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A obesidade é um fendmeno mundial caracterizado por uma desordem metabodlica
crbnica, em que o excesso de tecido adiposo é responsavel por estados de estresse oxidativo,
inflamagdo e disfuncdo endotelial. Devido ao crescente nimero de pessoas obesas e a
mortalidade decorrente de patologias associadas a obesidade, faz-se necessario a realizacdo de
estudos que contribuam para a prevencdo e monitoramento desta. Para tanto, o estudo de
biomarcadores de estados oxidativos, inflamatorios e de dano endotelial que detectem
precocemente os danos causados pela obesidade podem contribuir para o melhor
entendimento da fisiopatologia da doenca, bem como seu diagndstico e monitoramento. Neste
trabalho a populacéo estudada constituiu-se de individuos obesos, com sobrepeso e controles
saudaveis. Os objetivos principais deste trabalho foram, na populacdo em estudo: avaliar o
comportamento de alguns marcadores de estresse oxidativo — malondialdeido (MDA),
albumina modificada pela isquemia (IMA), produtos protéicos de oxidacdo avancada (AOPP)
e grupamento tiol plasmatico (-SH); avaliar os niveis da citocina pro-inflamatoria
interleucina-6 (IL-6); determinar os niveis de marcadores laboratoriais relacionados a
disfuncdo endotelial — dxido nitrico (NO) e albuminuria — e investigar o comportamento de
biomarcadores lipidicos e glicémicos, bem como a prevaléncia de diabetes mellitus e
hipertensdo. Os individuos obesos, em comparagdo com os demais individuos estudados
apresentaram: niveis mais elevados de MDA, IMA e AOPP, denotanto uma oxidacéo lipidica
e protéica (principalmente da proteina albumina); elevacéo dos niveis de IL-6, caracterizando
um estado pro-inflamatorio significativo; baixos niveis de NOx com conseqiiente reducédo da
biodisponibilidade de NO e elevagdo da albumindria, refletindo provavel disfuncao endotelial;
reducdo discreta nos niveis de HDL colesterol, e elevacdo dos niveis de glicose bem como
maior prevaléncia de diabetes e hipertensdo. Sendo assim, considerando-se os resultados
obtidos, observou-se que os individuos obesos apresentaram alteracGes relacionadas a
processos oxidativos, inflamatdrios e vasculares, sendo a avaliagdo de biomarcadores
associados a tais processos de grande importancia para melhor entender a fisiopatologia da
doenga, evitando patologias relacionadas e a mortalidade decorrente delas.

Palavras-chave: Obesidade. Biomarcadores. Estresse oxidativo. Inflamagdo. Disfuncéo
endotelial.
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Obesity is a world phenomenon caracterized as a cronic metabolic disorder, where the
excess of adipose tissue is responsable for oxidative stress, inflammation and endothelial
dysfunction states. Due the higher number of obese people and the mortality due pathologies
associated to obesity, studies that contibute to the prevention and monitoring are important.
So, the study of oxidative stress, inflammatory and endothelial dysfunction biomarkers that
dectect earlier damages caused by obesity can contibute to its better physiopathology
understanding, such as its diagnosis and monitoring. In this work the study population was
constituted by obese and overweight subjects and healthy control. The main objectives from
this work were, in the study population: evaluate the behavior from some oxidative stress
markers — malondialdehyde (MDA), ischemia-modified albumin (IMA), advanced oxidation
protein products (AOPP) and plasma thiol (-SH); evaluate the proinflammatory citokine
interleukin-6 (IL-6) levels; determine the laboratory marker levels related to the endothelial
dysfunction — nitric oxide (NO) and albuminury — and investigate the behavior from lipidic
and glicemic biomarkers, such as the prevalente of diabetes mellitus and hypertension. The
obese subjects compared with the others studied subjects presented: higher levels of MDA,
IMA and AOPP, showing a lipidic and proteic oxidation (mainly the albumin protein);
increasing of IL-6 levels that caracterize a significative proinflammatory state; lower levels of
NOx with consequent NO bioavailability reduction and increasing of albuminury, reflecting a
probable endothelial dysfunction; discrete HDL cholesterol levels reduction and increasing of
glucose, such as higher prevalence of diabetes and hypertension. Therefore, considering the
obtained results, we observed that the obese subjects presented changes related to oxidative,
inflammatory and vascular processes, showing that the evaluation of biomarkers associated
with these processes has a great importance to better understanding of obesity
physiopathology that avoid related pathologies and their consequent mortality.

Keywords: Obesity. Biomarkers. Oxidative stress. Inflammation. Endothelial dysfunction.
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ definida como um actimulo anormal ou excessivo de tecido adiposo que
pode levar ao desenvolvimento de problemas de saude, sendo considerada atualmente um
problema de satde publica. Tal excesso de tecido adiposo ¢ decorrente de uma alimentacao
inadequada, com alto consumo e baixo gasto caldricos, sedentarismo e fatores genéticos. A
alimentagdo rica em carboidratos e lipidios e o sedentarismo, tdo presente na sociedade
moderna, contribui para o alastramento do fendmeno de sobrepeso e obesidade. A
Organizacdo Mundial da Satde revelou uma incidéncia de 1,6 bilhdes de adultos maiores de
15 anos com sobrepeso, e pelo menos 400 milhdes de obesos em 2005. Dentre as criancas
menores de 5 anos de idade, pelo menos 20 milhdes ja se encontravam com sobrepeso. A
estimativa para 2015 ¢ de que aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos venham a ter
sobrepeso e mais de 700 milhdes sejam obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2011). Esta tendéncia a obesidade envolve, além do proprio excesso de gordura, problemas de
saude relacionados como diabetes, hipertensdo e doencas cardiovasculares. A mortalidade
entre obesos cresce a medida que tais problemas se desenvolvem. Um estudo prospectivo de
corte intitulado Nurses’ Health Study destacou que, dentre as 3507 mortes ocorridas em 16
anos de estudo, 751 eram devido as doencgas cardiovasculares ¢ 1748 ao cancer, ambas as
complicacdes decorrentes do excesso de tecido adiposo. Sendo assim, devido ao crescente
nimero de pessoas obesas ¢ a mortalidade associada ao fendmeno da obesidade, faz-se
necessario a realizagdo de estudos que contribuam para a prevencao e monitoramento desta.
Devido ao fato da obesidade ser uma doenga cronica caracterizada pela inflamacdo e
disfuncdo endotelial e resultante, principalmente, do desequilibrio entre substincias oxidantes
e antioxidantes do organismo, a investigacdo de biomarcadores que atentem para tais estados
torna-se importante. Para tanto, ¢ de fundamental importancia o estudo de biomarcadores que
possam auxiliar no diagndstico e na avaliagdo da evolu¢do da obesidade a fim de contribuir

para evitar complicagdes futuras decorrentes desta desordem metabdlica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade

A obesidade ¢ um fendmeno mundial caracterizado por uma desordem metabdlica
cronica, em que o excesso de tecido adiposo € responsavel por estados de estresse oxidativo,
inflamatorio ¢ de disfuncdo endotelial. O aumento do tecido adiposo provém de um
desequilibrio entre consumo e gasto caldricos, em que uma dieta rica em carboidratos e
lipidios fornece altas reservas de energia, sob a forma de gordura, sem que haja deplecao
dessas através de exercicio fisico. Por isto o sedentarismo ¢ considerado importante fator para
o desenvolvimento do sobrepeso ¢ consequente obesidade. Para melhor controle do peso e da
saude do individuo, hd formas de se mensurar o tecido adiposo € uma delas ¢ o calculo do
indice de Massa Corpérea (IMC), em que o peso em quilogramas é dividido pelo quadrado da
altura em metros. Os individuos podem ser classificados, de acordo com o IMC, em normais
(IMC 18,5 — 24,9 kg/m?), com sobrepeso (IMC 25,0 — 29,9 kg/m®) e obesos (IMC > 30,0
kg/m?), sendo que os wltimos ainda podem ser divididos em classes: classe I (IMC 30 — 34.9
kg/mz), classe II (IMC 35 — 39,9 kg/mz) e classe III — obesos morbidos (IMC > 40 kg/mz)
(CLINICAL GUIDELINES, 1998). Sendo a obesidade um fator de risco para diabetes,
hipertensdo, dislipidemia, infarto, doengas coronarianas, artrite e certos tipos de cancer
(MALNICK et al., 2006), o monitoramento do IMC permite evitar tais complicagdes. No
entanto, percebe-se uma relevante incidéncia de obesidade entre a populagdo mundial. Em
2005 cerca de 1,6 bilhdes de adultos eram obesos no mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011). Em 2010, um estudo realizado por FLEGAL et al. (2010) revelou
a tendéncia a obesidade em aproximadamente 30% da populagdo norte-americana estudada
entre 2007 e 2008, independente do sexo ou etnia.

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a tendéncia da obesidade também ¢
crescer. Pesquisa realizada pelo MINISTERIO DO PLANEJAMENTO et al. (2004) mostrou
a incidéncia de 29,5% de sobrepeso e 11,1% de obesidade entre os individuos estudados. Ja
no ano de 2009 o MINISTERIO DA SAUDE (2010) demonstrou que aproximadamente
46,6% e 13,9% da populagao estudada apresentava sobrepeso ou obesidade, respectivamente.
A evidéncia da obesidade como uma doenga mundial também se reflete nos indices de
mortalidade gerados por doengas decorrentes. Analisando um estudo prospectivo de corte, o

Nurses’ Health Study, ZHANG et al. (2001) observaram que uma elevada circunferéncia
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abdominal estava associada ao aumento da mortalidade por doenca cardiovascular, o que
correspondia a 21,4% do total das mortes. A circunferéncia abdominal, assim como o IMC ¢
uma medida para avaliar sobrepeso e obesidade. J& FLEGAL et al. (2005) relataram
recentemente um aumento na mortalidade entre individuos obesos, principalmente os com
IMC superior a 35 kg/m”. Portanto, a obesidade e suas complicagdes resultam em transtornos
socio-econdmicos, enfermidades e mortes.

O tecido adiposo, ha pouco tempo atrds, desempenhava apenas fungdes termo-
protetoras, de reserva energética e de prote¢do contra choques mecanicos. Hoje se sabe que
além de tais fungdes, ele também ¢ responsavel pela produgdo de substancias mediadoras de
respostas biologicas. Acidos graxos ndo-esterificados, citocinas, inibidor do ativador do
plasminogénio 1 e adiponectina sdo algumas das substancias ativadas pelo excesso de lipidios
no organismo, ¢ que favorecem o aparecimento de comorbidades como resisténcia a insulina,
hipertensao, dislipidemia e danos vasculares (GRUNDY et al., 2004). Tais comorbidades, por
sua vez, contribuem para um estado de desequilibrio entre radicais livres teciduais, espécies
reativas de oxigénio (EROS) e antioxidantes naturais do organismo, denominado estresse
oxidativo. Em tal estado os radicais livres em excesso, altamente reativos, sdo responsaveis
pelo dano aos carboidratos, as proteinas, as estruturas lipidicas, ao acido desoxirribonucléico
(DNA) e as estruturas funcionais das células (YU, 1994). Como uma reagdao em cadeia, o
proprio estresse oxidativo ¢ responsavel por um proximo estado importante da obesidade: o
de inflamacdo. Os EROS contribuem para o aumento da expressdo das citocinas pro-
inflamatorias como a interleucina-6 (IL-6), quimiocinas, proteina C-reativa (PCR), contagem
de leucocitos e das células de adesdao molecular (LI et al., 2003). A elevagao das moléculas
inflamatorias estimula a expressdo de moléculas de adesdo plaquetaria aterogénicas e
promovem a ligacdo e migracdo de mondcitos nas paredes dos vasos, transformados,
posteriormente, em macroéfagos (LYON et al., 2003) Sendo assim, a a¢do inflamatoria gerada
pelo estresse oxidativo pode gerar placas ateromatosas nos vasos ou simplesmente ajudar no
processo de desenvolvimento de disfuncdo endotelial. Por isto, o estudo de biomarcadores
capazes de detectar precocemente os estados oxidativos, inflamatérios e de dano endotelial da
obesidade tornam-se ferramentas bastante importantes no diagndstico e monitoramento da
doenca. A associacdo entre eles pode contribuir para evitar patologias relacionadas a

obesidade que tanto contribuem para a mortalidade pelo excesso de peso.
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2.2 Obesidade e Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ¢ um estado de desequilibrio entre radicais livres teciduais, EROS
e substancias antioxidantes do organismo, e pode ser um dos principais mecanismos
responsaveis pela obesidade. Os radicais livres e as EROS sdo moléculas altamente reativas
de elétrons nao pareados que se ligam rapidamente as moléculas proximas ou
preferencialmente em tecidos, respectivamente. Dentre as EROS, que s3o moléculas
detentoras de oxigénio, destacam-se o anion superoxido (O,), o peroxido de hidrogénio
(H20,), o radical hidroxila (OH"), o 6xido nitrico (NO), o hipoclorito e o peroxinitrito
(ONOQO', resultado da reagdo com O, e NO) (YU, 1994). Normalmente baixas concentragdes
de radicais livres e EROS sdo importantes para o estado redox (reducdo/oxidagdo) normal das
células, fungdo tecidual e processos de sinalizagdes intracelulares. No entanto, quando em
excesso, como ¢ o caso da obesidade, a oxidacao de lipidios e proteinas pode ser citotdxica e
causar dano a membrana e receptores celulares, ao DNA e dacidos nucléicos, provocar
disfuncdo enzimadtica, perturbar a sinalizacdo de cascatas, e ainda ativar doengas através de
processos como a inflamag¢ao (MARITIM et al., 2003).

Tanto o estresse oxidativo quanto a obesidade podem se manifestar até mesmo nas
duas primeiras décadas de vida, podendo contribuir para o desenvolvimento de diabetes, e até
mesmo doengas cardiovasculares (VINCENT et al., 2007). Para tanto, no intuito de reduzir o
avanco dos danos causados pelos radicais livres e EROS, os antioxidantes naturais do
organismo, que sao divididos em ndo-enzimaticos e enzimaticos, apresentam um importante
papel fisiologico. Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo basicamente aqueles adquiridos
através da dieta — vitaminas A (retinol), C (acido ascorbico) e E (alfa tocoferol) e minerais
(zinco, selénio, cobre e manganés) — e substincias contendo grupos tidis, que agem
eficientemente na auséncia de qualquer doenca. Ja os antioxidantes enzimaticos constituem-se
de superdxido dismutase, catalase, e glutationa peroxidase e combatem de forma mais
agressiva o estresse oxidativo. Na obesidade ha, pois, uma deficiéncia de substancias
antioxidantes, principalmente devido a pouca ingestdo destas na forma de frutas, vegetais,
6leo de oliva, sementes e castanhas. O estresse oxidativo decorrente pode ser detectado
através do baixo consumo de substdncias antioxidantes correlacionado ao aumento da
circunferéncia abdominal, IMC e peroxidagdo lipidica do plasma em obesos (VINCENT et
al., 2010). Além dos antioxidantes ndo-enzimadticos, também os enzimaticos podem estar
deficientes na obesidade. Na fase aguda da doenga as enzimas antioxidantes parecem estar

aumentadas, mas a medida que se cronifica, ha uma deplecao das reservas antioxidantes ao
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longo do tempo (ERDEVE et al., 2004). E, além da deficiéncia da acao antioxidante nos
obesos e do excesso de tecido adiposo, ainda outros mecanismos podem contribuir para o
aumento do estresse oxidativo: a hiperglicemia, o aumento da atividade muscular por
carregamento excessivo de peso, a hipertensao, a inflamacao cronica, a produgdo endotelial de

EROS e a hiperleptinemia (Figura 1) (VINCENT et al. 2006).

J Antioxidant Defenses
L Vitamins E,C, f-carotene

Glutathione + Lipid Level and
Antioxidant enzymes Oxidizability

Hyperglycemia

Protein glycosylation, —_ 7

T Oy-and OH- T Monocyte attraction
LOOH and O, formation

i‘. + : + .:'
Chronic Inflammat!Dn ", . & 1 Endothelial Sources of ROS
T Monocyte attraction . . e - "
ROS formation . . = 170, and ONOQO- formation
£ - -
T Muscular s : .": Hyperleptinemia
Respiration Rate + ".‘ E - . ‘,Fpt p" ar OH. H.O
10, H,0, s i & o0 TinracellularOn, .0,
* L L -
., v o +
a ¥ LG
Oxidative stress and
disease in obesity
Weight loss Exercise Training
& caloric restriction ~ antioxidant status

J. ROS, Tantioxidant status

Figura 1 — Estresse oxidativo e sua influéncia na obesidade (o simbolo + ¢ — significam respectivamente
aumento e atenuagdo do estresse oxidativo, LOOH significa hidroperdxidos lipidicos) (Reproduzido de
VINCENT et al., 2006).

Na hiperglicemia, decorrente principalmente de resisténcia a insulina, ha trés formas
principais de producdo de EROS: autooxida¢ao da glicose, glicagdo avancada com formagao
de produtos finais (produtos finais de glicacdo avancada — AGE) e pelo trajeto de polidis
(VINCENT et al., 2006), que certamente contribuem para o aparecimento do diabetes, uma
das principais complicagdes da obesidade. A presenca dos radicais livres ¢ EROS sao
responsaveis pelas complicagcdes decorrentes da obesidade, como diabetes, hipertensdo e
dislipidemia precisam, pois, ser mensurados através de técnicas que venham a prevenir danos
futuros. Devido ao fato da medida direta de radicais livres e EROS e da captura das reagdes
de radicais livres em tempo real serem bastante dificeis e custosas (HALLIWELL et al.,

2004), técnicas mais simples de mensuracdo de biomarcadores ou produtos finais de reacdes
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estao sendo utilizadas para avaliar o estresse oxidativo (VINCENT et al., 2007). Dentre tais
medidas estdo a de peroxidacao lipidica, principalmente do malondialdeido (MDA). Além do
MDA outros biomarcadores se destacam envolvidos no estresse oxidativo em obesos, dentre
eles a albumina modificada pela isquemia (IMA), os produtos protéicos de oxidagdo avancada

(AOPP) e o grupamento tiol plasmatico (-SH).

2.2.1 Marcadores de Estresse Oxidativo

A obesidade ¢ um estado marcado pelo estresse oxidativo e pelo acimulo de gorduras
devido a grande ingestdao de produtos caloricos e sedentarismo. O aumento das reservas de
gorduras faz com que haja um excesso de triglicérides intracelular, acidos graxos livres (FFA)
e dislipidemia (DAVI et al.,, 2002). O excesso de triglicérides intracelular suprime o
transportador mitocondrial do nucleotideo adenina levando a um aumento da produgao de Oy’
dentro da cadeia mitocondrial transportadora de elétrons, e diminuindo a adenina difosfato
intra-mitocondrial. Entdo, elétrons se acumulam dentro da cadeia transportadora de elétrons e
reagem com oxigénio adjacente para formar mais O, (BAKKER et al., 2000) Os FFA
provenientes da obesidade visceral ou abdominal também contribuem para a formacdo de
EROS, principalmente O,", acido hipocloroso e ONOO". Além disto, eles também elevam a
hiperglicemia e induzem a producdo de radicais nitroxidos nas células e parede do endotélio
via mecanismo da proteina quinase (INOGUCH]I, et al., 2000). Sendo assim, o tecido adiposo
desempenha papel de substrato para oxidagao, estimulo para formacao de radicais e reserva de
produtos do estresse oxidativo, aumentando o risco para trombose, disfungdo endotelial e

aterosclerose (LYON et al., 2003).

2.2.1.1 Malondialdeido

Na obesidade o perfil dislipidémico, marcado pelos altos niveis de triglicérides e
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e baixos niveis de lipoproteinas de alta densidade
(HDL) favorece a peroxidacdo lipidica através dos radicais livres e EROS. A oxidacdo
lipidica gera alguns produtos, dentre eles as substincias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS), F2-isoprostanos e MDA, que sdo utilizados como marcadores do estresse oxidativo
(LYKKESFELDT, 2007).

O MDA ¢ um dos mais conhecidos produtos finais da peroxidagdo lipidica, sendo

gerado a partir da reacao da ciclooxigenase no metabolismo das prostaglandinas (OZDEMIR
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et al., 2009). Ele modifica proteinas e o DNA, e ¢ considerado um dos mais mutagénicos
produtos da peroxidagdo lipidica, presente em diversas patologias como diabetes,
aterosclerose, cancer de colon e doenca de Parkinson (DALLE-DONNE et al., 2006;
ESTEBAUER et al., 1991). Ha estudos relacionando também a obesidade com o aumento do
marcador MDA. Alguns analisaram o aumento progressivo do IMC com o aumento das
concentragdes de MDA em homens e mulheres adultos com sobrepeso e obesos, tanto no
Oriente Médio (MUTLU-TURKOGLU et al., 2003) quanto na Europa (DAVI et al., 2002) e
América (KEANEY et al., 2003). Elevados valores de MDA também foram observados em
criangas e adolescentes obesos de 8 a 18 anos. Quando comparados com ndo obesos, 0s

valores de MDA de tal populagdo praticamente duplicaram (HASZON et al., 2003).

2.2.1.2 Albumina Modificada pela Isquemia

A albumina ¢ uma proteina constituida por 585 aminoacidos, de massa molecular de
aproximadamente 66,5 kDa e poucos residuos de triptofano ou metionina (PETERS, 1995).
Possui 35 residuos de cisteina — 34 envolvidas na formag¢ao de pontes de dissulfeto (17 pontes
ao todo) e 1 cisteina livre redox ativa (Cis-34), que representa cerca de 80% dos tidis livres do
plasma e garante o poder antioxidante da albumina. Tal tiol da Cis-34 ¢ reativo e capaz de
tiolacdo (albumina-S-R) e nitrosilagdo (albumina-S-NO), processos responsaveis por
inimeras fungdes in vivo (MARTIN-VENTURA et al., 2009; QUINLAN et al., 2005). Tanto
a estrutura flexivel da albumina quanto seus trés dominios homologos (I — III) proporcionam
uma variedade de sitios de ligagdo e adaptabilidade aos seus ligantes. Acidos graxos de cadeia
longa ligam-se em cerca de 6 sitios, enquanto que os metais de transi¢ao cobre e niquel ligam-
se ao N-terminal, desde que o terceiro aminoacido seja a histidina. Compostos sulfidrilicos e
certos oxidantes ligam-se covalentemente ao tiol da Cis-34 (PETERS, 1995). Sendo assim,
diversos compostos endogenos e exdgenos, como farmacos, hormonios e ions metéalicos
ligam-se a albumina. Dentre os ligantes catidnicos, o cobre (Cu-II) e o ferro (Fe-II) merecem
particular considerag¢do porque, como metais de transi¢do, eles sdo muito potentes para gerar
EROS ap6s uma reagdo com o oxigénio. Tais metais podem interagir com o H,O,, levando a
formacdo de radicais OH™ deletérios (ROCHE et al., 2008). Os principais alvos dos radicais
livres e EROS sdo os grupos tiois da cisteina da albumina.

Situagdes de estresse oxidativo, como isquemia e obesidade, permitem que radicais
livrtes ¢ EROS se elevem em excesso na circulagdo sanguinea, ¢ atinjam uma por¢ao

fundamental para a ligagdo da albumina aos metais de transi¢do, o N-terminal. H4 entdo uma
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clivagem do N-terminal em outros dois aminoacidos e oxidagdo do cis-34, resultando em
menos cobalto, cobre, niquel ou ferro ligado a albumina e, consequentemente, mais metais
livres na circulagdo (BAR-OR et al., 2008). A modificacdo da albumina através da isquemia
produziu um marcador denominado IMA (BAR-OR et al., 2000). Processos isquémicos com
alteracdes vasculares de pH, hipoxia ou demais mecanismos que desencadeiem o estresse
oxidativo levam a formacao da IMA. Esta, antes apenas associada a isquemia, hoje possui
uma relacdo mais estreita com diversos estados patoldgicos. Sendo assim, ela ja esteve
aumentada na isquemia do musculo esquelético (FALKENSAMMER et al.,, 2007), na
embolia pulmonar (TUREDI et al., 2008) e na doenca renal cronica (elevagdo da IMA e
lactato durante a anemia, evidenciando hipdoxia) (CICHOTA et al., 2008). PIWOWAR et al.
(2008) e KAEFER et al. (2010) demonstraram também elevados niveis de IMA em pacientes
com diabetes mellitus tipo 2, levando a crer que a hiperglicemia, como também o estresse
oxidativo e a inflamagdo levam a hipdxia cronica e conseqiiente modificacdo da albumina
sérica. Pacientes com hipercolesterolemia (DUARTE et al., 2009) e sindrome metabdlica
(GOTTLIEB et al., 2010) também apresentaram altos valores de IMA, sugerindo um

envolvimento com o processo de estresse oxidativo.

2.2.1.3 Produtos Protéicos de Oxida¢ao Avancada

Os AOPP, primeiramente caracterizados por WITKO-SARSAT et al. (1996), sdo
decorrentes do estresse oxidativo causado pela acdo de oxidantes cloraminados,
principalmente acido hipocloroso e cloraminas produzidos pela enzima mieloperoxidase
(MPO) nos neutrofilos ativados. A enzima MPO catalisa a reacao do ion cloreto com perdxido
de hidrogénio, gerando grandes quantidades de acido hipocloroso, importante na oxidagdo e
cloragdo de substancias (KETTLE et al., 1997). De acordo com CAPEILLERE-BLANDIN et
al. (2004), os AOPP sao diretamente relacionados a oxidagdo da albumina, mas também de
fibrinogénio e lipoproteinas (PIWOWAR, 2010). Os AOPP sdo marcadores do dano oxidativo
as proteinas, da intensidade dele e também da inflamagdo (PIWOWAR, 2010) e possuem
vantagens sobre outros marcadores devido a sua rapida formacdo, grande estabilidade e
confiabilidade e longa meia-vida (DALLE-DONNE et al., 2003). No primeiro relato da
existéncia dos AOPP (WITKO-SARSAT et al.,, 1996), sua concentracdo no plasma era
relacionada aos niveis de ditirosina (marca da oxidacdo de proteinas) e de pentosidina
(marcador da glicacdo protéica enzimatica estreitamente ligada ao estresse oxidativo). Em sua

estrutura os cromoéforos ditirosina, grupos carbonil e pentosidinas estdo presentes em grandes
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quantidades (CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2004). As propriedades bioldgicas dos AOPP e
seus receptores sao similares aos AGE.

Fisiologicamente, os AOPP se formam constantemente em pequenas quantidades por
toda a vida do individuo e sdo retirados do organismo através do figado e bago, podendo estar
aumentados em condic¢des patologicas (PIWOWAR, 2010). As concentragdes de AOPP foram
encontradas elevadas no plasma de pacientes urémicos hemodialisados (WITKO-SARSAT et
al., 1996), diabéticos e obesos (ATABEK et al., 2006). No diabetes a formag¢do do AOPP ¢
induzida por intensos processos de glicooxidagdo, estresse oxidativo e inflamagao coexistente
(PIWOWAR, 2010). KOCAK et al. (2007) demonstraram um aumento nos niveis de AOPP
em diabéticos em comparagdo com pré-diabéticos, confirmando o estresse oxidativo
proveniente da hiperglicemia. J& no caso da obesidade, em que héa estresse oxidativo
decorrente da carbonilacdo de proteinas, permanente ativa¢do plaquetdria e produgdo de
citocinas inflamatérias em células mononucleares (DANDONA et al., 2004), o aumento de
AQOPP progressivamente com o aumento do IMC ¢ confirmado pelo estudo de PIWOWAR
(2010). De acordo com ATABEK et al. (2006), criangas e adolescentes obesos também
apresentaram valores superiores de AOPP. A macroangiopatia também esteve relacionada ao

aumento dos valores de AOPP na obesidade (PIWOWAR, 2010).

2.2.1.4 Grupamento Tiol Plasméatico

O estresse oxidativo produzido pela obesidade contribui para o dano ao DNA celular,
lipidios e proteinas, havendo uma agao citotoxica por parte dos radicais livres ¢ EROS em
desequilibrio com os antioxidantes. As proteinas estdo entre os principais alvos da oxidacao
no plasma, podendo sofrer alteragdes funcionais e, em particular, uma perda de propriedades
metabolicas, enzimaticas e imunoldgicas (HIMMELFARB et al., 2001). Os grupos tidis das
proteinas sdo os mais suscetiveis a oxidacdo. Dentre as proteinas detentoras de tal
grupamento, destacam-se poderosos antioxidantes ndo-enzimaticos como a glutationa e o
diidrolipoato, que reciclam a vitamina E e radicais semi-hidroscorbicos e reduzem moléculas
oxidadas como lipidios hidroperoxidos (YU, 1994). Os tidis e enzimas antioxidantes sdo
encontrados no sangue, figado, cérebro, esqueleto e musculo cardiaco. No plasma os
grupamentos tidis servem como antioxidantes capazes de remover oxidantes responsdveis
pelo inicio da peroxidagdo, e sdo quantitativamente a maior manifestacdo dos danos protéicos

oxidativos (HIMMELFARB et al.,, 2001). Em tecidos saudaveis, esses antioxidantes
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trabalham na manutenc¢do do equilibrio pro-oxidante/antioxidante prevenindo danos teciduais
e consequentes doencas (VINCENT et al., 2007).

Na obesidade, o aumento de proteinas carbonil e concomitante reducdo de
grupamentos tidis plasmaticos podem ser um possivel mecanismo contribuinte para
aterosclerose, resisténcia a insulina e hipertensdo (UZUN et al., 2007). Em um estudo de
OLUSI et al. (2002), a atividade da glutationa peroxidase em obesos estava reduzida se
comparada com ndo obesos, bem como em outro estudo desenvolvido por OZATA et al.
(2002). Tais dados demonstram um consumo de grupamentos tidis no combate a

superproducao de radicais livres e EROS produzidos no estresse oxidativo.

2.3 Obesidade e Inflamacao

A obesidade vem sendo considerada um estado inflamatério cronico (KOPP et al.,
2003) marcado pela secregdo, a partir dos adipocitos, de citocinas pro-inflamatorias como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a IL-6. A inflamagdo ¢ caracterizada por esta
produgdo de citocinas bem como de PCR, e do aumento da contagem e atividade dos
leucocitos (VINCENT et al., 2006). Assim, com o excesso de tecido adiposo, ha uma
elevacdo na secrecdo de TNF-a e IL-6 que exacerbam a producdo de PCR no figado
(MAACHI et al.,, 2004). As moléculas inflamatorias estimulam também a expressdo de
moléculas de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1),
promovendo a ligacdo e migracdo de monoécitos para as paredes vasculares, onde se
convertem em macréfagos para participar do processo inflamatorio (LYON et al., 2003). Os
mondcitos contribuem para o desenvolvimento de estresse oxidativo, produzindo EROS (O,
H,0,, OH’, ONOQO/, acido hipocloroso) e MPO. Ja quando se transformam em macréfagos,
reforcam o estado inflamatério gerando interleucinas ¢ TNF-o (GARG et al., 2000). A alta
contagem dos leucocitos e da enzima MPO s3o poderosos preditores de eventos
cardiovasculares (LIPINSKI, 2001). Devido ao fato da obesidade consistir em uma constante
ativacdo de citocinas, EROS, macréfagos e interleucinas, a inflamag¢ao decorrente (Figura 2) ¢
responsavel pelo desenvolvimento de processos ateroscleroticos, doengas cardiovasculares e

trombose (KOPP et al., 2003).
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Figura 2 — Mecanismos inflamatérios que induzem o estresse oxidativo na obesidade: aumento de adipécitos e
infiltracdo leucocitaria (o simbolo + significa aumento do estresse oxidativo) (Reproduzido de VINCENT et al.,
2006).

2.3.1 Marcadores de Inflamagao

2.3.1.1 Fator de Necrose Tumoral Alfa

O TNF-a ¢ secretado pelos leucocitos (macrofagos, monoécitos e linfocitos) e
adipdcitos e seu principal efeito fisiologico € a ativacdo de mais leucocitos para areas de
inflamacdo, como também, promoc¢do da vasodilatacdo e secrecdo de citocinas de agdo
quimiotaxica para um processo inflamatorio local (ABBAS et al., 1994). Ha evidéncias que o
TNF-a aumenta a expressao das células de adesao endotelial, prejudicando assim a transdugao
do sinal da insulina e sua expressao nos receptores, ¢ levando indiretamente a um
desequilibrio no metabolismo da glicose com eventual destrui¢do de células beta do pancreas
e resisténcia a insulina (WEYER et al., 2002). Na obesidade o TNF-a estimula a lip6lise e
inibe a enzima lipase lipoprotéica (MAEDA et al., 2001), contribuindo para o aumento de
FFA e consequentemente elevagdo dos niveis de IL-6. Estudos como o de SOLA et al. (2009)
demonstram que niveis aumentados de TNF-a sdo vistos em pacientes obesos, evidenciando

altos niveis também de citocinas inflamatorias nesta populagao.
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2.3.1.2 Interleucina-6

Outra citocina presente na obesidade ¢ a IL-6, secretada pelos leucdcitos, células
endoteliais, fibroblastos e também pelos adipocitos, que contribuem com cerca de 15 a 30%
do total circulante (MOHAMED-ALI et al., 1997). Juntamente com o TNF-qa, a IL-6 em
grandes quantidades ¢ responsavel pelo estimulo a secre¢ao de PCR pelos hepatocitos e regula
outras citocinas como a interleucina-1 e o préprio TNF-a (FILHO et al., 2003). Tal citocina
participa, além das respostas inflamatdrias, também nas respostas imunes, estando em niveis
elevados em doengas auto-imunes. No diabetes tipo 1, por exemplo, ¢ sugerido que sua
expressao elevada possa induzir a diferenciacao da célula beta pancreatica, contribuindo para
o estabelecimento de tal patologia (ISHIHARA et al., 2002). Os niveis de IL-6 estdo
aumentados principalmente em situagdes como infarto do miocardio, angina instavel e mesmo
em intervengdes percutaneas coronarianas, sendo por isto considerado como bom marcador
inflamatério de aterosclerose (FILHO et al., 2003). Na obesidade e na sindrome metabolica
também ha elevagdo dos valores de IL6, que pode ser revertida com redugdo de peso e

exercicios fisicos (CARVALHO et al., 2006).

2.3.1.3 Proteina C-Reativa

O TNF-a e a IL-6 contribuem para a ativacdo da PCR, uma proteina que, além de
participar da resposta inflamatdria, também ativa o sistema complemento, modula a ativagdo
plaquetaria e remove restos celulares. A PCR também estd implicada na estimulagao da
producdo de IL-6 e TNF-a pelos mondcitos e essa produgdo aumentada serve como um
mecanismo para sua continua produgdo pelo figado (ARROYO-ESPLIGUERO et al., 2009).
Um estudo epidemioldgico demonstrou que niveis de PCR tém sido um forte preditor
independente de disfuncao endotelial, futura disfuncdo do miocardio, acidente vascular
cerebral, doenca arterial e morte vascular em individuos sem doenca cardiovascular conhecida
(PASCERI et al., 2000). Em recente estudo realizado com pacientes hipercolesterolémicos,
foram relatadas correlagdes positivas entre a PCR e LDL oxidado, anticorpos anti-LDL
oxidado, triglicérides e IMA, sugerindo que elevados valores de colesterol estdo associados
aos marcadores oxidativos e inflamatdrios, como a PCR (DUARTE et al., 2009). A obesidade
também evidenciou a elevacdo nos niveis de PCR, devido ao proprio excesso de adipdcitos
estimular sua producdo (PAIVA et al., 2006). A PCR ¢ associada positivamente com a

elevacao de niveis de F2-isoprostano e marcadores pro-tromboticos em obesos, sugerindo que
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a obesidade além de um estado cronico de inflamagdo, também ¢ um estado de estresse

oxidativo e de ativacdo plaquetaria (DAVI et al., 2002).

2.3.1.4 Moléculas de Adesao Endotelial

No estado inflamatério, moléculas de adesdo endotelial também sdo expressas através
do estimulo de citocinas e células endoteliais. A ICAM-1 e a VCAM-1 sdo dois membros da
superfamilia das imunoglobulinas que possuem um papel importante, mas diferente na adesao
de células sanguineas ao endotélio vascular (POSTADZHIY AN et al., 2008). Tais moléculas
estdo presentes tanto na obesidade quanto no diabetes, exercendo um papel importante em
complicacdes macrovasculares e microvasculares, incluindo a prdopria retinopatia diabética.

(MATSUMOTO et al., 2002).

2.4 Obesidade e disfunciao endotelial

O endotélio, em condi¢des normais, regula a vasodilatacdo, fornece uma superficie lisa
para a circulagdo de leucécitos e inibe a proliferagdo do musculo liso vascular, a agregagio
plaquetaria e a formagdo de trombos. Ja em condigdes patoldgicas, como na aterosclerose, o
endotélio emite sinais para a redugdo da biodisponibilidade de NO, um importante
vasodilatador (BREVETTI et al., 2008). Tanto o NO quanto o vasoconstritor endotelina sao
substancias fundamentais para o bom funcionamento vascular. No entanto, fatores de risco
cardiovascular, inflamacao, alteracao nas forcas hemodinamicas e estresse oxidativo podem
prejudicar as células endoteliais e causar disfun¢do endotelial (VERMA et al., 2002). O
estresse oxidativo ¢ um dos grandes contribuintes para tal estado, pois nas células endoteliais
ha enzimas que produzem substancias oxidantes responsaveis pela reducdo da vasodilatacao.
Dentre elas estdo a NADPH oxidase que gera uma grande quantidade de O, e reduz a
biodisponibilidade de NO (pois este se liga ao O,, produzindo ONOOQO"), a xantina 6xido
redutase e a NO sintase (CAl et al., 2000). Também altos niveis hormonais de angiotensina-II
podem contribuir para a disfungdo endotelial. Na hipertensdo ha elevacdo de angiotensina-II
que estimula o estresse oxidativo diretamente nos vasos por varios mecanismos: aumento nos
niveis de O, vascular (principalmente pela ativagio de NADPH oxidase), aumento da
expressao de NADPH oxidase nas proteinas trans-membrana, producao de H,O, nas células
endoteliais e aumento da captagdo de LDL pelos macrofagos, o que leva ao aumento da

oxidagdo lipidica e dano oxidativo (MARITIM et al., 2003). Na obesidade a hipertensao ¢
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uma comorbidade bastante presente, sendo que os mecanismos de inducdo de estresse
oxidativo no endotélio, com a conseqiiente elevacdo dos niveis de angiotensina-II estdo

apresentados na figura 3.
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Figura 3 — Mecanismos de indug@o de estresse oxidativo no endotélio. Elevacdo dos niveis de angiotensina Il e
conseqjiiente hipertensdo (Reproduzido de VINCENT et al., 2006).

2.4.1 Marcadores de Disfun¢ao Endotelial

2.4.1.1 Oxido Nitrico

O NO ¢ uma importante molécula anti-aterogénica ¢ mediadora de diversas fungdes
como vasodilatagdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria, atividades anti-tumorais e
antimicrobianas e¢ de neurotransmissao (DUSSE et al., 2005) Sua formagao ¢ catalisada por
uma familia de isoenzimas 6xido nitrico sintase (MIRANDA et al., 2001), podendo reagir
com ERO e moléculas bioldgicas para formar varios produtos, dentre eles o nitrato e nitrito
(NOx) que sao mensurados em analises quantitativas (ROMITELLI et al., 2007; TATSCH et
al., 2011). Em pequenas quantidades o NO possui papel anti-aterosclerotico regulando o tonus
vascular, inibindo a ativacdo plaquetaria, a adesdo leucocitaria e a peroxidacdo lipidica. No

entanto, sua superprodu¢do pode causar danos as células endoteliais, principalmente devido
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ao estresse oxidativo exercido por ele (HAYASHI et al., 2004). Além do estresse oxidativo, a
inflamagao também estd associada a obesidade, sendo ambos responsaveis pela redugao da
biodisponibilidade do NO, podendo afetar seu papel vasodilatador e levar a processos
ateroscleroticos (MATHER et al., 2004; GRUBER et al., 2008). Em recente estudo GRUBER
et al. (2008) demonstrou uma correlagdao negativa entre NOx e o LDL oxidado em pacientes
obesos, ressaltando a reducdo da biodisponibilidade de NO. O estresse oxidativo que, neste
estudo foi responsavel por niveis reduzidos de NO, contribui para o aparecimento de

disfuncao endotelial e aterogénese.

2.4.1.2 Albumina Urinaria

O endotélio glomerular produz uma quantidade de vasodilatadores (NO e a
prostaciclina) que agem na microcirculagdo renal permitindo uma perfusdo sangiiinea
adequada para a estrutura do néfron. No entanto, quando ha disfuncdo endotelial (devido ao
estresse oxidativo ou a inflamag¢ao) ou hemodindmica, hipertensdo intra-glomerular ou dano
aos podocitos, ocorre a albumindria. Tal fendmeno nada mais ¢ do que a passagem da
proteina plasmatica albumina pela barreira de filtragao glomerular dos poddcitos para a urina
(FUTRAKUL et al., 2009), sendo influenciada por fatores genéticos e ambientais (MOTTL et
al., 2009). O estresse oxidativo e a inflamagdo provocam uma disfun¢do no endotélio
glomerular reduzindo as cargas negativas de superficie que aumentam a permeabilidade
capilar da albumina, induzindo a albuminaria. A albumina urindria ¢ considerada um
marcador de dano endotelial (FUTRAKUL et al., 2009), renal e também um fator de risco
cardiovascular (STEHOUWER et al., 2006). Na obesidade hé infiltracdo de lipoproteinas
aterogénicas para o endotélio glomerular e das células mesangiais, iniciando uma cascata de
eventos que incluem estresse oxidativo com produgdo de EROS e inflamagao, marcada pela
expressdo de moléculas de adesdo e monoécitos (KAMANNA et al., 1998). No estudo de
TAMBA et al. (2010) houve a demonstragdo de que o acimulo de gordura visceral estd
associado com o aumento da excre¢do de albumina urindria. Jo& SCAGLIONE et al. (1995)
evidenciou a presenca mais freqiiente da albumina urindria em pacientes obesos do que em

magros.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a associacdo entre biomarcadores oxidativos, inflamatorios e endoteliais em
pacientes obesos, a fim de propiciar a melhor compreensdo do envolvimento destes processos

na fisiopatologia da obesidade.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o comportamento de alguns marcadores associados ao estresse oxidativo (MDA,
IMA, AOPP e —SH) em individuos obesos, com sobrepeso e em controles saudaveis.

e Avaliar os niveis da citocina pré-inflamatoria IL-6 nos individuos obesos, com sobrepeso
e em controles saudaveis.

e Determinar os niveis de marcadores laboratoriais relacionados a disfungdo endotelial (NO
e albuminuria) nos individuos incluidos nesse estudo.

e Investigar o comportamento de biomarcadores lipidicos e glicémicos, bem como a

prevaléncia de diabetes mellitus e hipertensao, nos individuos incluidos nesse estudo.



26

4 MANUSCRITOS

O estudo da associagdo entre biomarcadores oxidativos, inflamatorios ¢ de dano
endotelial na obesidade fez com que um artigo fosse publicado, e outro submetido, ambos em

revistas internacionais relacionadas ao assunto.

4.1 Manuscrito 1
Clinical Biochemistry 2011, 44:345-347
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Ischemia-modified albumin as an oxidative stress biomarker in obesity
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ABSTRACT

Objective: We evaluated the levels of ischemia-modified albumin (IMA) and its association
with body mass index (BMI) in patients who are obese.

Design and methods: Fasting glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol,
triglycerides, malondialdehyde, and IMA levels were assessed in 148 subjects.

Results: IMA, malondialdehyde, and fasting glucose levels were significantly higher while
the HDL cholesterol levels were lower in obese population.

Conclusions: IMA levels increase in overweight and obese subjects.

Keywords: Human serum albumin, obesity, oxidative stress.
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1. Introduction

Obesity is a chronic metabolic disorder considered an important risk factor leading to
the development of health problems, such as diabetes, hypertension, high cholesterol, stroke,
some kinds of cancers, and arthritis [1]. It is known that these problems have increased in the
world population recently. A recent study in the Unites States has demonstrated evidence to
support this increasing trend by showing that nearly 30% of the American population is
obese, with a significant variation regarding racial and ethnic groups [2]. The excess of
adipose tissue, determined by the body mass index (BMI), releases several products such as
unesterified fatty acids, cytokines, plasminogen activator inhibitor-1, and adiponectin, which
probably exacerbate some associated conditions such as insulin resistance, dyslipidemia,
endothelial dysfunction, and cardiovascular disease [3]. Such conditions are possible
mechanisms that generate oxidative stress in obesity [4]. Bad eating habits, sedentary
lifestyle, and stressful life exacerbate this state of imbalance between the free radicals and the
antioxidant defenses contributing to the structural function changes of some proteins, such as
the human serum albumin (HSA), which plays a vital role in the efficient antioxidant defense
of the organism [5].

Overproduction of free radicals may modify the N-terminal region of HSA generating
ischemia-modified albumin (IMA), a sensitive marker of ischemia that is also increased in
diseases associated with obesity, such as hypercholesterolemia [6], type 2 diabetes [7],
metabolic syndrome [8], and higher amounts of free fatty acids (FFA) in the body [9].
According to Duarte et al. [6], IMA appears to play the role of an oxidative stress biomarker.

Therefore, due to the fact that obesity and oxidative stress belong to an associated
event, and based on the fact that albumin may be modified in situations associated with
oxidative stress, the aim of this study was to evaluate the levels of the novel marker IMA in

patients with obesity as well as its association with BMI.



29

2. Methods

This study included 148 volunteers enrolled in Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brazil. The subjects were divided into three groups, according to their BMI (calculated as
weight in kilograms divided by height in meters squared) rounded to the nearest tenth. BMI
exposure groups were based on standard clinical definitions: normal weight 18.5-24.9 kg/m?;
overweight 25.0-29.9 kg/m? and obese > 30 kg/m”. Patients on statin therapy were excluded
from this study. All eligible subjects provided informed written consent and all studies were
conducted in accordance with guidelines approved by the local research ethics committee
(number: 0199.0.243.000-07).

Blood samples were drawn by venipuncture technique into Vacutainer” (BD
Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium fluoride (gray top tubes), EDTA (purple top
tubes) or no anticoagulant (red top tubes). Blood specimens in red top tubes were allowed to
clot for 60 min. Blood specimens were routinely centrifuged for 15 min at 1500 g, and
aliquots of serum samples were stored at -20 C for a maximum of 2 weeks before
measurement of IMA levels. Plasma was used to measure the levels of fasting glucose, while
the fresh serum was used to assess the levels of total cholesterol, HDL cholesterol, LDL
cholesterol, and triglycerides. All analyses were performed at Cobas Mira (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) clinical chemistry analyzer using standard methods. LDL
cholesterol was estimated by the use of Friedewald equation [10]. Serum IMA was measured
by a colorimetric cobalt-albumin binding analysis previously described [7]. Blood specimens
collected with EDTA were used to analyze plasma malondialdehyde (MDA), a biomarker of
lipid peroxidation. Samples were placed on ice and centrifuged at 1500 x g for 15 minutes at
4°C, and plasma MDA levels were measured by high performance liquid chromatography

(HPLC) with visible detection as previously described [11].
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Results are presented as mean + standard deviation (S.D.). Categorical data were
summarized as percentages, and comparisons among groups were performed with Chi-
squared test. Analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison test
were used to determine statistical differences among the BMI groups. Pearson correlation was
assessed to evaluate the association between IMA and BMI. Statistical significance was
assumed at P<0.05. Data were analyzed using GraphPad Prism version 4.00 for Windows

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

Fasting blood glucose and MDA levels were significantly higher in the obese
population (Table 1). HDL cholesterol levels were lower in the obese population. No
significant differences were observed for total cholesterol, LDL cholesterol, and triglycerides
in the studied population. Serum IMA levels were significantly higher in overweight and
obese subjects, as shown in Figure 1. A significant correlation between IMA and BMI was
observed (r = 0.340, P<0.001).
Please add Table 1 here

Please add Figure 1 here

4. Discussion

Obesity is a chronic state that is related with the free radical production through
diverse pathways. Hyperglycemia, increased muscle activity, inadequate antioxidant defenses,
lipid oxidizability, chronic low-grade inflammation, hypertension, and hyperleptinemia are
some possible contributors to the oxidative stress in obesity [4]. IMA has not been previously
correlated directly with oxidative stress in obesity, and according to findings, it seems a

possible marker of this state. We have previously reported the increase of IMA in metabolic



31

syndrome [8]. However, to the best of our knowledge, this is the first report assessing the role
of IMA as a marker of oxidative stress in obesity and its association with BMI.

The obese subjects in our study have showed higher levels of glucose, IMA, and
MDA. Hyperglycemia is related with the advanced glycosylation end products formed from
proteins, lipids, and nucleic acids that bind with specific cell surface receptors, generating
radical oxidative species [4]. These free radicals affect the albumin ability to combine with
metals such as cobalt, and may promote an increase of IMA levels [7]. Lipid peroxidation
often occurs in response to enhanced oxidative stress, and MDA is one of the low-molecular
weight end products formed via decomposition of certain primary and secondary products of
cell membrane injury due to lipid peroxidation.

It is known that HSA is the primary binder of fatty acids, commonly known as FFA,
and that plasma concentrations of such acids are increased in obesity. Bhagavan et al. [9]
described that changes in IMA values during acute muscular heart tissue necrosis are likely to
be caused by reversible conformational changes in HSA associated with FFA fluxes.

In summary, IMA levels were elevated in obesity associated with oxidative stress and
FFA fluxes. Thus, we postulate that free radicals and FFA fluxes may modify the HSA and
increase the IMA levels in overweight and obese subjects. However, further studies including
other oxidative stress markers such as dityrosine, advanced oxidation protein products, and
15-F2t-isoprostane are required to investigate associations between IMA and other markers,
such as its clinical potential for application as an oxidative stress biomarker in the obese

population.
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Figure 1. Serum ischemia-modified albumin (IMA) levels in study population. **P<0.001

and *P<0.05 compared to normal subjects (BMI <25.0 Kg/m?).



Table 1. Baseline characteristics of study participants.
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BMI BMI BMI
<25.0 Kg/m® 25.0-29.9 Kg/m® >30 Kg/m*

N 75 43 30
Age (years) 523+12.1 55.2+13.0 55.0+11.7
Male (n) 35 18 14
Type 2 diabetes (n) 14 25%* 22%*
Glucose (mmol/L) 54+27 6.0+£2.5 7.8 + 3. 75T
Total cholesterol (mmol/L) 53+1.7 54+18 48+1.2
HDL cholesterol (mmol/L) 1.3+0.4 1.2+0.3 1.1 £0.4*
LDL cholesterol (mmol/L) 33+1.4 35+1.6 3.0£1.2
Triglycerides (mmol/L) 1.7+1.4 1.4+09 1.6 0.7
Malondialdehyde (umol/L) 93+24 10.8£2.9 11.5+2.6*

Data are expressed as means = SD or number of patients. BMI, Body mass index.

#*P<(.001, *P<0.05 compared to normal group (BMI <25.0 Kg/m?).

'p<0.05 compared to overweight group (BMI 25.0-29.9 Kg/m?).
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Abstract

Background: The aim of this study was evaluate the oxidative, inflammatory and endothelial
biomarkers levels in obese subjects and its association with body mass index (BMI), in order
to investigate the role of these biomarkers in the obesity.

Methods: Fasting glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides,
APO A, APO B, urinary albumin, creatinine, glomerular filtration rate, IMA, -SH, AOPP, IL-
6 and NOx were measured in 155 subjects divided according to different BMI.

Results: Fasting glucose, IMA, AOPP, IL-6 and urinary albumin levels were significantly
higher in obese patients. The levels of NOx, however were significantly lower in this
population.

Conclusions: We have shown an increase of IMA, AOPP, IL-6, and urinary albumin,
combined with lower levels of NOx in obese patients, suggesting a possible interplay of

oxidative stress, inflammation and endothelial dysfunction state in the obesity.

Keywords: Oxidative stress; Inflammation; Endothelial dysfunction; Obesity.
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1. Introduction

Obesity has been spread around the world as a chronic metabolic disorder. According
to a recent study, the prevalence of obesity in the Unites States continues high, exceeding
30% of American population in different sex and racial groups (1). The excess of adipose
tissue, determined by the body mass index (BMI), releases several products such as
unesterified fatty acids, cytokines, plasminogen activator inhibitor-1, and adiponectin which
probably exacerbate some associated conditions (2). Insulin resistance, dyslipidaemia,
hypertension and cardiovascular disease are some of these conditions that are possible
contributors to the oxidative stress in obesity (3). Oxidative stress is associated with the
damage of biological structures by reactive oxygen species (ROS) excessive generation and
by the deficiency of antioxidant defense mechanisms (4). Overproduction of ROS may
modify the N-terminal region of the human serum albumin, which plays a vital role in the
efficient antioxidant defense of the organism (5). This change results in ischemia-modified
albumin (IMA), a sensitive marker of ischemia that is also increased in obese and overweight
population, associated to free fatty acid fluxes (6).

The attack of ROS also modifies proteins and amino acids whose results are some
products known as advanced oxidation protein products (AOPP), considered reliable markers
of oxidative stress-induced tissue damage (7). AOPP have some advantages in comparison
with other markers because of their relatively early formation, greater stability and reliability,
as well as their longer life span (8). AOPP seem to be increased in patients suffering from
obesity and diabetes (9). Plasma thiol group (-SH) serves as antioxidant scavenging oxidants
that initiate peroxidation, and is quantitatively the major manifestation of oxidative protein
damage (10).

In particular, reports indicate that oxidative stress is responsible for the increase of the

expression of proinflammatory cytokines, chemokines and cell adhesion molecules (11),
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evidencing an inflammatory state. A key regulator of the inflammatory response is the
interleukin-6 (IL-6), which stimulates synthesis acute phase proteins including C-reactive
protein and fibrinogen (12). The increase of obesity can also be related with endothelial
dysfunction and consequently with an increase of urinary albumin excretion, which is known
as a kidney failure marker, and more recently as a marker for generalized endothelial
dysfunction (13), as well as a prognostic for cardiovascular risk in both diabetic and non-
diabetic subjects (14). Besides the urinary albumin, the nitric oxide (NO) also plays a central
role in the pathogenesis of endothelial cell dysfunction when imbalanced. Superoxide
produced in the vascular wall may inhibit NO-mediated endothelial function by reacting with
NO, forming peroxynitrite, a cytotoxic substance (15). It has been hypothesized that obesity-
related oxidative stress reduces the bioavailability of NO (16), resulting in an impairment of
endothelium-dependent vasodilatation, promoting atherosclerosis.

Thus, considering the fact that obesity is a chronic state that involves diverse pathways
such as oxidative stress, inflammation and endothelial dysfunction, the aim of this study was
to assess the levels of oxidative, inflammatory and endothelial biomarkers in obese subjects as

well as their associations with BMI.

2. Materials and methods
2.1. Study population

This study included 155 volunteers (65 men and 90 women) enrolled in Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brazil from May to July 2010. The subjects were divided into three
groups according to their BMI (calculated as weight in kilograms divided by height in meters
squared). BMI exposure groups were based on standard clinical definitions: normal weight
(18.5-24.9 kg/m?); overweight (25.0-29.9 kg/m?), and obese (>30.0 kg/m?). Exclusion criteria

to avoid unpredictable confounding were history of malignancy, acute illness, fever, and
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infectious or liver diseases. All eligible subjects provided informed written consent and this
protocol was approved by the Human Ethics Committee of the Federal University of Santa

Maria (number 0198.0.243.000-09).

2.2. Laboratory assays

Blood samples were drawn after 12h overnight fasting by venipuncture technique in
Vacutainer” (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium fluoride plus EDTA (gray
top tubes), EDTA (purple top tubes) or no anticoagulant (red top tubes). Blood specimens in
the red top tubes were allowed to clot for 60 min. Blood specimens were routinely centrifuged
at 2500 x g for 15 min and aliquots of serum samples were stored at -20 C for a maximum of
2 weeks before measurement of IMA levels. Plasma with sodium fluoride plus EDTA was
used for the measurement of fasting glucose, while plasma with EDTA was used for the
measurement of AOPP and thiol groups (-SH). Serum was used to assess the levels of total
cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, apolipoprotein A (Apo A),
apolipoprotein B (Apo B), IL6, nitrate/nitrite (NOx), and IMA. All subjects also collected an
early morning urine sample for the assessment of creatinine and urinary albumin. The results
of urinary albumin were expressed as milligrams of albumin per gram of creatinine as a tool
to match the levels of albumin in accordance with the concentration of urine (17).

All assays, except IL-6 and plasma —SH, were performed at Cobas Mira (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) clinical chemistry analyzer using standard methods. AOPP
levels were measured as previously described by Selmeci et al. (18). Serum IMA was
measured by colorimetric assay based on biochemical properties of albumin to bind
exogenous cobalt as previously described (19). NOx was measured as previously described by
Tatsch et al. (20). IL-6 levels were determined by ELISA capture according to the

manufacturer instructions (¢eBIOSCIENCE, San Diego, USA), and plasma —SH levels were
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assayed according to the method previously described by Ellman (21). LDL cholesterol was
estimated by the use of Friedewald equation (22), and glomerular filtration rate was estimated

by the Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) formula (23).

2.3. Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error of the mean (S.E.M). Categorical data
were summarized as percentages, and comparisons among groups were performed with Chi-
square test. Analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison test
was used to determine statistical differences between the BMI groups. Statistical significance
was assumed at P<0.05. Data were analyzed using GraphPad Prism version 4.00 for Windows

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

Baseline characteristics of study participants are described in Table 1. The obese
group had significantly higher levels of fasting glucose and the highest proportion of
hypertension and diabetes mellitus subjects. No significant differences were observed for total
cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, Apo A, Apo B and GFR in the
studied population. AOPP levels in both obese and overweight subjects were significantly
higher, while IMA levels were higher only in the obese group, as shown in Fig. 1. No
significant differences were observed for —SH group. IL-6 levels were significantly higher in
both obese and overweight groups. Urinary albumin levels were significantly higher in the
obese group, while NOx levels were significantly lower in this group, as shown in Fig. 2.
Please add the Table 1 here
Please add the Figure 1 here

Please add the Figure 2 here
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4. Discussion

Obesity is a chronic metabolic disorder considered an important risk factor leading to
the development of health problems, such as diabetes, hypertension, high cholesterol, stroke,
some kinds of cancers, and arthritis (24). We described in this study an association between
oxidative stress, inflammation and endothelial dysfunction and some of their biomarkers in
obese population.

Obesity is related with the oxidative stress through diverse ways, such as
hyperglycemia, increased muscle activity, inadequate antioxidant defenses, lipid oxidizability,
chronic low-grade inflammation, and hypertension (3). In our study a higher percentages of
diabetic and hypertension subjects in the obese population were observed. Hyperglycemia is
one of the most important producers of ROS from proteins, lipids, and nucleic acids (3). One
of the proteins modified is the human serum albumin that plays a vital role as antioxidant.
This change increased the IMA levels, especially in the obesity groups, which is in agreement
with a previous study performed by our team (6). We also observed higher levels of AOPP in
overweight and obese subjects. AOPP are formed during oxidative stress by the reaction of
plasma protein with chlorinated oxidants (25), and have been suggested as a measure of
highly oxidized proteins, especially albumin (18).

The overproduction of ROS is responsible for the increase of the expression of
proinflammatory cytokines, chemokines and cell adhesion molecules (11). One possible
mechanism of the proinflammatory state is that adipocytes in obese patients release high
amounts of IL-6 into the circulation that stimulates the liver production of C-reactive protein
and induces insulin resistance (26), as we had evidenced in our results through the higher IL-6
levels. However, there are some antioxidants such as plasma —SH that act against the
formation of ROS, with the important role of keeping the cellular oxidation-reduction

balance. In obesity there is an increase of protein carbonyl and a decrease of plasma —SH that
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can be a possible mechanism contributor to atherosclerosis, insulin resistance and
hypertension (27). However, in our study plasma —SH levels were not significantly different.
Plasma — SH may show a defense mechanism thus other antioxidants such as ascorbic acid,
alpha-tocopherol, superoxide dismutase and catalase can play the role of antioxidants. Thus,
our results point to the fact that probably other antioxidants, but not just plasma — SH isolated,
could be present and important in obesity.

Oxidative stress is associated with inflammation and consequently with endothelial
dysfunction, well characterized by the urinary albumin, which, in general, is a result from
three mechanisms that involve glomerular endothelial dysfunction, intraglomerular
hypertension and hemodynamic maladjustment, and podocyte injury (13). Increased urinary
albumin excretion rate, even in the range of early microalbuminuria, is associated with
atherosclerotic risk factors such as hypertension, dyslipidemia and obesity (28). As we
observed in the results, urinary albumin levels were higher in obese subjects evidencing a
possible endothelial damage. Another marker related to endothelial dysfunction is the NO that
is a potent regulator of vasomotor tone and an important anti-atherogenic molecule. These
anti-atherogenic effects include the regulation of endothelium-dependent vasodilatation,
inhibition of smooth muscle cell proliferation, and modulation of cellular interactions by
inhibiting cell adhesion (29). However, obesity decreases the bioavailability of NO, probably
due to the fact that oxidative stress induced a decrease in NOx. Superoxide produced in the
vascular wall may inhibit NO-mediated endothelial function by reacting with NO and
producing peroxynitrite, a cytotoxic substance (15). In our study NOx levels were lower in the
obese population, fact that is in agreement with some previous studies (15, 16).

In conclusion, the present study demonstrates that higher concentrations of IMA,
AOPP, IL-6, and urinary albumin, combined with lower levels of NOx are associated with

obesity. Therefore, we can suggest that obesity promotes the raise of oxidative stress,
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inflammation and endothelial dysfunction. However, further studies are required to assess the
interplay of different mechanisms related to obesity, as well as the clinical applicability of

these biomarkers in a larger population.
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Table 1. Baseline characteristics of study population

BMI BMI BMI P-value
<25.0 kg/m*  25.0-29.9 kg/m*  >30.0 kg/m*

N 47 75 33
Age (years) 43.5+2.1 58.1+1.1 59.0£24  <0.001
Male (%) 19.1 57.3 39.4 <0.001
Hypertension (%) 2.1 24.1 63.6 <0.001
Diabetes mellitus (%) 6.3 29.3 66.6 <0.001
Smokers (%) 10.6 2.6 12.1 0.111
Glucose (mmol/L) 50x0.3 56103 6.7+0.5 0.020
GFR (mL/min/1.73m’) 98.3 +5.7 97.6+3.0 91.6 + 4.1 0.577
Total cholesterol (mmol/L) 5.5+0.1 5.8+0.1 5.2+0.1 0.079
LDL cholesterol (mmol/L) 34+0.1 3.6+0.1 3.1+£0.1 0.055
HDL cholesterol (mmol/L) 1.2 +0.06 1.2 £0.03 1.1 £0.06 0.175
Triglycerides (mmol/L) 2.0+0.1 1.8+0.1 1.8+0.1 0.333
Apo A (g/L) 1.6 +0.04 1.5+ 0.04 1.6 £0.05 0.604
Apo B (g/L) 0.9+0.02 0.9 +£0.03 0.9 £0.05 0.734

Data are expressed as mean + SEM.
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5 DISCUSSAO

A obesidade ¢ uma desordem metabolica cronica marcada por hiperglicemia, baixos
niveis de substancias antioxidantes, oxidacdo lipidica, inflamag¢do cronica e hiperleptinemia
(VINCENT et al., 2006), sendo por si s6 um importante fator de risco para doengas como
diabetes, hipertensdo, dislipidemia, infarto, alguns tipos de cancer e artrite (MALNICK et al.,
2006). O estresse oxidativo estd presente na obesidade, assim como a inflamacdo e o dano
endotelial. Por isto, no Artigo I a IMA foi investigada como possivel biomarcador de estresse
oxidativo na obesidade. Em artigos prévios a IMA tem sido relacionada com comorbidades
decorrentes da obesidade, mas ndo com ela propriamente dita. Em situagdes de diabetes,
hipercolesterolemia e sindrome metabolica seu aumento foi significativo (PIWOWAR et al.,
2008; DUARTE et al., 2009; GOTTLIEB et al., 2010). No artigo em questdo os pacientes
foram divididos de acordo com IMC (normais, sobrepeso € obesos) e os marcadores IMA e
MDA, como também o perfil lipidico e a glicose foram determinados por técnicas
previamente testadas. Nos obesos os niveis de glicose, IMA ¢ MDA se elevaram. A
hiperglicemia ¢ responsavel pelos AGE, substancias formadas a partir da oxidagdo de
proteinas, lipidios e dcidos nucléicos, que geram radicais livres e modificam proteinas como a
albumina (VINCENT et al., 2006). Tal modificacdo reduz a capacidade da albumina em se
ligar ao cobalto, produzindo altas concentragdes de IMA (KAEFER et al., 2010). O estresse
oxidativo também afeta os lipidios que sofrem peroxidagdo com subseqiiente formagdo de
MDA. Sabendo-se que a albumina ¢ o principal ligante dos FFA, e estes estdo aumentados na
obesidade, BHAGAVAN et al. (2009) confirmaram uma elevacdo de IMA associada a
elevagdo de FFA durante a necrose aguda do tecido muscular cardiaco. Assim, os altos niveis
de IMA estavam associados ao estresse oxidativo ¢ a elevagao dos fluxos de FFA. De acordo
com o artigo I, provavelmente os EROS e os FFA modificam a albumina produzindo IMA
nos pacientes com sobrepeso e obesos. No entanto, devido ao fato de haver poucos estudos
relacionando IMA na obesidade, estudos adicionais sdo necessarios para relacionar outros
marcadores (FFA, leptina, TNF-a dentre outros) a obesidade, bem como a associagao destes
aos niveis de IMA.

No artigo II, além do estado de estresse oxidativo, os estados inflamatorios e de
disfuncdo endotelial foram abordados em uma populacdo previamente classificada de acordo
com os valores de IMC. Foi observada uma alta percentagem de diabéticos e hipertensos entre

a populagao obesa. A hiperglicemia ¢ uma das principais fontes de EROS (VINCENT et al.,
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2006), sendo responsavel pela modificagao da albumina e formag¢ao de IMA. O aumento de
IMA entre os obesos foi constatado, como previamente descrito no artigo I. Altos valores de
AOPP também foram evidenciados nos grupos com sobrepeso € obesos, destacando o papel
do estresse oxidativo na oxidag¢do de proteinas plasmaticas como a albumina (SELMECI et
al., 2005). A superproducdo de EROS também eleva a expressao de substancias inflamatorias
como as citocinas, quimiocinas ¢ moléculas de adesao celular (LI et al., 2003). Um possivel
mecanismo deste estado ocorre devido a grande produgdo de IL-6, responsdvel pela ativacao
de PCR no figado e também pela indugdo de resisténcia a insulina (PICKUP et al., 1997). No
grupo de obesos foi possivel observar altos niveis de IL-6. Para combater o estresse oxidativo
e a inflamacgdo, alguns antioxidantes como o —SH sdo essenciais. Na obesidade ha um
aumento de proteinas carbonil e redu¢do de —SH, o que pode ser um possivel mecanismo
contribuinte para a aterosclerose, resisténcia a insulina e hipertensdo (UZUN et al., 2007). No
entanto, em nosso estudo tal marcador ndo apresentou variacao significativa entre os grupos,
possivelmente pelo fato de outros antioxidantes como 4acido ascorbico, alfa-tocoferol,
superoxido dismutase e catalase estarem mais atuantes do que os tidis plasmaticos nos
pacientes avaliados neste estudo. Além do estresse oxidativo e inflamagdo, a disfungdo
endotelial também esta presente na obesidade, sendo esta bem caracterizada pela albumintria,
que pode estar associada aos fatores de riscos aterosclerdticos, como hipertensdo e
dislipidemia (TSENG, 2009). A albumina urindria esteve aumentada nos pacientes obesos,
confirmando um possivel dano endotelial. O NO atua na manuten¢ao do tonus vascular e
apresenta acdo anti-aterogénica, sendo também um importante marcador de disfungdo
endotelial. O superoxido produzido nas paredes vasculares pode inibir a funcdo do NO que
reage com o primeiro, formando perdxido nitrito citotoxico (ZOU et al., 2004). Em nosso
estudo os niveis de NOx foram inferiores na populacdo obesa, fato em concordancia com
estudos prévios, uma vez que a obesidade reduz a biodisponibilidade do NO (ZOU et al.,
2004; HIGASHI et al., 2001). Sendo assim o artigo II demonstrou que altas concentragdes de
IMA, AOPP, IL6 e albumina urinaria combinadas com baixos valores de NOx estdao
associados com a obesidade, tal como com o estresse oxidativo, inflamacdo e disfungdo

endotelial.
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6 CONCLUSOES

e Os individuos obesos apresentaram niveis (séricos/plasmaticos) mais elevados de
MDA, IMA e AOPP em comparacdo aos demais individuos do estudo, o que indica a
ocorréncia de uma maior oxidacdo de lipidios e proteinas, especialmente a albumina, na
obesidade.

e Altos niveis de IL-6 foram observados no grupo de obesos, evidenciando um estado
pro-inflamatério superior ao dos demais grupos.

e Os individuos obesos apresentaram uma redug¢do dos niveis séricos de NOx, que
reflete uma menor biodisponibilidade do NO, e um aumento da albuminuria, o que pode estar
associado a uma maior disfun¢do endotelial presente neste grupo.

e Foram observadas alteracdes discretas entre os biomarcadores lipidicos avaliados na
populacdo em estudo, incluindo uma reducdo nos niveis de HDL colesterol no grupo de
individuos obesos (encontrado apenas no artigo I)

e O grupo de individuos obesos apresentou niveis glicémicos mais elevados em
comparag¢ao aos demais grupos, além de uma maior prevaléncia de diabetes mellitus e
hipertensao.

e Os individuos obesos apresentaram alteragcdes relacionadas a processos oxidativos,
inflamatorios e vasculares, o que indica que a avaliacdo de biomarcadores relacionados a estes
processos pode contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na

fisiopatologia da obesidade.
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Objective: We evaluated the levels of ischemia-modified albumin (IMA) and its association with body
mass index (BMI) in patients who are obese.

Design and methods: Fasting glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides,
malondialdehyde, and IMA levels were assessed in 148 subjects.

Results: IMA, malondialdehyde, and fasting glucose levels were significantly higher while the HDL
cholesterol levels were lower in obese population.

Conclusions: IMA levels increase in overweight and obese subjects.

© 2010 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Obesity is a chronic metabolic disorder considered as an important
risk factor leading to the development of health problems, such as
diabetes, hypertension, high cholesterol, stroke, some kinds of
cancers, and arthritis [1]. It is known that these problems have
increased in the world population recently. A recent study in the
Unites States has demonstrated evidence to support this increasing
trend by showing that nearly 30% of the American population is obese,
with a significant variation regarding racial and ethnic groups [2]. The
excess of adipose tissue, determined by the body mass index (BMI),
releases several products such as unesterified fatty acids, cytokines,
plasminogen activator inhibitor-1, and adiponectin, which probably
exacerbate some associated conditions such as insulin resistance,
dyslipidemia, endothelial dysfunction, and cardiovascular disease [3].
Such conditions are possible mechanisms that generate oxidative
stress in obesity [4]. Bad eating habits, sedentary lifestyle, and
stressful life exacerbate this state of imbalance between the free
radicals and the antioxidant defenses contributing to the structural
function changes of some proteins, such as the human serum albumin
(HSA), which plays a vital role in the efficient antioxidant defense of
the organism [5].

* Corresponding author. Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciéncias da
Satide, Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas, Avenida Roraima 1000,
Prédio 26, Sala 1216, 97105-900, Santa Maria, RS, Brazil. Fax: + 55 55 32208018.

E-mail address: rnmoresco@yahoo.com.br (R.N. Moresco).

Overproduction of free radicals may modify the N-terminal region
of HSA generating ischemia-modified albumin (IMA), a sensitive
marker of ischemia that is also increased in diseases associated
with obesity, such as hypercholesterolemia [6], type 2 diabetes [7],
metabolic syndrome [8], and higher amounts of free fatty acids (FFA)
in the body [9]. According to Duarte et al. [6], IMA appears to play the
role of an oxidative stress biomarker.

Therefore, due to the fact that obesity and oxidative stress belong
to an associated event, and based on the fact that albumin may be
modified in situations associated with oxidative stress, the aim of this
study was to evaluate the levels of the novel marker IMA in patients
with obesity as well as its association with BMI.

Methods

This study included 148 volunteers enrolled in Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brazil. The subjects were divided into three groups,
according to their BMI (calculated as weight in kilograms divided by
height in meters squared) rounded to the nearest tenth. BMI exposure
groups were based on standard clinical definitions: normal weight
18.5-24.9 kg/m?; overweight 25.0-29.9 kg/m? and obese >30 kg/m?.
Patients on statin therapy were excluded from this study. All eligible
subjects provided informed written consent and all studies were
conducted in accordance with guidelines approved by the local
research ethics committee (number: 0199.0.243.000-07).

Blood samples were drawn by venipuncture technique into
Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium

0009-9120/% - see front matter © 2010 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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fluoride (gray top tubes), EDTA (purple top tubes) or no anticoagulant
(red top tubes). Blood specimens in red top tubes were allowed to clot
for 60 min. Blood specimens were routinely centrifuged for 15 min at
1500g, and aliquots of serum samples were stored at —20 °C for a
maximum of 2 weeks before measurement of IMA levels. Plasma was
used to measure the levels of fasting glucose, while the fresh serum
was used to assess the levels of total cholesterol, HDL cholesterol,
LDL cholesterol, and triglycerides. All analyses were performed at
Cobas Mira (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) clinical chemistry
analyzer using standard methods. LDL cholesterol was estimated by
the use of Friedewald equation [10]. Serum IMA was measured by a
colorimetric cobalt-albumin binding analysis previously described
[7]. Blood specimens collected with EDTA were used to analyze
plasma malondialdehyde (MDA), a biomarker of lipid peroxidation.
Samples were placed on ice and centrifuged at 1500g for 15 min at
4°C, and plasma MDA levels were measured by high performance
liquid chromatography (HPLC) with visible detection as previously
described [11].

Results are presented as meandstandard deviation (S.D.).
Categorical data were summarized as percentages, and comparisons
among groups were performed with Chi-squared test. Analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey's multiple comparison test were
used to determine statistical differences among the BMI groups.
Pearson correlation was assessed to evaluate the association between
IMA and BMI. Statistical significance was assumed at P<0.05. Data
were analyzed using GraphPad Prism version 4.00 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results

Fasting blood glucose and MDA levels were significantly higher in
the obese population (Table 1). HDL cholesterol levels were lower in
the obese population. No significant differences were observed for
total cholesterol, LDL cholesterol, and triglycerides in the studied
population. Serum IMA levels were significantly higher in overweight
and obese subjects, as shown in Fig. 1. A significant correlation
between IMA and BMI was observed (r=0.340, P<0.001).

Discussion

Obesity is a chronic state that is related with the free radical
production through diverse pathways. Hyperglycemia, increased
muscle activity, inadequate antioxidant defenses, lipid oxidizability,
chronic low-grade inflammation, hypertension, and hyperleptinemia
are some possible contributors to the oxidative stress in obesity [4].
IMA has not been previously correlated directly with oxidative stress
in obesity, and according to findings, it seems a possible marker of this

Table 1
Baseline characteristics of study participants.
BMI BMI BMI
<250 kg/m?  25.0-29.9 kg/m?*  >30 kg/m?
N 75 43 30
Age (years) 5234121 552+13.0 55.0+11.7
Male (n) 35 18 14
Type 2 diabetes (n) 14 25™* 22%*
Glucose (mmol/L) 54+2.7 60425 7.8£3.7%F
Total cholesterol (mmol/L) 53417 54+18 48+1.2
HDL cholesterol (mmol/L) 13404 12403 1.1+£04"
LDL cholesterol (mmol/L) 33+14 35+16 3.0+£12
Triglycerides (mmol/L) 1.7+14 14+09 1.6+0.7
Malondialdehyde (pmol/L) 93+24 10.84+2.9 11.5+£2.6*

Data are expressed as means 4 SD or number of patients. BMI, body mass index.
**P<0.001, *P<0.05 compared to normal group (BMI <25.0 kg/m?).
TP<0.05 compared to overweight group (BMI 25.0-29.9 kg/m?).
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Fig. 1. Serum ischemia-modified albumin (IMA) levels in study population. **P<0.001
and *P<0.05 compared to normal subjects (BMI <25.0 kg/m?).

state. We have previously reported the increase of IMA in metabolic
syndrome [8]. However, to the best of our knowledge, this is the first
report assessing the role of IMA as a marker of oxidative stress in
obesity and its association with BMI.

The obese subjects in our study have showed higher levels of
glucose, IMA, and MDA. Hyperglycemia is related with the advanced
glycosylation end products formed from proteins, lipids, and nucleic
acids that bind with specific cell surface receptors, generating radical
oxidative species [4]. These free radicals affect the albumin ability
to combine with metals such as cobalt, and may promote an increase
of IMA levels [7]. Lipid peroxidation often occurs in response to
enhanced oxidative stress, and MDA is one of the low-molecular
weight end products formed via decomposition of certain primary and
secondary products of cell membrane injury due to lipid peroxidation.

It is known that HSA is the primary binder of fatty acids, commonly
known as FFA, and that plasma concentrations of such acids are
increased in obesity. Bhagavan et al. [9] described that changes in IMA
values during acute muscular heart tissue necrosis are likely to be
caused by reversible conformational changes in HSA associated with
FFA fluxes.

In summary, IMA levels were elevated in obesity associated with
oxidative stress and FFA fluxes. Thus, we postulate that free radicals
and FFA fluxes may modify the HSA and increase the IMA levels in
overweight and obese subjects. However, further studies including
other oxidative stress markers such as dityrosine, advanced oxidation
protein products, and 15-F2t-isoprostane are required to investigate
associations between IMA and other markers, such as its clinical
potential for application as an oxidative stress biomarker in the obese
population.
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