associados ao grupo de criangas com obesidade. Os
niveis de LDL e pressdo arterial diastolica mostraram uma acuracia de
89,5% para predizer o diagnostico de obesidade em nossa amostra
(sensibilidade de 81,2% e especificidade de 92,6%). Por fim, como a
neopterina é produzida perifericamente por células monociticas pelo
estimulo da IL-1 (Ghisoni et al., 2016), nés analisamos existéncia ou
ndo de associagdo entre os niveis séricos de IL-1p e neopterina. N&o
houve associacdo entre os niveis de IL-1B e neopterinas em nossos
pacientes (r=0,09, p=0,52), excluindo-se assim a possibilidade de
colinearidade entre a variacdo dos niveis de neopterina e de I1L-1p.
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Tabela 10. Modelo Final de regressdo logistica binaria mostrando as
variaveis independentemente associadas com obesidade em criancas.

Variaveis Preditivas Ajuste OR (CI 95%) Valor “p”
ldade 0.78 (0.45 - 1.36) 0.39
Pressdo Arterial Diastdlica 1.67 (1.03 — 2.70) 0.04
LDLc? 1.13 (0.99 — 1.28) 0.06
IL-18° 1.00 (0.98 — 1.03) 0.71
Neopterina 0.75 (0.47 - 1.18) 0.21

#LDLc = Lipoproteina de baixa densidade;
®|L-1B = Interleucina 1B;
Diagnostico de obesidade na crianca foi feito com o indice de massa corpérea (IMC)
maior ou igual ao 95" percentil esperado para o sexo e idade. Ndo houve criangas
com sobrepeso nesta amostra (IMC > 85% e < 95%);
A andlise de regressdo binaria multipla mostrou que ambos os niveis de IL-18 e
neopterina ndo foram independentemente associados com obesidade em criangas.
OR = razdo de chances.
Tomados em conjunto, 0s niveis séricos de LDLc e presséo arterial diastolica os
resultados mostram uma acurécia de 89,5%para predizer a obesidade (Sensibilidade
81.2% e especificidade 92.6%).

Para melhor entender a tendéncia observada de associagdo entre
obesidade, niveis séricos de IL-1B e neopterina, foram identificadas
outras varidveis associadas a estes dois biomarcadores inflamatérios,
com nivel de significancia p< 0,15 pela regressao linear. O modelo final
de regressao linear multipla mostrou que a idade e niveis de LDL foram
varidveis preditivas independentes e negativamente associadas aos
niveis séricos de neopterina sendo capazes de 18% (r2=0,18) da sua
variacdo em nossa amostra de pacientes. Houve uma tendéncia ndo
significativa (r2=0,07, p=0,10) para uma associa¢do positiva entre a
presséo arterial diastélica e o nivel sérico de IL-13 em nossos pacientes
(tabela 11).
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Tabela 11. Varidveis associadas de forma independente ao nivel sérico

de neopterinae IL-18.

Variaveis Preditivas Coeficientes de Valor "p”
Regresséo *
B r r’
Preditores de Neopterina
Modelo Inicial
Idade -0.53 0.34 0.12 0.01
Indice de Massa Corporea - 0.16 0.03 0.25
0.10
Pressdo Arterial Sist6lica - 0.23 0.05 0.15
0.06
Pressdo Arterial Diastélica - 0.11 0.01 0.51
0.04
LDL® - 0.29 0.08 0.04
0.04
HDLP - 0.03 0.001 0.86
0.01
Triglicerideos - 0.19 0.03 0.20
0.02
Hematocrito 0.19 0.12 0.01 0.42
Insulina - 0.13 0.02 0.38
0.03
IL-1B - 0.10 0.01 0.46
0.003
Modelo Final 1 0.42 0.18 0.01
Constante 14.7 <0.0001
Idade -0.50 0.05
LDL-c? -0.05 0.04
Preditores de IL-1
Modelo Inicial
Idade -34 0.06 0.003 0.25
Indice de Massa Corpdrea 0.80 0.03 0.001 0.81
Pressdo Arterial Sist6lica 0.40 0.03 0.001 0.83
Pressdo Arterial Diastélica 3.87 0.26 0.07 0.10
LDLc? -0.64 0.21 0.04 0.16
HDLcP -0.40 0.04 0.002 0.77
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Triglicerideos -0.07 0.03 0.01 0.84
Hematocrito 0.17 0.005 0 0.97
Insulina -0.59 0.13 0.02 0.40
Modelo Final 2 0.26 0.07 0.10
Constante -

184.8
Pressdo Arterial Diastélica 3.9 0.10

2LDLc = Lipoproteina de baixa densidade;
®HDLc = Lipoproteina de alta densidade.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os niveis
séricos de PCR-US nas criancas eutrdficas e as obesas. Criancas obesas
apresentaram uma tendéncia a niveis mais elevados de IL-1 3 (p = 0,15)
e niveis mais baixos de neopterina (p = 0,09). Ap6s a correcdo para a
distribuicdo das variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais, ndo foi
observado associacdo independente (p > 0,21) entre obesidade e nivel
sérico de IL-1B e neopterina. Observamos uma fraca e negativa
associagdo entre neopterina, colesterol LDLc e idade, e uma associa¢do
positiva entre IL-1 e a pressdo arterial diastélica em nossas criangas.
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6. DISCUSSAO

6.1. CAPITULO I: Biomarcadores da Obesidade Infantil e
Sindrome Metabdlica: Metilacdo de DNA e REST

Atualmente, estudos mostram que a hiperglicemia cronica e as
gorduras saturadas podem ativar um estado gradual de neuroinflamacéo
no hipotadlamo, modificando a capacidade destes neurdnios em
responder apropriadamente a saciedade e estimulos adipostaticos (Cox
et al., 2015; Lobstein et al., 2015b). A obesidade tem sido associada a
um declinio cognitivo que pode evoluir com deméncia e
neurodegeneracdo (Boyd et al., 1971; Craft, 2012; D’Amelio et al.,
2009; Dunn et al., 2014). A hiperglicemia cronica aumenta o risco de
deméncia em ambos os pacientes com doenca de Parkinson, diabéticos
40% e 18% e ndo diabéticos .

Estudo realizado pelo nosso grupo, que avaliou ratos Wistar

adultos machos, demonstrou que o metabolismo de animais submetidos
a um periodo crénico de hiperglicemia, apresenta alteracfes do DNA
com uma evidente hipermetilagdo de DNA, com diminuicdo de fator
neuroprotetor REST. Esta hipermetilacdo é explicada pela falta da
desmetilacdo que ocorre neste processo. Estes resultados confirmam que
0 insulto metabolico crénico provocado por hiperglicemia promove
alteragdes epigenéticas em SNC em ratos Wistar adultos machos.
Em nosso estudo, apés a avaliagdo de células mononucleares de sangue
periférico das criancas obesas e do grupo controle, o grupo de criangas
obesas demonstrou um aumento global de metilagdo de DNA e uma
reducdo da expressdo do REST, com um aumento do promotor de
metilacdo do REST. Estas alteracbes foram confirmadas em criangas
com o IMC maior que o percentil 85. Entretanto as modificacdes s6
foram observadas no grupo com o percentil acima de 95, indicando que
0 IMC é determinante na regulacdo da metilacdo de DNA. O acido
ascorbico das criangas obesas também estava diminuido nas amostras
guando comparados aos controles, 0 que pode levar a diminuigdo da
expressdo do TETs, também interferindo para a alteracdo da epigenética.
Com reducdo da expressdo do TETs, ha uma diminuicdo do processo da
desmetilagdo do DNA, contribuindo para a hipermetilagdo de DNA.

Nosso grupo de criangas ndo passou por uma avaliagdo cognitiva,
mas algumas alteracGes laboratoriais em sangue periférico foram
detectadas nos marcadores inflamatdrios coletados. Houve alteragdo nos
resultados de valores de REST e metilacdo de DNA quando comparadas
as criancas ndo obesas. Vale ressaltar que estas alteracdes s foram
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observadas em criangas com IMC > 95°P. Assim, quanto maior o IMC
das criancas avaliadas, maior foi a metilacdo do DNA e este aumento da
metilacdo ocorre por alteracdo da desmetilagdo. Houve um evidente
aumento na promocdo da metilagdo do REST nas criangas com IMC
acima do percentil 85, porém somente as criancas acima do 95°P
apresentaram a diminuicdo da expressdo deste fator neuroprotetor
REST.

6.2. CAPITULO II: Niveis séricos de Proteina C Reativa
Ultrassensivel, Interleucina 1 beta e Neopterina em Criangas
Brasileiras Obesas: Estudo Caso-Controle

O tecido adiposo é um 0Orgdo secretor. Sabe-se atualmente que
existe um aumento do nivel de citocinas inflamatérias e proteinas de
fase aguda da inflamag&o nos individuos obesos. Um aumento do peso,
com hipertrofia e hiperplasia deste tecido, confere alteragdes estruturais,
com mudangas funcionais deste érgdo. Obesidade e inflamagdo tem sido
amplamente estudadas e se encontrou uma associagdo ciclica no
agravamento de ambas. Inicialmente a inflamag&o era considerada uma
consequéncia da obesidade. Atualmente ha evidéncias de que o estado
inflamatorio cronico causado pelo consumo de alimentos ricos em
acucares e gorduras é causa de obesidade. Nosso estudo avaliou alguns
marcadores inflamatdrios em uma populacdo de criancas obesas e
comparou com controles eutroficos. Estes marcadores inflamatérios
foram investigados em células mononucleares de sangue periférico
destas criancas.

A PCR é a mais importante proteina secretada na fase aguda do
processo inflamatorio de resisténcia insulinica, e € um biomarcador de
inflamacdo local e sisttmica (Rehman & Akash, 2016). Em nosso
estudo ndo houve diferenca significativa na dosagem de PCR-US entre
as criancas obesas e as eutrdficas. A baixa associacdo entre o0s niveis de
PCR-US e obesidade em nossos pacientes foi um resultado inesperado.
No6s acreditamos que possa estar relacionado com particularidades
genéticas e o tempo de evolucao de obesidade dos nossos pacientes. N&o
pudemos definir o tempo de duracdo de obesidade em nossa amostra e
isso pode ser um ponto importante para ser investigado em um estudo
prospectivo.

A IL-1 B é uma citocina produzida pela ativacdo de macréfagos e
é o principal mediador que regula a expressao de varios outras citocinas
pré inflamatérias. A neopterina é um marcador produzido



7

perifericamente pelos mondcitos por interferon-gama (INF-y) ou IL-1
encontrado nos fluidos biol6gicos de pacientes com doencas
inflamatdrias. Este é um marcador sensivel para a ativacdo de imunidade
celular em infec¢bes e doencas neurodegenerativas, neuroldgicas e
cardiovasculares (Ghisoni et al., 2016; Grammer et al., 2009).

Em nosso trabalho houve uma tendéncia para baixos niveis de
neopterina e niveis elevados de IL-1 B nas criancas obesas. Estes
achados podem estar relacionados com os niveis LDLc e de presséo
arterial diastolica dos pacientes obesos. A associacdo positiva entre IL-
1B e a pressdo arterial diastolica foi previamente demonstrada em
criancas obesas polonesas (A Syrenicz, Garanty-Bogacka, Syrenicz,
Gebala, & Walczak, 2006; Anhelli Syrenicz, Garanty-Bogacka,
Syrenicz, Gebala, Dawid, et al., 2006a), mas a associacdo ndo se
mostrou significativa apds a analise de regressdo multipla. Quando
injetado em pacientes com aplasia de medula dssea o IL-1 B pode
induzir hipertensdo arterial sistémica (85%) ou hipotensdo (57%)
(Nemunaitis et al., 1993). Porém, o mecanismo de alteracdo
hemodinamica pela IL-1 B na homeostase da pressdo arterial sistémica
em criancas obesas é desconhecido.

A falta de associacdo entre neopterina e obesidade em nossas
criancas estdo em concordancia com estudos prévios em adolescentes
obesos da Austria (Mangge et al., 2011a) e Turquia (Kabaroglu et al.,
2012). Como nossas criangas obesas, 0s niveis de neopterina sérica
também ndo estiveram associados a obesidade em adultos obesos
descendentes de germanicos (n=2312), mas foi negativa e independente
com os niveis de LDLc e outros riscos cardiovasculares (Grammer et al.,
2009). Na mesma amostra, 0s niveis de neopterina também foram
positiva e independente associados com a idade. Embora peculiaridades
genéticas possam estar vinculadas a associacdo observada entre
neopterina e obesidade em criancas e adolescentes obesos na India
(Nageswara Rao G et al., 2013), o resultado pode ter sido devido a um
viés de confusdo decorrente a0 menos em parte de variagdes na
distribuicdo dos niveis séricos de LDLc e outras variaveis ndo
controladas no estudo indiano. Mais estudos multicéntricos envolvendo
criancas de diferentes populacGes e amostras maiores de pacientes sao
necessarios para esclarecer a existéncia ou ndo de associacgao entre estes
marcadores inflamatérios em criancas obesas.
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7. CONCLUSOES

Observa-se uma forte associacdo positiva entre marcadores
epigenéticos e IMC das criangas avaliadas, indicando que o aumento do
IMC esta associado a um aumento da metilacdo de DNA, sugerindo que
o IMC ¢é um fator que possa regular a metilacdo de DNA em criancas
obesas. O desenho de nosso estudo em humanos entretanto ndo permite
estabelecer uma relacdo de causa e efeito entre o aumento do IMC e
aumento da metilacdo de DNA. A possibilidade de que ambos sejam
epifendmenos relacionados a outros fatores vinculados a obesidade € um
ponto importante a ser esclarecido.

Quanto aos marcadores inflamatérios, os niveis séricos de PCR-US,
IL-1 B e neopterina ndo foram significativos e independentes associados
com a obesidade nas criancas brasileiras de nossa amostra. A
associacdo entre neopterina, IL-1 B e obesidade deveu-se a uma variacéo
na distribuicdo de outras variaveis, incluindo o LDLc (para neopterina) e
pressao arterial diastélica (para IL-1 ). Se a neopterina e a IL-1 3 estdo
diretamente envolvidas com a modulagdo ou somente um epifendmeno
com o LDL-c e pressdo arterial sdo pontos importantes a serem
investigados. Mais estudos multicéntricos envolvendo criangas de
diferentes populacdes e amostras maiores de pacientes sdo necessarios
esclarecer a existéncia ou ndo de associagdo entre estes marcadores
inflamatdrios em criangas obesas.
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8. APOIO

Projeto NENASC do Programa de Apoio a Ndcleos de Exceléncia
(PRONEX) , Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Santa Catarina (FAPESC).
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APENDICE A: Instrumento de coleta

AVALIACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE NEOPTERINAS,
ATIVIDADE DA CADEIA RESPIRATORIA E EPIGENETICA
DOS PACIENTES COM OBESIDADE E / OU DIABETES
MELLITUS

Dados identificagdo:

Nome: Registro:
Nasc: Data avaliagdo:
/ / / /
] Raca: O Br O Negr O Pard
Sexo: (/M [ F 0 Asia O Verm
Estado civil: [ Solt [1 Casado
Telefone contato: Divorciado Amaziado
Vilvo

Dados da doenca de base:

Diagndstico Diabetes
Mellitus:

Ja fez uso Insulina: Néo Ano inicio do uso Insulina:
Sim

Retinopatia Diabética: Nao

RDNP RDP Data Gltimo Fundo olho (més e

Fotocoagulacdo ano):___/
Nefropatia Data ultima MA (més | MA
Diabética: [ Néo | e ano): | (valor)
(1 Sim /

Neuropatia Diabética: [ Ndo LI Sim

Antecedentes:

Doenca Cardiovascular : 1 N&do [1 Sim Qual ?/ Quando ?
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Comorbidades: O Pneumo: 0
Cardio: O Gastro: 0
Nefro:

B Endocrino: 0
Reumato: 0 Psiquiatria: 0
Infecto:
Outras
Medicacoes:
Dados exame fisico (exame fisico realizado pelo PESQUISADOR)
HGT: (tempo da
Gltima refeicéo : )
Peso: Altura: IMC: CA: PAS: PAD:
kg m
Laboratério (LEVADOS A CONSULTA)
HbAlc: CT: HDL-c: LDL-c TG:
ALT: AST: Cr: MA: Plaquetas:

Outros exames laboratoriais

Laboratério (DOSAGEM PELO ESTUDQ)
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APENDICE B: TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “AVALIACAO DOS NIiVEIS PLASMATICOS DE
NEOPTERINAS, ATIVIDADE DA CADEIA RESPIRATORIA E
EPIGENETICA DOS PACIENTES COM OBESIDADE E / OU
DIABETES MELLITUS”.

Leia atentamente este termo, e se tiver alguma ddvida, peca
explicacdes ao médico ou a alguém da equipe do estudo. Se concordar
em participar do estudo e autorizar o uso e divulgacao das informagdes
obtidas durante o estudo, assine a Ultima pagina deste termo de
consentimento e faca uma rubrica na primeira pagina.

A obesidade e o Diabetes Mellitus sdo grandes problemas de
salde publica em varios lugares do mundo. Elas podem vir
acompanhadas de diversas doengas, como pressdo alta, problemas no
colesterol e triglicerideos e aumento do risco de problemas de coracao.
Objetivo do estudo e justificativa

O objetivo deste estudo é avaliar uma série de alteraces do
exame clinico e exames de laboratdrio que podem ocorrer em individuos
obesos e diabéticos. Sua participacdo nos ajudard a entender melhor
dessas doencas e das demais complicagcfes associadas.

Procedimentos do estudo

Os procedimentos serdo 0s mesmos realizados nas suas consultas
de rotina no ambulatorio. Serdo feitas algumas perguntas sobre a sua
salde, e serd realizado um exame fisico habitual do seguimento médico.

Sera realizada uma coleta Gnica de sangue, no momento da
consulta, que servird para a realizacdo de todos os exames do estudo.
N&o seré realizado nenhuma outra coleta adicional

Os dados de exame clinico e exames laboratoriais poderdo ser
obtidos diretamente durante a consulta ou dos registros no seu
prontuario médico.

Pela sua participacdo, vocé ndo recebera qualquer valor em
dinheiro, da mesma forma que néo tera qualquer despesa com o que for
necessario para o estudo.

Possiveis efeitos indesejaveis

Pode haver desconforto causado pela coleta de amostras de
sangue. Os riscos possiveis relacionados a coleta de sangue sé&o
inflamagdo da veia, dor, manchas roxas na pele ou sangramento no
local. Vocé pode ficar constrangido em responder alguma quest&o.
Beneficio esperado
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O beneficio do estudo é o maior conhecimento sobre as doencas
relacionadas a obesidade e ao diabetes mellitus.
Confidencialidade e privacidade dos seus dados e identificacéo

A equipe do estudo obtera informagGes suas como nome,
endereco, telefone de contato, data de nascimento, dados sobre sua
salde e histdria médica, além das informacOes verificadas durante o
estudo. Ao apresentar os resultados da pesquisa em congressos ou
publica¢es, a equipe nunca citara seu nome ou dados pessoais.

Posso me recusar a participar do estudo?

Sim. A sua participacdo neste estudo é voluntaria. A qualquer
momento vocé tem o direito de se retirar da pesquisa. Se decidir por ndo
mais participar, ndo haverd, sob hipo6tese alguma, nenhum prejuizo do
seu atendimento e tratamento médico aos quais tem direito.

Como poderei tirar dividas a respeito do estudo?

Em caso de davida entre em contato com os médicos que estdo
conduzindo o estudo, Dr. Alexandre Hohl, Dr. Marcelo Ronsoni, Dra.
Marisa Helena César Coral, Dra Rose Marie Linhares e Dra. Simone
van de Sande Lee, no ambulatério de endocrinologia do HU (4rea B),
fone (48) 3721-9134. Se vocé tiver alguma dulvida sobre a ética da
pesquisa, pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Biblioteca Universitaria Central — Setor de Periddicos (térreo),
fone: (48) 3721-9206, ou com a Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), pelo e- mail conep@saude.gov.br ou fone (61)
3315-5878.

Vocé receberd uma coépia assinada deste termo de consentimento
livre e esclarecido.

Eu li e compreendi este termo de consentimento. Fui devidamente
informado sobre os objetivos, as finalidades do estudo e os termos de
minha participacdo. Sou voluntario para participar deste estudo.

Nome do voluntario (ou responsavel
legal):
Assinatura:
Data / |/
Nome do pesquisador responsavel (ou
delegado):

Assinatura:

__Data_ [/ [/
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ANEXO A: GRAFICOS DE ESTATURA, PESO E IMC EM

CRIANCAS E ADOLESCENTES - OMS

Peso por Idade MENINOS

Do nascimento aos 5 anos (escores-z)

e BAFER

‘Gobtane HaLHAL

Peso (kg)

0
2 anos 3 anos 4 anos
Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)

Peso por comprimento MENINOS

Do nascimento aos 2 anos (escores-z)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)
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Peso por estatura MENINOS

Dos 2 aos 5 anos (escores-z)

Estatura (cm)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)

Comprimento/estatura por idade MENINOS

Do nascimento aos 5 anos (escores-z)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)



103

IMC por Idade MENINOS

Do i > a0s 5 anos (| Z) e

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)

Peso por Idade MENINAS

Do nascimento aos 5 anos (escores-z) - PR

2 4 X4 10 1 4 8 2
Nascimento 2 anos 3 anos

Meses
ldade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)
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Peso por comprimento MENINAS

Do nascimento aos 2 anos (escores-z)

T ||
Tt
I

1 1

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)

Peso por estatura MENINAS

Dos 2 aos 5 anos (escores-z)

EE
- o - ~ w g

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)
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Comprimento/estatura por idade MENINAS — .
Do nascimento aos 5 anos (escores-z) daSaide m
1 2
‘ o
I -2 B
3
T

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)

IMC por Idade MENINAS

Do i aos 5 anos (! )

3 anos 4 anos

2 anos

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Child Growth Standards, 2006 (http://www.who.int/childgrowth/en/)
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Peso por idade MENINOS

Dos 5 aos 10 anos (escores-z)

Peso (kg)

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)

IMC por idade MENINOS

Dos 5 aos 19 anos (escores-z)

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)
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Peso por idade MENINAS

Ministério
Dos 5 aos 10 anos (escores-z) e Sy

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)

Estatura por idade MENINAS

Dos 5 aos 19 anos (escores-z)

%

£
S
e
2
3
»
w

1 1 12 1 4

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)
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IMC por idade MENINAS

Dos 5 aos 19 anos (escores-z) Veanc reBieAL

E 2
B
= 2
O
=,

14

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)

Estatura por idade MENINOS '
Dos 5 aos 19 anos (escores-z) s mﬁ. Soventuat

€ 15
L
o
5.
8
7}
w,

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)
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ANEXO B

UMIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC mm
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS 0O PROJETO DE PESOUISA

Thulo da Pesquisa: AVALIAGAD DOS NIVEIS PLASMATICOS DE NECPTERINAS, ATIVIDADE DA
CADEIA RESPIRATORMA E EPIGENETICA DOS PACIENTES COM OBESIDADE E /

OU MABETES MELLITUS
Pesquisador: Aleandre Hahl
Aroa Temidtica:
Verslo: 2

CAAE: 33173314 7 00000021
Instituigdo Proponente: Uinkersidade Federl de Santa Catarina

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARC A PESCOUISA E INCVACAD DO ESTADD DE SANTA
CATARINA

DADCS DO PARECER

Himero do Parecer: Fé4.457
Data da Aedatorda: 250802004

Apresentagio do Projeto:
Esstusdo de Hohl guer pratends avaliar 300 pacienbes dos ambulsi@iios da endocrinclogia do HU-UFSC.

Objefive da Pesquisa:

Segundo os autons:

Objertive Priméinio:

#vliar os parmetros clinkos, marcadores inflamaidios @ perfil melabdico de pacientes atendidos nos
Ambulatérios de Endocrinciogia o Metabologia do Hospital Universitino da Universidade Fedaral da Sants
Cartarina (HL-UFSC)

Objertive Secunddria:

#valiar os nheis plasmialicos de necplarina am padenies dabdtioos & com cbesidade. Debarminar a
associagho entre consuma de cxpdnio « aividade da cadela respimiteia milooondrial @ o controke
mastabblico de pacienies diabitioos ¢ cbesos. Avaliar o hipsrmetilagSo e hipomesiagio de DNA am
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ANEXO C: SERUM LEVELS OF ULTRA-SENSITIVE C-
REACTIVE PROTEIN, INTERLEUKIN-1p AND NEOPTERIN IN
BRAZILIAN OBESE CHILDREN: A CASE CONTROL-STUDY

Rose Marie Mueller Linhares,™® Roberta de Paula Martins, Karina Ghisoni, Débora da Luz
Scheffer, Gianni Mancini, Carolina Ignacio Geraldo, Marcelo Fernando Ronsoni,® Alexandre
Hohl,® Alexandra Latini,*® Roger Walz.*>®

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Médicas, Hospital Universitario (HU), UFSC,
Floriandpolis, SC, Brazil;

Hospital Infantil Joana de Gusmao, Florianépolis, SC, Brazil.

Departamento de Pediatria, HU, UFSC, Florianépolis, SC, Brazil.

Laboratdrio de Bioenergética e Estresse Oxidativo — LABOX —, Departamento de Bioquimica,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Florianépolis,
SC, Brazil.

Departamento de Clinica Médica, HU, UFSC, Floriandpolis, SC, Brazil.

Centro de Neurociéncias Aplicadas (CeNAp), Hospital Universitario (HU), Universidade *
Federal de Santa Catarina (UFSC), Florianépolis, SC, Brazil;

Laboratério Experimental de Doengas Neurodegenerativas, Departamento de Farmacologia,
Centro de Ciéncias Biolégicas, UFSC, Florian6polis/SC, Brazil.

Corresponding Author: Prof. Roger Walz, M.D., Ph.D.,

Highlights:

Immune system and obesity shows a bidirectional interaction;
Ultra-Sensitive C reactive protein, low density lipoprotein cholesterol
and Interleukin 1B serum levels were not independently associated with
children obesity;

Serum neopterin was negatively associated with low density lipoprotein
cholesterol and age;

Serum IL-1p was positively associated with diastolic blood pressure.

Objective: Identification of biomarkers associated with infantile obesity
can be useful for diagnosis, follow-up, identification of therapeutic
targets, and to predict outcomes. Because immune system and obesity
shows a complex and bidirectional interaction, we investigated the
serum levels of inflammatory molecules in obese children.

Design and Methods: We compared the serum levels of Ultra-sensitive
C reactive protein (US-CRP), interleukin 1 (IL-1B ) and neopterin
between eutrophic (n = 17) and obese (n = 36) consecutive children
followed in our pediatric outpatient clinic. Independent predictors for
inflammatory biomarkers and obesity were identified by multiple
logistic regressions.
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Results: No significant difference in the US-CRP between eutrophic
and obese children. Obese children showed a trend for higher levels of
IL-18 (p = 0.15) and lower levels of neopterin (p = 0.09). After
correction for imbalances in the other demographic, clinical and
laboratorial variables, no independent associations (p > 0.21) were
observed between obesity and the serum levels of IL-13 and neopterin.
There was a weak and negative association between neopterine and
LDLc levels and age, and positive association between IL-13 and
diastolic blood pressure in our children.

Conclusions: Serum levels of US-CRP levels, IL-13 and neopterin were
not independently associated with obesity in Brazilian children.
Neopterin levels was negatively associated with serum LDLc and age
and IL-1p levels positively associated with diastolic blood pressure.
Further multicentric research involving a large sample size of patients
will help to clarify the association between children obesity and serum
levels of neopterin, IL-1B and other inflammatory biomarkers.

Key words: Children obesity; inflammation; Ultra-sensitive C reactive
protein; interleukin 1f; neopterin.

Introduction

Childhood overweight and obesity became a worldwide public health
problem in the less few years and despite the levels of undernutrition,
also has been increased in low and middle-income countries including
Brazil.(Lobstein et al., 2015a; Pereira da Cunha Sousa, Alves de Olinda,
& Estatura Crescimento Sobrepeso Obesidade, 2016) The etiology of
obesity is complex and includes both inherited and environmental
factors which contribute to consumption of a high-calorie diet and
reduced physical activity.(Cox et al., 2015; Lobstein et al., 2015a)
Saturated fats can activate neuroinflammation in the hypothalamus,
affecting the capacity of such neurons to respond appropriately to satiety
and adipostatic signals.(Araujo, Moraes, Cintra, & Velloso, 2016)
Inflammatory markers have been consistently associated with
both obesity and risk of adverse outcomes in obesity-associated
diseases, including the metabolic syndrome (hypertension, dyslipidemia,
insulin resistance), type 2 diabetes, cardiovascular disease, renal disease,
and non-alcoholic fatty liver disease.(Choi et al., 2013; Cox et al., 2015;
Lobstein et al., 2015a)

C-reactive protein (CRP) is a blood plasma protein of hepatic origin
whose levels rise in response to inflammation following interleukin-6
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secretion by macrophages and T cells.(Choi et al., 2013) A meta-
analysis showed a positive Pearson correlation of 0.36 between body
mass index (BMI) and blood CRP levels (95% confidence interval [CI],
0.30-0.42) in adults and 0.37 (ClI, 0.31-0.43) in children.(Choi et al.,
2013)

Interleukin 1 beta (IL-1B), a cytokine produced by activated
macrophages mediates the inflammatory response and is involved in cell
proliferation, differentiation, and apoptosis. IL-1B is implicated in the
pathogenesis of type 2 diabetes(Donath et al., 2013) but little is known
about IL-1B levels in childhood obesity. Recently, elevated levels of IL-
1B and interleukine 6 (IL-6) on the first postnatal day were associated
with increased BMI at 2 years of age. However, after multiple linear
regression analysis only the IL-6 levels remain significant associated
with the increased BMI at 2 years.(Perrin et al., 2017a)

Neopterin is peripherally produced by monocytic cells by interferon-y
(INF-y) or IL-18 found in biological fluids of patients with
inflammatory disorders.(Ghisoni et al., 2015; Grammer et al., 2009) It is
a sensitive marker of cell-mediated immune activation in infections,
neurodegenerative, neurologic and cardiovascular diseases.(Ghisoni et
al., 2015; Grammer et al., 2009) The serum neopterin were elevated in
obese children and adolescents from India(Rao G, Gurumurthy, E, &
Cherian, 2013), but not obese adolescents from Autria(Mangge et al.,
2011b) and Turkey.(Kabaroglu et al., 2012)

Because persistent, low-grade, inflammatory response has been
associated with obesity we investigated the serum levels of ultra-
sensitivity CRP, IL-1B and neopterin in obese children and compared
with a non-obese age and gender matched control group(Cox et al.,
2015) controlling for distribution of other clinically relevant variables.

Material and methods

Blood sample were obtained through venous puncture in 43 consecutive
pediatric white patients followed at the pediatric outpatient clinic of
Hospital Universitario, UFSC (Floriandpolis city, southern Brazil)
between may 2015 to may 2016. They were followed because of obesity
only (n = 31), obesity and other clinical diagnosis (n = 05), clinical
diagnosis other than obesity (n = 11) and six were healthy. The blood
sample was collected during for routine laboratorial evaluation and the
exceeding volume were storage for the immunologic biomarkers
analysis proposed in this research. All participants were clinically stable,
had no infectious diseases or used anti-inflammatory drugs in the
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previous 60 days of the blood sampling. None had previous
rheumatologic or neoplastic disease. The project was approved by the
Ethic Committee for Human Research of our University
(CAAE 33173314.7.0000.0121). Informed consent was signed by the
children parents or their legal sponsors.

Patients were classified as obese if they had a body mass index (BMI)
greater than or equal to the 95th percentile expected for their gender and
age. There were no overweight children (BMI > 98% and < 95%) in our
sample.

Quantification of neopterin, IL-1# and ultra-sensitive C reactive
protein

Serum ultra-sensitivity C reactive protein (US-CRP) was determined by
photocolorimetry (Dimension RXL, Siemens). Results were expressed
in expressed in mg/L.

Serum IL-1p levels were determined by the human cytokine ELISA kits
from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). The levels of cytokines
were estimated by interpolation from a standard curve by colorimetric
measurements at 450 nm (correction wavelength 540 nm) on an ELISA
plate reader (Infinite 200 PRO TECAN Switzerland). Assays were
sensitive to 1.5 pg/mL of IL-1B inter- and intra-assay coefficients of
variation <10 % and the results expressed in pg/mL.

Serum neopterin levels were assessed by ELISA using a commercial kit
(IBL international GmbH, Hamburg, Germany). The neopterin levels
were estimated by interpolation from a standard curve by colorimetric
measurements at 450 nm on an ELISA plate reader (Infinite® 200 PRO
TECAN, Ménnedorf, Switzerland) and expressed in nmol/L.

2.2. Statistical Analysis

Categorical variables were analyzed by Fisher’s exact test and the
continuous variables were analyzed by Student “t” test. Uni and multiple
linear regressions were used to identify independent predictors of serum
levels of the biomarkers of interest (dependent variables). Uni and
multiple binary logistic regression was done to identify independent
predictors of obesity (dependent variable). Predictors showing an
association with obesity with a p<0.15 in the univariate analysis were
included in the multiple regressions. Because we have a previous
stablished hypothesis and the relatively small sample size, no
corrections for multiple comparisons and a p< 0.05 was considered
statistically significant.
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Results

The table 1 shows the characteristics of eutrophic and obese children.
The mean (SE) BMI was 16.6 (0.6) in the eutrophic group and 28.2 (1.0)
in the obese group (p<0.0001). Obese children were older (p=0.05), had
higher levels of systolic and diastolic blood pressure (p=0.001) and
lower HDLc levels (p<0.0001). Obese children also showed a non-
significant trend for higher LDLc (p=0.08), triglycerides (p=0.06),
hematocrit (p=0.08) and insulin levels (p=0.07). The serum US-CRP did
not differ between the investigated groups. There were a non-significant
trend for lower levels of IL-1f3 (p=0.15) and neopterin (p=0.09) in obese
children.

The multiple binary logistic regression analysis (see table 2) showed
that only serum levels of LDLc and diastolic blood pressure levels, but
not IL-1f and neopterin levels, remain independently associated with
children obesity. Taken together, the serum levels of LDLc and the
diastolic blood pressure levels showed an overall accuracy of 89.5% to
predict the obesity in our sample (Sensitivity 81.2% and specificity
92.6%); Finally, because neopterin can be peripherally produced by
monocytic cells by IL-1p stimulation(Ghisoni et al., 2015) we analyzed
the association between the serum levels of IL-1f and neopterin . There
was no association between IL-1B and neopterin levels in our patients
(r=0.09, p=0.52) excluding the possibility of collinearity between
neopterin and IL-1.

To better understand the trend of association between obesity and 1L-13
and neopterin, we identify other variables associated with these two
inflammatory biomarkers with a p<0.15 level of significance by linear
regression (see supplementary table 1). The final multiple linear
regression model shows that age and LDLc levels were independent and
negative predictors of neopterin levels and explain 18% (r’=0.18) of its
variation in our sample. There was a non-significant trend (r>=0.07, p =
0.10) for a positive association between the diastolic blood pressure and
the serum IL-1p levels in our patients (supplementary table 1).

The results suggests the observed trend for association between obesity
and serum IL-1B and neopterin can be related to imbalances in the
serum levels of LDLc and diastolic blood pressure distribution in our
sample.

Discussion
There is a trend for lower levels of neopterin and increased levels of IL-
1B in obese children. These findings can be related to LDLc and
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diastolic blood pressure in this pediatric patients. The lack of association
between US-CRP levels and obesity was an unexpected result. We
believe it can be related to genetic particularities and time-course of
obesity duration of our patients. We were unable to estimate the
duration of the obesity in our sample and this can be an important point
to be investigated in a prospective study.

The positive association between IL-1f and diastolic blood pressure
(Supplem. Table 1) was previously showed in polish obese
children,(Anhelli Syrenicz, Garanty-Bogacka, Syrenicz, Gebala, Dawid,
et al., 2006b; Anhelli Syrenicz, Garanty-Bogacka, Syrenicz, Gebala, &
Walczak, 2006) but became nonsignificant after the multiple regression
analysis. When injected in patients with bone marrow failure, the IL-1
can induces hypertension (85%) or hypotension (57%)(Nemunaitis et
al., 1994). The mechanistic implications for this hemodynamic effects of
IL-1$ for blood pressure homeostasis in obese children is unknown.

The lack of independent association between neopterin and obesity in
our children are in agreement with previous findings in obese
adolescents from Austria(Mangge et al., 2011b) and Turkey.(Kabaroglu
et al.,, 2012) Like our obese children, the neopterin levels were not
associated with obesity in adults with Germanic descent (n=2312), but
was negatively and independently associated with LDLc and other
cardiovascular risk factors.(Grammer et al., 2009) In the same sample
neopterin levels were also positively and independently associated with
age. Although genetic background may be involved, the observed
association  between  neopterin  and  obesity in Indian
children/adolescent(Rao G et al., 2013) could be at least in part due to
imbalances in the LDLc levels or other non-controlled variables.
Conclusions

Serum levels of US-CRP levels, interleukin 1B and neopterin are not
significantly and independently associated with obesity in Brazilian
children. Spurious associations between neopterin and IL-1[3 and obesity
may result from imbalances in the distribution of other variables
including serum LDLc (for neopterin) and diastolic blood pressure (for
IL-1B). If neopterin and interleukin-1p3 are directly involved with the
modulation or only epiphenomenal with serum LDLc or blood pressure
is an important point to be investigated. Further multicentric research
involving a large sample size of patients will help to clarify the
association between children obesity and serum levels of neopterin, IL-
1B and other inflammatory biomarkers.
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Table 1: Clinical, demographic and laboratorial characteristics of
eutrophic and obese children.

Variables All Eutrophic Obese “p”
cases
n=>54 n = 17 n = 36 level
(%) (%) (%)
Gender
Male 29 09 (52.9) 20
(54.7) (55.6)
Diagnosis other than
obesity
Adrenal hyperplasia 02 01 (5.9) 01 (2.8)
(3.8)
Autism 01 01 (5.9) 0
(1.9)
Congenital 01 0 01 (2.8)
cardiomyopathy (1.9)
Familial 01 0 01 (2.8)
dyslipidemia (1.9)
GH deficiency 05 05 (29.4) 0
(9.4)
Hypothyroidism 04 03 (17.6) 01 (2.8)
(7.5)
Precocious puberty 03 02 (11.8) 01 (2.8)
(5.7)
None 36 05 (29.4) 31 N.A.
(67.9) (88.8)
mean mean
(SE) (SE)
Age (years) 10 8.7 (0.8) 10.6 0.05
(0.4) (0.5)
Weight (Kg) 54.5 31.0 (3.0) 65.6 <
(3.9 4.3) 0.0001
Height (cm) 143 132.8 149.2 0.004
2.7) 4.7) (3.0
Body mass index 24.5 16.6 (0.6) 28.2 <
(1.0 (1.0 0.0001
Systolic blood pressure 109.0 93.8 (3.0) 113.8 0.001

(mmHg) (2.3) (2.9)



Diastolic blood pressure
(mmHg)

Fasting blood glucose
(mg/dl)

Glycated  hemoglobin
(%)

LDLc ¢ (mg/dl)
HDLc ¢ (mg/dl)
Triglycerides (mg/dl)
Hematocrit (%)
Insulin (UU/mL)

Immunologic
biomarkers levels
US-CRP € (mg/L)

Interleukin 1B (pg /
mL)
Neopterin " (nmol/L)

66.8
(2.0)

88.2
(1.5)

5.1
(0.1)

91.1
(5.1)

44.9
.7

81.3
(6.7)

39.2
04)

16.9
3.2)

3.8
(1.1)
57.9
(25.5)
6.5
(0.6)

53.2 (4.3)

86.6 (2.3)

5.0 (0.1)

80.1 (7.1)

54.2 (2.7)

65.7 (8.6)

38.3(0.7)

9.8 (2.8)

4.8(2.3)

18.7
(12.3)
8.3 (1.6)

711
(2.0)

88.9
(1.9)

5.1
(0.1)

98.8
(6.6)

394
(1.6)

91.6
(9.0)

39.8
(0.5)

207
(4.6)

35
(1.2)
95.7
(36.0)
6.0
(0.5)
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<

0.0001

0.45

0.97

0.08

0.0001

0.06

0.08

0.07

0.57
0.15

0.09

Obese children show body mass index (BMI) over the 95" percentile expected for
age and gender. Eutrophic children show the BMI between 5™ and 95" percentile

expected for age and gender.
3 GOT = Glutamic-oxalacetic transaminase; ® GTP = Glutamic pyruvic

transaminase; ¢ LDLc = Low density lipoprotein cholesterol; *HDLc = High density
lipoprotein cholesterol; © US-CRP = Ultra-sensitive C reactive protein; "IL-1p =
Interleukin 13. N.A. — Non-applied.
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Table 2: Final model of binary logistic regression showing the variables
independently associated with child obesity.

Predictive Variables Adjusted OR (CI “p” level
95%)
Age 0.78 (0.45 - 1.36) 0.39
Diastolic blood pressure 1.67 (1.03 — 2.70) 0.04
LDLc? 1.13 (0.99 — 1.28) 0.06
IL-18° 1.00 (0.98 — 1.03) 0.71
Neopterin 0.75 (0.47 - 1.18) 0.21

4 LDL = Low density lipoprotein cholesterol,
®1L-1p = Interleukin 1p;
Obese diagnosis was done if the children body mass index (BMI) was greater than
or equal to the 95" percentile expected for their gender and age. There were no
overweight children (BMI > 98% and < 95%) in our sample;
The multiple binary regression analysis showed that both IL-1f3 and neopterin levels
were not independently associated with child obesity;
Taken together the serum levels of LDLc and diastolic blood pressure together
shows an overall accuracy of 89.5% to predict obesity (Sensitivity 81.2% and
specificity 92.6%).
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Suppl. Table 1: Variables independently associated with serum level of
neopterin and IL-1.

Predictive variables Regression "p”
coefficients 2 level
B r r?
Neopterine predictors
Initial Model
Age -0.53 0.34 0.12 0.01
Body mass index - 0.16 0.03 0.25
0.10
Systolic blood pressure - 0.23 0.05 0.15
0.06
Diastolic blood pressure -0.04 0.11 0.01 0.51
LDLc?® -0.04 0.29 0.08 0.04
HDLc® -0.01 0.03 0.001 0.86
Triglycerides -0.02 0.19 0.03 0.20
Hematocrit 0.19 0.12 0.01 0.42
Insulin -0.03 0.13 0.02 0.38
IL-18 - 0.10 0.01 0.46
0.003
Final model 1 0.42 0.18 0.01
Constant 147 <
0.0001
Age -0.50 0.05
LDLc? -0.05 0.04
Preditores de IL-1
Modelo Inicial
Idade -34 0.06 0.003 0.25
indice de Massa Corporea 0.80 0.03 0.001 0.81
Pressdo sanguinea sistolica 0.40 0.03 0.001 0.83
Presséo sanguinea diastolica 3.87 0.26 0.07 0.10
LDLc? -0.64 0.21 0.04 0.16
HDLc" -0.40 0.04 0.002 0.77
Triglicerideos -0.07 0.03 0.01 0.84
Hematdcrito 0.17 0.005 0 0.97

Insulina -0.59 0.13 0.02 0.40
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Modelo Final 2 0.26 0.07 0.10

Constante -
184.8
Pressédo sanguinea diastolica 39 0.10
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