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A obesidade e 0 excesso de peso s&o complexas sindromes clinicas responsaveis por
elevadas taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, pois sao fatores de risco para
o desenvolvimento de Sindrome Metabdlica, Diabetes mellitus, dislipidemia, aterosclerose,
hipertensao arterial, resisténcia a insulina, cancer entre outros. Varios mecanismos podem
contribuir para o excesso de peso e obesidade, incluindo uma produgdo anormal de
adipocinas, o estresse oxidativo, respostas proé-inflamatérias e inflamatérias, polimorfismos,
fatores ambientais e emocionais. O objetivo deste estudo foi investigar potenciais
biomarcadores séricos e salivares e o polimorfismo do gene da Glutationa-S-Transferase P1
(GSTP1) na obesidade adulto jovem. Através de um delineamento transversal foram
selecionados 149 adultos jovens entre 18 e 30 anos de ambos os sexos (54 de peso normal,
27 com sobrepeso e 68 obesos). A antropometria e parametros bioquimicos, inflamatérios,
oxidativos séricos e salivares foram avaliados assim como a frequéncia do polimorfismo
lle'Val do gene do GSTP1. Os individuos obesos apresentaram niveis séricos mais baixos
de antioxidantes, adiponectina, HDL-c e niveis mais elevados de marcadores inflamatérios
(PCR-us, IL-6, resistina, RBP-4, ADA, DPP-IV), peroxidacado lipidica e de parametros
bioquimicos. A atividade salivar da ADA, DPP-IV, a peroxidacao lipidica foram maiores nos
pacientes obesos quando comparados com o grupo de peso normal. Niveis elevados de
resistina, RBP-4, IL-6, ADA, DPP-IV, peroxidagao lipidica e niveis reduzidos de adiponectina
e antioxidantes podem favorecer a inflamacgao e o estresse oxidativo em organismos obesos
e contribuir para a diminuigdo da sensibilidade insulinica, aterosclerose e outras
consequéncias cardiometabdlicas. A atividade da ADA e da DPP-IV, bem como, a
peroxidagao lipidica salivar podem estar relacionados com a regulagédo do metabolismo da
glicose e inflamagdo na obesidade, uma vez que estes sistemas enzimaticos podem
interferir em fungdes do tecido adiposo, através da acéo lipolitica e da reducao dos niveis de
adenosina. A associagao positiva entre o polimorfismo do GSTP1 e obesidade foi
observada, onde o gendtipo GG foi encontrado apenas no grupo obeso e portadores de pelo
menos um alelo G apresentaram 2,4 vezes mais chance de obesidade quando comparados
com o gendtipo AA, indicando que o polimorfismo do gene GSTP1 pode desempenhar um
papel significativo no aumento da susceptibilidade e risco de obesidade. Assim, conclue-se
que os biomarcadores estudados e o polimorfismo do GSTP1 possam ser ferramentes Uteis
na identificacdo de alteragbes envolvidas nos processos inflamatérios e na resisténcia
insulinica presente nos grupos estudados, cuja relevancia clinica é de extrema importancia
na prevengao da obesidade da populagao jovem brasileira.

Palavras-chave: Obesidade. Inflamacdo. Saliva. Polimorfismo. Biomarcadores. Adulto-
Jovem.
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Obesity and overweight are complex clinical syndromes responsible for high morbidity and
mortality throughout the world, as they are risk factors for the development of Metabolic
Syndrome, diabetes mellitus, dyslipidemia, atherosclerosis, hypertension, insulin resistance,
cancer among others. Various mechanisms may contribute to excessive weight and obesity,
including an abnormal production of adipokines, oxidative stress, pro-inflammatory and
inflammatory responses, polymorphisms, emotional and environmental factors. The objective
of this study was to investigate potential serum biomarkers and salivary and gene
polymorphism of glutathione-S-transferase P1 (GSTP1) in young adult obesity. Through a
cross-sectional study were selected 149 young adults between 18 and 30 years of both
sexes (54 of normal weight, 27 overweight and 68 obese). The anthropometric and
biochemical parameters, inflammatory, oxidative serum and saliva were evaluated as
lle'®Val the frequency of the polymorphism of the GSTP1 gene. Obese subjects had lower
serum levels of antioxidants, adiponectin, HDL-C and increased levels of inflammatory
markers (CRP, IL-6, resistin, RBP-4, ADA, DPP-IV), lipid peroxidation and biochemical
parameters. Salivary activity of ADA and DPP-1V, as well as lipid peroxidation were higher in
obese patients when compared with the normal weight group. High levels of resistin, RBP-4,
IL-6, ADA, DPP-VI, lididica peroxidation and reduced levels of adiponectin and antioxidants
can promote inflammation and oxidative stress in obese bodies and contribute to a decrease
in insulin sensitivity, atherosclerosis and other cardiometabolic consequences. The activity of
ADA and DPP-1V, as well as salivary lipid peroxidation may be related to the regulation of
glucose and inflammation in obesity metabolism, since these enzyme systems may interfere
with the adipose tissue functions by lipolytic action and reduction of adenosine levels. The
positive association between the polymorphism of GSTP1 and obesity was observed, the GG
genotype was found only in the obese group and those with at least one G allele had 2.4
times greater risk of obesity compared with the AA genotype. The results indicate that the
polymorphism of the GSTP1 gene may play a significant role in increasing the susceptibility
to and risk of obesity. It concludes that the studied biomarkers and polymorphisms of GSTP1
can be used to identify changes involved in inflammation and insulin resistance which the
clinical relevance is extremely important in preventing obesity of young Brazilian population.

Keywords: Obesity. Inflammation. Saliva. Polymorphism. Biomarkers. Young-Adult.
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APRESENTACAO

O presente trabalho consiste na apresentacdo dos resultados obtidos para
fins de defesa de Tese de Doutorado. Tais resultados sdo apresentados na forma de
um artigo e dois manuscritos. O artigo 1 publicado na revista Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine, o manuscrito 1 submetido a revista Experimental and Clinical
Endocrinology & Diabetes e o0 manuscrito 2 submetido a revista Clinical
Biochemistry.

Este estudo encontra-se organizado da seguinte forma: a primeira parte
refere-se a Introdugdo, Revisdo da Literatura e Objetivos, sendo seguida pelas
segOes Artigo e Manuscritos. As se¢des Materiais e Métodos, Resultados, Discussao
e Referéncias Bibliograficas s&o apresentadas no artigo e nos proprios manuscritos.
Na sequéncia, os itens Discusséo e Conclusdo comentam os resultados obtidos.

As referéncias bibliograficas utilizadas para as citagdes dos itens Introdugéo,

Revisao da Literatura e Discussao finalizam o presente trabalho.



1. INTRODUCAO
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Nos ultimos anos, ocorreu uma modificagdo dos habitos de vida da
populacio, especialmente nos paises em desenvolvimento. A industrializagéo, o tipo
de alimentacdo ingerida, o sedentarismo e a diminuicdo do gasto energético, bem
como, as modificagdes no estilo de vida potencializaram o aumento da obesidade
em todas as faixas etarias (ROSENBAUM; LEIBEL, 2008).

A obesidade é uma doenga multifatorial caracterizada pela deposicao de
gordura anormal ou excessiva no tecido adiposo. Esta caracteristica tem sido
identificada como uma situagao a ser prevenida, principalmente por estar associada
ao desenvolvimento de outras doengas crbnicas, como as cardiovasculares, as
dislipidemias, a hipertensao arterial sistémica (HAS), a resisténcia insulinica (RI), o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e alguns tipos de neoplasias malignas (ACADEMIA
AMERICANA DE PEDIATRIA, 2000; MELO, 2011).

A obesidade é uma condigcao inflamatdria crbénica subclinica associada com
disfungao do sistema imune e aumento do estresse oxidativo (COTTAM et al., 2003;
UZUN et al., 2004). Com o aumento do numero de adipocitos que possuem atividade
secretora ocorre uma producao elevada de adipocinas que promovem a liberacédo de
diferentes mediadores proé-inflamatérios como, por exemplo: interleucina-6 (IL-6),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), componentes do sistema complemento e
proliferagéo leucocitaria (MINER, 2004; COSTA; DUARTE, 2006). Estas substancias
apoés liberadas, estimulam a liberagdo de outros mediadores como o éxido nitrico
(NO) e a Proteina C reativa (PCR). O tecido adiposo expressa e/ou secreta diversas
substancias bioativas, tais como a resistina, a adiponectina, a proteina de ligagéo do
retinol 4 (RBP4) que estdo envolvidas em processos metabdlicos, imunes e
neuroenddcrinos especialmente na Rl e no desenvolvimento de doengas crbnicas
(KERSHAW, 2004; TILG, 2006).

Cerca de 50% dos adolescentes obesos tornam-se adultos obesos e cerca de
1/3 dos adultos obesos ja o eram quando criangas (ROMERO e ZANESCO, 2006).
Estudos realizados em algumas cidades brasileiras mostraram que o sobrepeso e a
obesidade ja atingem 30% ou mais das criangas e adolescentes. Estimativas
indicam que nos proximos anos O Brasil sera o quinto pais no mundo a ter
problemas de obesidade em sua populagédo (WHO, 2012).

O Ministério da Saude e o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) divulgaram dois grandes levantamentos dos numeros do excesso de peso e

obesidade no Brasil, um deles o VIGITEL Brasil 2014 (Vigilancia de Fatores de Risco
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e Protecao para Doencgas Crdnicas por Inquérito Telefénico), mostrou que 52.5% dos
brasileiros estao acima do peso ideal e 17,9% sao obesos. A frequéncia de excesso
de peso é maior entre homens (56,5%) do que entre mulheres (43,5%). O aumento
foi maior entre as faixas etarias de 35-44 e 45-54 anos para o sobre peso e entre as
faixas etarias de 35-44 e 55-64 anos para obesidade, sendo que quanto menor a
escolaridade maiores os indices de sobre peso e obesidade. O outro estudo o POF
(Programa da Organizag&o Familiar) 2008-2009, evidenciou que entre os adultos a
Regiao Sul foi a que apresentou as maiores frequéncias, tanto de excesso de peso
(56,8% de homens, 51,6% de mulheres), quanto de obesidade (15,9% de homens e
19,6% de mulheres) (IBGE, 2009; Ministério da Saude, 2014).

As complicagbes da obesidade surgiam apenas em idades avangadas,
porém, nas ultimas décadas tém-se observado cada vez mais precocemente. Um
exemplo é o DM2, que estda sendo diagnosticado em criangas e adolescentes,
associado ao crescimento da obesidade infantil, ao aumento da gordura visceral e a
menor massa muscular (SHIM et al., 2010).

Evidéncias sugerem que polimorfismos nos genes da Glutationa-S-tranferase,
enzima que pertence a um grupo de multigenes produtores de enzimas
detoxificadoras que defendem as células contra uma ampla variedade de insultos
téxicos, como produtos quimicos e estresse oxidativo, podem contribuir para o
desenvolvimento de DM2. Variagdes individuais nestes genes podem alterar a
eliminagdo de intermediarios toxicos para DNA, podendo aumentar a
susceptibilidade de danos oxidativos nas células B pancreaticas. Um destes
polimorfismos pode ocorrer com o GSTP1 (Glutationa S-Tansferase P1) onde o alelo
A é substituido pelo alelo G no éxon 5, cédon 105, levando a substituicbes de
aminoacidos, e reduzindo desta forma a capacidade da glutationa conjugar espécies
reativas favorecendo a sensibilizacdo das células e o dano celular (WANG et al.,
2006; MAHMOUD et al., 2012).

Diante do aumento descontrolado da obesidade e do sobrepeso e o
surgimento de comorbidades cada vez mais precoces decorrentes destes disturbios,
o objetivo deste estudo foi investigar potenciais biomarcadores séricos e salivares e

o polimorfismo de gene da GSTP1 na obesidade adulto jovem.
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1.1 Obesidade: consideracdes gerais

A obesidade é definida como um excesso de tecido adiposo em relagao a
massa magra, que pode ocorrer de modo regional ou generalizado. Esta doenga
estd cada vez mais comum e sua prevaléncia atinge propor¢des epidémicas. A
obesidade pode ser calculada pelo IMC (indice de Massa Corporal). No adulto, os
valores do IMC para sobrepeso se situam entre 25 e 29,9 kg/m2 e para obesidade,
maiores ou iguais a 30 kg/m? (NIH, 1998). Essas estimativas foram definidas a partir
da relagdo entre o IMC e a morbimortalidade, o que nao pode ser aplicado
facilmente em criancas, porque as complicagdes da obesidade infanto-juvenil sdo
manifestadas com maior frequéncia na vida adulta (WHO, 2012; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

A etiologia da obesidade é multifatorial. Os avangos tecnoldgicos que
ocorreram ap0s a Revolugao Industrial potencializaram o sedentarismo. Além da
diminuicdo das atividades fisicas diarias (BOREHAM, 2001), afetaram também a
qualidade e a quantidade da alimentacdo (BRADY et al., 2000), tanto em criangas e
adolescentes como nos adultos, contribuindo para o aumento na prevaléncia da
obesidade da populagao mundial (SLYPER, 2004).

Varios estudos tém demonstrado que a obesidade esta fortemente associada
a um risco maior de desfechos negativos, sejam cardiovasculares, cancer ou
mortalidade. No estudo National Health and Nutrition Examination Study Il
(NHANES Ill), que envolveu mais de 16 mil participantes, a obesidade foi associada
a um aumento da prevaléncia de DM2, doenca da vesicula biliar, doencga arterial
coronariana (DAC), HAS, osteoartrose e dislipidemia (MELO, 2011).

Condigdes cronicas, como doenca renal, osteoartrose, cancer, DM2, apneia
do sono, doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), HAS e, Doenga Cardio
vascular (DCV), estédo diretamente relacionadas com incapacidade funcional e com a
obesidade. A obesidade acarreta reducado da qualidade e na expectativa de vida e
aumento da mortalidade (BOREHAM, 2001).

Outro fator importante associado a obesidade é a a Sindrome metabdlica
(SM) que tem sido objeto crescente de preocupagdo em todo o mundo, uma vez que
esta relacionada com o aumento do risco de doengas cardiovasculares (LAKKA et
al., 2002). Tal sindrome é caracterizada pela presenga concomitante de dislipidemia,

disturbio da tolerancia a glicose, hipertensao arterial, excesso de peso ou obesidade



20

abdominal, além de outras anormalidades (SBH, 2004). A resisténcia a insulina
parece ser o elo entre as alteragbes presentes na SM a qual pode estar vinculada ao
aumento da deposicéo de gordura visceral (ECKEL, 2005)

O excesso de gordura abdominal € uma parte fundamental da constelagéo de
fatores de risco para SM e esta fortemente associada ao risco de DM2. Uma analise
realizada pelo Dallas Heart Study mostrou que o IMC aumentado esta
significativamente associado a SM em pacientes diabéticos. Estudos em pacientes
com aterosclerose mostraram que a obesidade abdominal foi o componente mais
fortemente associado ao risco do DM2 e dados de estudos europeus determinaram
a associacao entre SM e adiposidade abdominal sendo observado que os pacientes
com SM eram os mais obesos e tinham maior prevaléncia de DM2 do que os
participantes ndo obesos (MELO, 2011).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2008, 1,5 bilhdo de
adultos, com 20 anos ou mais estavam acima do peso (IMC >25 kg/m?). Destes,
mais de 200 milhdes de homens e quase 300 milhdes de mulheres foram
classificados como obesos (IMC=30 kg/m?). As projecdes para 2025 sdo de
aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos apresentem sobrepeso e 700 milhdes com
obesidade (WHO, 2012).

O levantamento mais recente do Ministério da Saude revela novamente que
cresce 0 numero de pessoas com excesso de peso e de obesidade no Brasil,
conforme mostra o grafico 1, mais da metade da populagdo apresenta-se com
excesso de peso e 17,9% sao obesos e que nos ultimos nove anos ocorreu um
aumento de 23% no excesso de peso e obesidade. Dados indicam que a
escolaridade se mostra um forte fator de protecdo entre o publico, pois o percentual
de excesso de peso em pessoas com até oito anos de estudo é de 58,9%, caindo
para 45% nas pessoas com escolaridade de no minimo 12 anos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

Um estudo que acompanhou 6.502 dinamarqueses adultos jovens por 33
anos revelou que adultos jovens obesos tém um risco duas vezes maior de morrer
antes de completar 55 anos, em comparagdo aos que tém um peso normal. De
acordo com a pesquisa, a obesidade esta diretamente relacionada a eventos
cardiometabolicos antes dos 55 anos, incluindo trombose venosa. Os homens jovens
e obesos tiveram ainda riscos quase 30% mais elevados de desenvolver DM2 e de

morrer por problemas cardiovasculares. A obesidade foi associada a riscos 28%
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maiores para problemas de saude. Os riscos para DM2 foram oito vezes maiores,
quatro vezes maiores para tromboembolismo e duas vezes maiores para
hipertensao, infarto do miocardio e morte. O estudo iniciou quando os pacientes
possuiam 22 anos e antes de completar 55 anos de idade, 48% dos homens que
tinham sido diagnosticados como obesos aos 22 anos de idade desenvolveram
algum tipo de patologia, como DM2, hipertensdo, infarto do miocardio, derrame,
trombose venosa ou haviam morrido. Em comparagdo com os homens de peso
normal, os jovens obesos tinham 28% mais riscos de algum problema de saude.
Cada ponto a mais do IMC correspondeu a um risco 5% maior de infarto, 10% maior
de hipertensdo ou presenga de coagulos nas veias e 20% maior de diabetes tipo 2.
(SCHMIDT et al., 2013)

70 = Total EMasculino ©SOFeminino
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s0 | 49,1
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20 - 17,9 17,6 18,2
o
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IMC > 25kg/m? IMC > 30kg/m?2

Grafico 1: Estimativa do excesso de peso e obesidade por género no Brasil. Fonte: Vigitel 2014,
Ministério da Saude (2015).

1.2 Complicacdes da obesidade

A obesidade adulto jovem é considerada um problema de saude publica
porque pode estar associada a doengas cronicas que podem ocorrer ja na juventude
tendendo a persistir na vida adulta, ou entdo manifestar-se na vida adulta, com
grande morbidade e alta mortalidade (LI et al., 2004; LISSAU et al., 2004).

Em obesos, as manifestacdes cardiovasculares mais frequentes sdo a HAS,
encontrada em 11 a 35% dos individuos, as dislipidemias, em 40 a 60% dos casos, a
RI, em 30 a 55% dos obesos (FUJIMURA, 2002; LIMA et al., 2004; SOROF et al.,
2004), a intolerancia a glicose, em 20 a 25 % e o DM2, em 4% dos obesos (SINHA

et al., 2002). Alteragdes no metabolismo da glicose, dos lipidios, 0 aumento da
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resisténcia e a diminuigdo da sensibilidade a insulina, assim como doengas
cardiovasculares, apresentam forte relacdo com a distribuicdo central de tecido
adiposo nos adultos (LARSON et al.,, 1984; KELLEY et al, 2000). De forma
semelhante essa relagcdo pode ser observada em criangcas e adolescentes que
também apresentam distribuicdo de gordura do tipo central (BJOMTORP, 1991).

A obesidade é uma condigdo que altera a diversidade da microbiota intestinal
e, consequentemente e sabe-se que a microbiota intestinal desempenha um
importante papel na modulagéo dos sistemas digestivo, enddcrino e imunologico (DE
SOUZA et al., 2015). A evidéncia de que a composi¢cdo da microbiota intestinal pode
ser diferente em humanos magros e obesos levou a especulacdo de que a
microbiota intestinal pode participar na fisiopatologia da obesidade e por isso
diferentes mecanismos foram propostos para tentar explicar a correlagdo entre a
microbiota intestinal e obesidade. De modo geral foram propostos trés mecanismos
sendo primeiro que consiste no papel da microbiota intestinal na extracédo de
energia de polissacarideos nao digeriveis, o segundo envolve a modulagdo dos
niveis de lipopolissacarideo pela microbiota intestinal, o que desencadeia uma
inflamagao crénica subclinica que acarreta obesidade e diabetes e o terceiro
mecanismo propde que a microbiota intestinal pode induzir a regulagédo de genes do
hospedeiro que modulam como a energia € gasta armazenada (TSUKUMO et al.,
2013)

Estudos como o de Ley et al., (2005) tém associado a microbiota intestinal
com a obesidade, neste estudo foi demonstrado que camundongos ob/ob tinham em
sua microbiota 50% menos bacterioidetes e maior proporgcédo de firmicutes quando
comparados a camundongos magros. Quando estes eram submetidos a dieta para
perda de peso, a sua microbiota se tornava muito similar a dos camundongos
magros. Em um estudo posterior se observou comportamento semelhante em
humanos (LEY et al., 2006).

1.3 Obesidade e Resisténcia insulinica

A insulina participa de varios processos celulares como o metabolismo da
glicose, proteinas e lipidios, crescimento e diferenciagao celular, dentre outros. Uma
das agdes da insulina é aumentar o transporte de glicose nos tecidos muscular e

adiposo, promovendo a translocagao do transportador de glicose 4 (GLUT-4). A
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sinalizagao intracelular da insulina inicia-se com a sua ligacdo ao receptor de
insulina (IR). O IR apresenta atividade tirosina quinase intrinseca e é autofosforilado
quando ligado a insulina. Em sequéncia, o IR fosforila residuos de tirosina de varios
substratos proteicos, incluindo residuos de tirosina do receptor IRS-1 (PESSIN;
SALTIEL, 2000). O IRS-1 fosforilado associa-se com a Fosfatidilinositol-3-quinase
(PI3K) e esta interacao resulta na formacao do segundo mensageiro fosfatidilinositol
(3,4,5)-trifosfato que ativa a proteina quinase B (Akt/PKB) que fosforila e inibe uma
proteina que apresenta um dominio GAP (GTPases activating protein), induzindo a
reorganizagao do citoesqueleto e a translocagdo do GLUT-4 para a membrana da
célula, aumentando assim a captagao de glicose pelas células dos tecidos adiposo e

muscular, conforme mostra a figura 1 (BAUMANN et al., 2000; WATSON e PESSIN,

2007).
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Figura 1: Via de sinalizagao insulinica. Fonte: Adaptado de Taniguchi et al., (2006).

A obesidade pode induzir um estado de RI, que é clinicamente definida como
a reducgao da capacidade de insulina no processo de absorgao de glicose plasmatica
pelas células alvos (adipécitos, musculo estriado e figado) (BUSE, 2006). A Rl induz
um processo cronico de hiperglicemia e hiperinsulinemia, os quais contribuem para
hipertensdo, doencas renais, cardiovasculares e DM2 (BUSE, 2006; HOEHN et al.,
2009).
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As concentragdes plasmaticas dos acidos graxos livres (AGL) que transitam
da veia porta para o figado modulam a sensibilidade insulinica (Sl) e a producéao
hepatica de glicose (CARVALHEIRA et al., 2002). A maior disponibilidade de AGL,
decorrente da maior ingestao de lipidios e da lipdlise visceral, provoca a competigéo
dos acidos graxos e da glicose para serem utilizados pelas células musculares.
Dessa forma, as células utilizam os AGL como substrato preferencial, produzindo um
feedback negativo sobre as glicogendlises muscular e hepatica, resultando em uma
menor necessidade de utilizar e de estocar a glicose. O excesso intramuscular de
acidos graxos também diminui a ativagdo da enzima PI3K, alterando a sinalizagéo
insulinica e provocando a Rl (VIRKAMAKI et al., 2001). Existem também diferencas
genéticas, raciais e de sexo que podem interferir na secregdo e sensibilidade a
insulina (GOLDEN et al., 2012).

O tecido adiposo regula o metabolismo corpéreo liberando AGL e adipocinas,
como a leptina, resistina e citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a e IL-6 (KAHN et
al., 2006). Na obesidade a producdo desses metabdlitos esta alterada associada a
um quadro crénico de inflamagao de baixo grau, que leva a um aumento dos niveis
de citocinas proé-inflamatérias e de produtos adicionais de macroéfagos infiltrados no
tecido adiposo de individuos obesos (KARALIS et al., 2009) (Figura 2). O aumento
da citocina pro-inflamatoria IL-6 em adipdcitos esta associada a diminuicdo da
expressdo do receptor de insulina IRS-1 e do transportador de glicose GLUT-4
(ROTTER et al., 2003).

Existem duas hipoteses principais para explicar o desenvolvimento da RI, no
musculo esquelético, induzida pela obesidade: a inflamagdo de baixo grau e a
sobrecarga lipidica. Ambos os mecanismos promovem a fosforilagdo inibitoria de
IRS-1, através da acdo de quinases, desencadeando a RI. Na hipotese da
obesidade associada a inflamacao de baixo grau, citocinas inflamatdrias liberadas
pelo tecido adiposo, como TNF-a, IL-1B e IL-6 podem se ligar a receptores
especificos na membrana muscular resultando na diminuigdo da entrada de glicose
nas células musculares (TAUBES, 2009). Alguns estudos demonstram essa relagao
entre adipocinas/citocinas e miécitos e o desenvolvimento da Rl (KAMEI et al. 2006;
SELL et al., 2009).
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Figura 2: Quadro conceitual da patogenia da obesidade na etiologia do diabetes. Em vermelho efeito
inibitério. Fonte: KARALIS (2009).

Quanto a sobrecarga lipidica, a nao inibicado da lipdlise que acontece no
tecido adiposo resistente a insulina, aumenta a taxa de acidos graxos plasmaticos
livres. A maior disponibilidade de acidos graxos livres pode aumentar a quantidade
de gordura ectopica em outros locais que néo o tecido adiposo, como no musculo
esquelético, e os metabdlitos desses lipidios estariam envolvidos com o
desenvolvimento da Rl nesse tecido (UNGER e ORCI, 2000; MATOS, 2012). Esses
depdsitos de lipidios geram metabdlitos bioativos como o diacilglicerol e as
ceramidas, que podem ativar a PKC e outras quinases (ITANI et al., 2005). Yu et al.,
(2004) a partir de estudos in vitro e com animais, demonstraram que o aumento das
concentracbes de acidos graxos plasmaticos resultou em aumento das
concentragbes de acil-CoA e diacilglicerol, desencadeando a ativagdo da PKC e
consequente fosforilagao inibitéria do IRS-1.

Além disso, maior quantidade de acidos graxos livres e de citocinas pro-
inflamatdrias plasmaticas presentes na obesidade, podem desencadear a RI, pela
fosforilagao inibitéria do IRS-1, via ativacdo de quinases relacionadas ao estresse.
De fato, em obesos, a Rl correlaciona-se com alteragbes do sistema imune (MATOS,
2012).
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1.4 Adipocinas e obesidade

Os adipdcitos sintetizam e secretam proteinas chamadas adipocinas. Estas
adipocinas sdo capazes de atuar sobre diversos processos fisiologicos e
fisiopatolégicos e sua producdo pode ser regulada por estimulos inflamatérios e
mediante condi¢cdes de hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipdcitos, encontrando-se
alterada em quadros de obesidade e sindrome metabdlica (GUIMARAES et al.,
2007).

1.4.1 Adiponectina

A adiponectina é uma proteina de 244 aminoacidos sintetizada a partir de um
gene localizado no cromossoma 3 (3qg27), secretada por adipécitos e que circula no
plasma (KONDO et al., 2002; BLUHER et al., 2007). Ela representa a proteina mais
abundante secretada pelo tecido adiposo branco (RABE et al., 2008). Seus efeitos
benéficos sdo mediados principalmente por dois receptores celulares de membrana,
os receptores tipo 1 (AdipoR1) e 2 (AdipoR2). Apesar dos receptores da
adiponectina serem encontrados sistemicamente, a importancia da expressao de
seus subtipos varia conforme o tecido estudado, o que também regula a agdo do
hormonio (BLUHER et al., 2007; KOS et al., 2010).

A adiponectina é sintetizada também por midcitos cardiacos e células
musculares esqueléticas e endoteliais. E importante salientar que a adiponecetina
estimula a sensibilidade a insulina e inibe varias etapas do processo inflamatoério
(TILG et al., 2006). No figado, ela inibe a expressdo das enzimas gliconeogénicas e
a taxa de producdo enddgena de glicose, enquanto, no musculo, aumenta o
transporte de glicose e estimula a oxidagcdo dos acidos graxos, contribuindo em
ambos os tecidos para um aumento da sensibilidade insulinica (XU et al., 2003)
(Figura 3).



27

l Resisténcia insulinica

l Gliconeogénese

TECIDO ADIPOSO FIGADO

L1

Adiponectina

o
{ l Resisténcia insulinica
g

S—

MUSCULO

Figura 3: Principais agbes metabdlicas da adiponectina. Fonte: Xu et al., 2003.

Esta adipocina também estimula a degradagcao de acidos graxos e 0 consumo
de energia, em parte via ativagado do receptor nuclear alfa ativado pelo proliferador
de peroxissomo, o que leva a uma diminuigdo do conteudo de triglicerideos dos
musculos esqueléticos e figado, e consequentemente a um aumento da
sensibilidade a acao da insulina in vivo (KADOWAKI et al., 2006). A administracédo
de adiponectina recombinante em roedores resultou em um aumento da captacao de
glicose, e na oxidagdo de acidos graxos no musculo, redugdo da producédo de
glicose hepatica e uma maior sensibilidade a agdo da insulina sistemicamente
(RABE et al., 2008).

Os niveis basais baixos de adiponectina sado fortes preditores do
aparecimento futuro de DM, mesmo apods o ajuste para o peso corporal (MATHER et
al., 2008; LI et al., 2009). Além disso, os baixos niveis plasmaticos de adiponectina
sao um dos mais consistentes preditores da progressao, em curto prazo, de doencga
coronariana aterosclerética em homens e mulheres assintomaticos como mostra na
figura 4 (MAAHS et al., 2005).
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O tecido adiposo, especialmente o visceral, expressa numerosos genes para
proteinas secretadas na circulagdo, entre elas o fator inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1), que funciona como um regulador do sistema fibrinolitico. Em
modelos animais de obesidade, a expressdo do gene relacionado ao PAI-1
encontra-se aumentada. A expansao do tecido adiposo visceral levaria a diminuigao
da adiponectina circulante e também aumentaria os niveis plasmaticos do PAI-1,
assim favorecendo os eventos trombdéticos (FUNAHASHI et al., 1999; GUIMARAES
et al., 2007).

1.4.2 Resistina

A resistina pertence a familia de proteinas ricas em cisteina encontradas nos
locais de inflamagao (STEPPAN et al., 2001). A resistina possui 108 aminoacidos,
peso molecular de 12.5 kDa e suas principais fontes produtoras no ser humano sao
0s mondcitos e os adipdcitos (HEERMSDORFF; MONTEIRO, 2004; GUIMARAES et
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al., 2007). Esta adipocina é expressa, especialmente no tecido adiposo branco e sua
secrecao esta fortemente relacionada a resisténcia insulinica (CARVALHO et al.,
2006; GUIMARAES et al., 2007). Realmente, estudos tem demonstrado que em
humanos a expressao desta adipocina € reduzida nos adipécitos e elevada nos
macrofagos e mondcitos, sugerindo um papel inflamatério importante (FANTUZZI,
2005; COSTA, 2006). De fato,o tecido adiposo visceral expressa 15 vezes mais
resistina que o subcutédneo abdominal e gluteo-femoral (HEERMSDORFF et al.,
2006).

Na obesidade de origem genética e/ou induzida por dieta foi observado niveis
aumentados de resistina, caracterizando a associagcdo de ambas com a resisténcia
insulinica (HEERMSDORFF et al., 2006). Estudos realizados com roedores
demonstraram que a administragdo de anticorpos antiresistina diminuem a glicemia
e melhoram a sensibilidade insulinica. Por outro lado, a administracdo desta
adipocina em roedores resultou em efeitos contrarios, como resisténcia a insulina e
diminuic&o do transporte de glicose induzido pela insulina (JANKE et al., 2002).

Nao foi identificada a expressao genética da resistina em humanos magros,
enquanto que, em alguns estudos com obesos, ela foi identificada, porém nao foi
verificada nenhuma correlagcdo com a massa corporal, adiposidade e resisténcia a
insulina (AZUMA et al., 2003; IQBAL et al., 2005). Outros estudos, no entanto,
demonstram correlagao positiva entre niveis de resistina circulante e o IMC (AZUMA
et al., 2003; DEGAWA-YAMAUCHI et al., 2003).

Niveis elevados de resistina, especialmente quando na presencga de diabetes
ou hipertensao, parecem ser um fator de risco independente para Acidente Vascular
Cerebral (AVC) (OSAWA et al., 2009). Variagdes na concentragao de resistina néo
parecem estar diretamente ligadas a susceptibilidade para o desenvolvimento de
DM2. Porém, a resistina parece desempenhar um papel na patogénese da
obesidade e da RI, podendo ambas contribuirem de forma indireta para a DM2
(GHARIBEH et al., 2010). A resistina parece apresentar efeitos pro-diabéticos, como
inibicdo da atividade dos transportadores de glicose (MOON et al., 2003), supressao
da expressao ou translocagcdo do GLUT-4, bloqueio dos sinais de transducao da
insulina (SHENG et al., 2008), estimulacdo da producédo hepatica de glicose e
liberagdo de AGL do tecido adiposo (PRAVENEC et al., 2006).

A resistina possui grande agao aterogénica pelo aumento da expressao de

moléculas de adesao intercelular e antivascular em células endoteliais vasculares e
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também pelo aumento da atividade do fator NF-k(, sinalizador para indugcdo de
adesao destas moléculas (HERMSDORFF, 2004)

Primeiramente a resistina foi postulada como contribuinte para a RI, no
entanto, estudos indicam, também, que esta adipocina esta envolvida no processo
inflamatério, sendo que, agentes pré-inflamatérios como TNF-a, IL-6 e
lipopolissacarideos podem regular a expressao do gene da resistina (PANG, 2006).

Kunarri et al.,, (2006) demonstraram que fatores inflamatérios sdo mais
importantes na determinacdo da concentracdo plasmatica de resistina do que
valores de glicose e insulina. Além disso, niveis plasmaticos de resistina foram
associados com varios marcadores inflamatérios em condi¢gdes patologicas
(DEGAWA-YAMAUCHI et al., 2003). Quando compara-se individuos sadios, com
individuos com sinais severos de inflamacdo observa-se que estes apresentam
niveis significativamente superiores de resistina, sendo encontrada uma correlagao
positiva entre resistina e outros marcadores inflamatérios como o TNF-a, IL-6, bem
como, com calcificagdo de artéria coronariana, sugerindo que a resistina pode
representar um elo entre os sinais metabdlicos, inflamagéo e aterosclerose (REILLY
et al.,, 2004). Ideia também proposta por Ohmori et al., (2005), que encontraram
associacao entre niveis séricos de resistina e a presenga e severidade de doenca

arterial coronariana e também com resisténcia insulinica.

1.4.3 Proteina de ligagao ao retinol tipo 4 (RBP4)

A RBP4, membro da familia das lipocalinas, € secretado pelos adipécitos,
figado e macréfagos e, além de transportar retinol para o interior dos tecidos
(BROCH et al., 2010), foi demonstrado que niveis elevados de RBP4 podem induzir
a Rl através da alteracdo do transportador GLUT-4, da inibicdo da sinalizacao da
insulina ao nivel do tecido muscular e do aumento da liberagdo de glicose pelo
figado (YANG et al., 2005), bem como pela inibicdo do IRS-1 ao nivel do tecido
adiposo (OST et al., 2007).

Como mostra a figura 5 a secrecdo de RBP4 pelo tecido adiposo
desempenha um papel importante na homeostase da glicose. O aumento da RBP4
derivada do tecido adiposo na circulagdo reduz a entrada de glicose dependente da
insulina pelo tecido muscular mediante a atenuacao da sinalizacdo da insulina nas

células musculares por meio da redugdo da atividade da PKC e fosforilagdo do
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susbtrato 1 do receptor da insulina. Em contrapartida, no figado, a RBP4 nao afeta a
PKC, mas atua aumentando a expressdao da enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, que resulta no aumento da saida da glicose hepatica que eleva a
glicose plasmatica (WOLF e PHIL, 2007).
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Figura 5: Mecanismo de agdo da RBP4 derivada do tecido adiposo no fluxo da glicose no musculo e
no figado. Fonte: Adaptado de Wolf e Phil, 2007.

ULGEN et al, 2010, evidenciou uma correlacdo positiva entre os niveis de
RBP4 com a insulino-resisténcia em pessoas obesas, com intolerancia a glicose e
DM2. Enquanto que Shim et al., 2010, ndo encontraram correlagéo entre o RBP4 e
o indice de Rl . Em doentes submetidos a cirurgia bariatrica, verificou-se uma
reducao acentuada dos niveis de RBP4, o que se correlacionou com a redugao de
gordura visceral (TSCHONER et al., 2008).

Foi documentada uma correlagcéo positiva entre os niveis desta adipocitocina
e o dos triglicéridos (BROCH et al., 2010) e uma associagao negativa com o valor de
colesterol-HDL (SHIM et al., 2010). A administracdo de fibratos parece diminuir a
expressdo de RBP4 no tecido adiposo em pacientes com dislipidemia (WU et al.,
2009), podendo justificar a melhoria da insulino-sensibilidade quando da

administracao deste farmaco.
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1.5 Obesidade e inflamacéao

O tecido adiposo humano € subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e
marrom (TAM). O TAB, localizado perifericamente nas regides subcuténea e
visceral, armazena energia na forma de triglicerideos e participa da regulagdo do
balanco energético mediante processos de lipogénese e lipolise. Histologicamente,
ele é composto por adipocitos, células do sistema imune, tecido conjuntivo, nervoso
e vascular. O TAM, localizado no sistema nervoso central, apresenta funcao
termogénica, € mais vascularizado, possui maior numero de mitocéndrias e diminui
com a idade (FONSECA et al., 2006).

Na obesidade ocorre um processo inflamatério de baixo grau no TAB
(TRAYHURN, 2004), detectado por duas evidéncias cientificas, a elevacéo de
marcadores e citocinas inflamatdrias, bem como, a presenga de macrofagos
infiltrados neste tecido em individuos obesos (BULLO et al., 2003; CANCELLO,
2006).

Atualmente, mais de 50 adipocinas foram identificadas, algumas delas séo
agrupadas em categorias funcionais distintas (Figura 6), mas suas agdes ocorrem de
forma integrada, ocasionando a participagdo do TAB na homeostase energética, na
imunidade, na resposta inflamatoria, na sensibilidade insulinica, na angiogénese e
na pressao sanguinea (TRAYHURN; WOOd, 2004; TILG; MOSCHEN, 2006;
FONSECA et al., 2006).

Apetite e balango energético
Leptina, Apelina
Sensibilidade insulinica e — Metabolismo lipidico
metabolismo glicidico RBP, CETP
Adiponectina, Resistina, S o
Visfatina
» S
Imunidade, inflamagéo e resposta Homeostase vascular, angiogénese
de fase aguda e pressao sanguinea
TNF-a, IL-8, Proteinas do sistema PAIl-1, Fator tecidual, VEGF,
complemento, MCP-1, Haptoglobina, Angiotensinogénio
Metalotioneina, SAA

Figura 6: Principais adipocinas e suas categorias funcionais. TNF-a: Fator de Necrose tumoral alfa;
IL-6: Interleucina-6; MCP-1: Proteina quimioatrativa de mondcitos e macréfagos; SAA: Proteina
amiloide A sérica; RBP: Proteina ligadora de retinol; CETP: Proteina de transferéncia de éster de
colesterol; PAI-1: Inibidor da ativagdo de plasminogénio; VEGF: Fator de crescimento endotelial
vascular. Fonte: LEITE, et al., 2009.
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A elevacao dos marcadores inflamatérios (TNF-a, IL-6, PCR) observados na
obesidade, seria proveniente da producao destes pelos préprios adipocitos e pelos
macroéfagos infiltrados em resposta a hipdxia, como mostra na figura 7. De igual
modo, ha também liberagdo de marcadores inflamatorios em outros érgéaos, muitas
vezes com producao estimulada por fatores secretados no TAB. Como exemplo, a
IL-6, estimula a produgdo da PCR no figado (TRAYHURN; WOOD, 2004;
KERSHAW; FLIER, 2004). Entretanto, a inflamacéo tecidual aparece como resposta

néo so a hipoxia, mas também ao estresse oxidativo (VENDRELL et al., 2010).
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Figura 7. Adipocitocinas e componentes celulares do tecido adiposo. Adaptado de Tilg; Moschen,
(2006).

1.6 Interleucina-6 e Proteina C reativa na obesidade

A IL-6 € uma citocina com multiplas atividades bioldgicas produzida por
diversos tipos celulares como linfécitos T e B ativados, mondcitos, fibroblastos,
células endoteliais e adipdcitos. O tecido adiposo € uma importante fonte de IL-6
para a circulacdo sistémica existindo uma correlagao direta entre producéo de IL-6 e
massa adiposa e havendo evidéncias de que o tecido adiposo visceral seja o maior

responsavel por esta produgdo (MOHAMED-ALI et al., 2001). Conforme
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demonstrado por Bastard et al.,, (2000), uma reducdo da massa adiposa, foi
acompanhada de uma redugao das concentragdes circulantes de IL-6.

A IL-6 suprime a expressao de adiponectina e receptores e sinalizadores de
insulina (ANTUNA-PUENTE, 2008). Guimaraes et al., (2007) sugerem que a IL-6
pode agir de formas distintas, dependendo da sua concentragdo organica, tanto
nos tecidos periféricos quanto no sistema nervoso central, influenciando no peso
corporal, na homeostase energética e na sensibilidade insulinica. As concentragdes
circulantes de IL-6 estdo associadas a RI, IMC (VOZAROVA et al., 2001), risco
aumentado de DCV e ao surgimento do DM2 (PRADHAN et al., 2001). A correlagéo
direta entre as concentragdes circulantes de IL-6 e Rl sugere que a IL-6 pode ser
importante como um regulador local da agdo da insulina ou ainda, como um
hormonio circulante, levando a um aumento da Rl no tecido muscular (BASTARD et
al., 2000). Tal como o TNF-q, a IL-6 possui efeito lipolitico, pois reduz a expressao e
atividade da LPL (TRUJILLO et al., 2004).

Bastard et al., (2000) demonstraram pela primeira vez em humanos que o
tecido adiposo subcutaneo abdominal expressa o receptor de IL-6, 0 que sugere que
esta citocina estaria envolvida em mecanismos de regulagdo paracrinos ou
autécrinos dos adipocitos. Em tecido adiposo de individuos resistentes a insulina,
ficou demonstrado que a expressdao génica da IL-6 encontra-se exacerbada,
exercendo efeitos inibitérios na transcricdo do IRS-1 e do GLUT4 (ROTTER et al.,
2003).

A PCR é a principal mediadora da resposta inflamatéria de fase aguda, e
possui fungdes imuno-reguladoras como o recrutamento e ativagdo do sistema
complemento, o aumento da reatividade leucocitaria, e o estimulo da liberagdo de
citocinas como a IL-1, IL-18, IL-6 e o0 TNF-a (BLACK et al., 2004). Paralelamente a
funcdo de defesa, a PCR, possui também diversas acdes que estariam implicadas
na patogénese de DCV, SM, intolerancia aos carboidratos e DM2 (BULLO et al.,
2003; MATSUBARA et al., 2003; TAN et al., 2003). Além disso, a PCR aumenta a
expressao de moléculas de adesao endotelial, a captagao de LDL colesterol pelos
macrofagos (ZWAKA et al., 2001) e inibe a o&xido-nitrico-sintetase endotelial
(VENUGOPAL et al., 2002). Varios estudos demosntram a correlagéo existente entre
PCR e medidas de obesidade (PIRES et al., 2014; FROTA et al., 2015).
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1.7 Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico € uma importante via de comunicagéo célula-célula,
tendo como molécula sinalizadora o ATP (adenosina trifosfato). Este nucleotideo
estd presente em todas as células e participa da regulagdo de processos
fisiopatolégicos dentre estes resposta imune, inflamacdo, dor, agregacéao
plaquetaria, vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular. A
sinalizagao purinérgica envolve os nucleosideos de adenina, os receptores através
dos quais eles exercem seus efeitos e as ectoenzimas (OLIVEIRA, 2008).

Um importante nucleosideo componente do sistema purinérgico é a
adenosina (ado) que esta envolvida em inumeros processos fisiolégicos. No sistema
cardiovascular a adenosina promove a reducao da pressao arterial em virtude de
sua atividade vasodilatadora (SATO et al., 2005). A adenosina também modula a
liberacdo de neurotransmissores e de citocinas, participa da inibicdo da lipdlise,
(FAN et al., 2003), além de exercer importante papel na modulagdo da agédo da
insulina no metabolismo da glicose em diferentes tecidos. Estudos indicam que em
condigdes hiperglicémicas ocorre uma perturbacdo da homeostase da adenosina, in
vivo e in vitro, o que por sua vez pode estar relacionado com a fung¢ao diminuida
das células imunes (RUTKIEWICZ; GORSKI, 1990; BURKIEWICZ et al., 2006).

A adenosina esta presente em todos os vertebrados, € produzida por
diferentes vias e sua sintese ocorre no meio intra e extracelular. No meio
intracelular, a sua producédo ocorre a partir da atividade da 5’nucleotidase (5'NT)
sobre o 5’-AMP, resultando em adenosina. No meio extracelular, a produg¢ao decorre
da atividade da S-adenosinahomocisteina hidroxilase que converte a S-
adenosinahomocisteina em adenosina. Ambas as adenosinas intra e extracelulares
sdo metabolizadas em inosina pela adenosina desaminase (ADA), como pode ser
observado na figura 8 (LATINI; PEDATA, 2001).
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1.7.1 Adenosina Desaminase

A ADA (figura 9 A e B) € uma enzima amplamente distribuida em plantas,
bactérias, invertebrados, vertebrados, mamiferos e seres humanos (DADDONA,
1981; LUPIDI et al., 1992). Esta metaloenzima participa da degradagéao das purinas
catalisando a desaminagdo da adenosina e da desoxiadenosina em inosina,

desoxiinosina e amonia (figura 10) (OLIVEIRA, 2008).

Figura 9: A) Estrutura da ADA. B) Estrutura Tridimensional da enzima, com o sitio ativo no centro da

estrutura, e as cadeias laterais polares e nao polares em rosa e amarelo, respectivamente. Fonte:
Franco et al., (1998).
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Adenosina desaminase
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A ADA é expressa por duas isoenzimas presentes em trés isoformas: ADA 1,
ADA1+Complexo protéico (ADA1-CD26) e ADA2, e esta presente no citoplasma e
na superficie das células (OLIVEIRA, 2008).

A ADA1 é uma proteina monomérica com massa molecular de
aproximadamente 36 kDa, que desamina eficientemente a adenosina, funcionando
como uma agente modulador dos niveis intra e extracelulares de adenosina e
desoxiadenosina (FRANCO et al., 1998).

A ADA1-CD26, consiste na ADA1 formando um complexo proteico com a
enzima dipeptidil peptidade IV (DPP-IV), com massa molecular de aproximadamente
280 kDa, estando envolvida diretamente na ativacédo dos linfocitos T (BOTA et al.,
2001).

A ADA 2 é uma isoenzima que coexiste com a ADA 1 apenas em mondcitos e
macrofagos, com massa molecular de aproximadamente 100 kDa, apresenta baixa
afinidade pela adenosina e € uma ferramenta importante para o diagndstico de
doencgas inflamatdrias e infecciosas, visto que, a ADA é liberada pelos macrofagos
estimulados pela presenga de microrganismos vivos no seu interior. Além disso,
doencas inflamatdrias e infecciosas promovem a proliferagdo e/ou ativacdo de
células T também produtoras de ADA (TITARENKO et al.,, 2006). Em adicao,
também foram observados aumentos na atividade da enzima em diferentes fluidos
biolégicos (liquidos pleural, pericardico, peritoneal, intra-articular e fluidos
cerebroespinhais) em diversos processos infecciosos. A ADA2 que corresponde
80% da atividade total da enzima, tem sido utilizado para diagndstico de tuberculose
peritonite infecciosa, mononucleose infecciosa, febre tiféide, sinusite, meningite e
AIDS (Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida) (TITARENKO et al., 2006).

Bottini et al., (2004) sugeriu que dois polimorfismos nos alelos ADA*1 e
ADA*2 do gene da ADA estariam associados com diferengas na atividade enzimatica
e poderiam contribuir para o grau de obesidade em pacientes com DM2 (BOTTINI et
al., 2004). Também, estudos recentes demonstraram um aumento da atividade da
ADA em diferentes tipos celulares em individuos com SM e DM2 (DE BONA et al.,
2012; DE BONA et al., 2014).
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1.7.2 Dipeptidil peptidase — IV (DPP-1V)

A enzima DPP-IV também conhecida como CD26, é uma glicoproteina
multifuncional tipo 2, encontrada nas formas solGvel e transmembrana. E uma
exopeptidase que cliva aminoacidos prolina e alanina, na penultima posicdo na
regidao N-terminal de polipeptideos (PACHECO, 2005). Na forma transmembrana, é
expressa como um homodimero na superficie de varias células epitelial, endotelial e
linfoide. Existem relatos de atividade da DPP-IV em soro humano, porém,
correspondem a apenas 5% do total, os outros 95% correspondem atividade da
DPP-IV associada & ADA. A DPP-IV é expressa por células TCD4" ou CD8", e é
aumentada de 5 a 10 vezes com o estimulo de certos antigenos como: interleucina-
2, ou mitogénicos, tais como fitohemaglutinina (DE BONA et al., 2012).

Lamers et al., (2011) mediram a atividade de DPP-IV em individuos obesos e
magros pareados por idade, demonstrando que os individuos obesos sé&o
caracterizados por um aumento significativo da atividade da DPP-IV. Em adicao,
Bellé et al.,, (2012) observou uma correlagdo significativamente positiva entre a

hemoglobina glicada (HbA1.) e a atividade da DPP-IV em pacientes com DM2.

1.8 Obesidade e estresse oxidativo

O estresse oxidativo € um disturbio do equilibrio pré-oxidante/oxidante em
favor do pro-oxidante, levando a dano potencial (HALIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
Dessa maneira, a reducéo dos sistemas de defesas antioxidantes, ou, o aumento da
geragdo de espécies oxidantes, radicalares ou ndo, podem resultar em lesdes
oxidativas em macromoléculas de diversas estruturas celulares, que se nao forem
reparadas, alterardo a funcionalidade de células, tecidos e 6rgaos. Diante disso, o
estresse oxidativo tem sido implicado na obesidade e em varias doengas como DM,
DCV, neurodegenerativas, cancer, bem como no processo de envelhecimento
(HALLIWELL et al., 2000).

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio sdao denominados de EROs, enquanto que os centrados no
nitrogénio sdo denominados de ERNSs. Os principais EROs sao os radicais hidroxila
(OH"), superodxido (O2), peroxila (ROO’) e alcoxila (RO, oxigénio, perdéxido de

hidrogénio (H20;) e acido hipocloroso. O O, apresenta uma baixa capacidade de
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oxidagao, a OH mostra uma pequena capacidade de difusdo e € mais reativo na
indugdo de lesbes nas moléculas celulares e o H,O, é capaz de atravessar a
membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reacdes
enzimaticas. Dentre as ERNs incluem-se o 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N20s),
acido nitroso (HNOy), nitritos (NOy’), nitratos (NO3) e peroxinitritos (ONOO)
(HALIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Varias vias de geragao de estresse oxidativo sdo ativadas pela hiperglicemia
observada no DM associado com a obesidade. A avangada glicosilagcdo de produtos
finais formados de proteinas, lipideos e acidos nucléicos faz com que estes produtos
se liguem a receptores na superficie celular e ativem fatores de transcricdo
intracelulares, como NFk-B. Este ultimo ativa a PKC, o sorbitol e a transcricdo de
moléculas de adesao (VCAM-1 e ICAM-1), sendo que a ativagdo destas moléculas
causa a produgao de EROS (VINCENT e TAYLOR, 2006).

A Producéao de EROS induzida por hiperglicemia crénica é apontada como um
potencial mecanismo molecular que induz complicagdes vasculares em pacientes
diabéticos e/ou obesos. As células [B-pancreaticas expressam niveis baixos de
enzimas anti-oxidantes e tornam-se sensiveis ao estresse citotoxico que leva a
maior risco de danos oxidativos (ROBERTSON et al.,, 2003). Nas células do
endotélio vascular existe uma série de enzimas envolvidas com a producédo de
espécies reativas, como NADPH oxidase, xantina oxidoredutase e NO sintases
(VINCENT e TAYLOR, 2006). Juntamente com o quadro hipertensivo, que é a
comorbidez mais comumente encontrada na obesidade, a concentragao elevada de
LDL na corrente sanguinea do individuo obeso facilita a captacdo das mesmas por
macrofagos ativados, os quais iniciam o processo de lipoperoxidagado, aumentando o
dano oxidativo e promovendo condi¢cdes para o desenvolvimento da aterosclerose
(MOHN et al., 2005; HUI et al., 2012).

O aumento da produgao de citocinas inflamatodrias e de fatores de transcrigao
também pode ser estimulado pelo aumento da glicose plasmatica através do
aumento da atividade da via das hexosaminas, pois o0 aumento da glicose
intracelular tem como consequéncia a metabolizagao final de frutose-6-fosfato a
uridina difosfato-N-acetil glucosamina, resultando em alteragdes patoldgicas na
expressao génica e aumento de citocinas e fatores de transcrigdo (GOLDIN, et al.,
2006).
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1.8.1 Defesas antioxidantes

Os antioxidantes do organismo podem agir neutralizando radicais livres, ou
seja, espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio de forma enzimatica ou né&o
enzimatica. Os principais antioxidantes enzimaticos sdo a Glutationa Peroxidase
(GPx), Catalase, Superdxido Dismutase e os ndo enzimaticos sao a Glutationa
Reduzida (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (ferritina e
transferrina) e &cido diidrolipdico. O organismo também utiliza antioxidantes
provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C),
B-caroteno (vitamina A) e compostos fendlicos com destaque para os flavonodides e
poliflavonoides (HALLIWELL, 2000).

As concentragdes séricas de nutrientes antioxidantes como vitamina E, B-
caroteno, vitamina C, zinco e selénio encontram-se menores em pacientes obesos
(DECSI et al., 1997; VIROONUDOMPHOL et al.,, 2003), estando inversamente
correlacionados com o IMC (KISAKOL et al., 2002). Desta forma, os individuos
obesos possuem menor defesa antioxidante por ingerirem menos nutrientes com
esta propriedade e também por estarem em um processo metabdlico promotor de
especies reativas. Independente da idade ou sexo, os antioxidantes dietéticos sao
utilizados mais rapidamente no obeso para inativar substancias oxidantes do que no
individuo normal. Isto ocorre porque a quantidade de oxidantes na obesidade é
superior, com maior necessidade de antioxidantes para evitar os possiveis danos
(OLUSI, 2002).

A glutationa reduzida é o tiol ndo-protéico mais abundante e € considerada a
primeira defesa antioxidante e o maior tampé&o redox intracelular, por esta razdo é
um bom indicativo do estado redox da célula. Seus grupamentos sulfidrilas (SH)
estdo intimamente ligados ao seu potencial antioxidante, visto que este grupo
desempenha um papel importante no carater doador de elétrons da glutationa, pois
a medida que os elétrons séo perdidos a molécula de GSH se torna oxidada (GSSG)
(KISAKOL et al., 2002). A glutationa apresenta muitas fungdes bioldgicas, dentre
elas a de manter diversos componentes da célula em estado reduzido,
especialmente proteinas e ions ferroso (Fe*") de grupos heme. Também apresenta
capacidade de se ligar com varias drogas, formando metabdlitos que contribuem

para a excregao urinaria ou biliar desses xenobidticos (AFSHARI et al., 2007).
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1.8.1.1 Glutationa S transferase (GST)

As glutationa transferases (GSTs) compreendem uma familia de enzimas
multifuncionais que catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa
(GSH) a compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou um atomo de
enxofre eletrofilico (HAYES, 2005). As GSTs geralmente se encontram no meio
biolégico como homo ou heterodimeros, apresentando dois sitios ativos por dimero
cujas atividades sdo independentes uma da outra. Cada sitio ativo consiste no
minimo de duas regides de ligagao, um para a GSH que é muito especifico para este
tripeptideo, e outro sitio de ligagdo com menor especificidade para os eletrofilos
(DANIELSON, 1985; HAYES et al., 2005).

As GSTs de mamiferos podem ser divididas em trés grandes familias: GST
citossolica, GST mitocondrial e GST microssomal. As duas primeiras compreendem
enzimas soluveis, enquanto que as do tipo microssomal se encontram associadas a
membrana. A peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados presentes nas
membranas celulares resulta na formacdo de eletréfilos, como aldeidos e,
hidroxialdeidos, cetoaldeidos-a, B-insaturados e/ou seus respectivos epoéxidos.
Alguns destes sdo altamente genotdxicos (MARNETT, 2003) e sua formagéao
excessiva pode ser controlada pela agao de GSTs (HURST et al., 1998; PRABHU,
2004). De fato, foi demonstrado que GSTs promovem a adi¢do conjugada da
glutationa a acroleina, crotonaldeido e a outros aldeidos a,B-insaturados (HAYES et
al., 2005). Assim, a atuagdo das GSTs € uma importante estratégia de defesa da
célula contra xenobidticos (HEIJN et al., 1992; MARNETT et al., 2003).

E importante observar que as enzimas GSTs fazem parte de um sistema de
defesa integrado, e que a eficiéncia deste sistema depende da agao combinada de
outras enzimas, como a y-glutamilcisteina sintase e a glutationa sintase, no sentido
de fornecer glutationa, bem como, de transportadores que facilitem a eliminagdo dos
conjugados de GSH, desse modo, a conjugagao de um metabdlito com a GSH é
catalisada pelas GST e consiste em ligar o xenobitético com o GSH enddgeno.
Assim, os conjugados de glutationa podem ser excretados através da bile ou serem
convertidos a acido mercapturico no rim e serem eliminados através da urina
(HAYES, 2005).
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1.9 Genética e Obesidade

Existem implicagbes genéticas no controle do peso corporal sendo que a
programagao e controle genético sao capazes de produzir a manutencgao fisioldgica
de uma determinada quantidade de gordura para cada individuo (VIGUERIE et al.,
2012).

A obesidade do tipo monogénica se desenvolve devido a mutacdo de um
unico gene, que € responsavel por promover acumulo excessivo de gordura
independentemente de interagdo génica ou fatores ambientais. Esse tipo de
obesidade é muito raro e os individuos afetados tém um fendtipo muito grave. Os
sintomas iniciam na infancia, geralmente vém acompanhados de disfungdes
comportamentais, de desenvolvimento e enddcrinas (FAROOQI; O'RAHILLY, 2004).

Ja a obesidade comum que se tornou uma epidemia mundial € vém
requisitando atencdo da comunidade cientifica, € considerada uma doenga de
heranga multifatorial, pois, é influenciada por fatores genéticos e por fatores
ambientais. A quantidade de gordura armazenada nao é simplesmente um
parametro inteiramente pré-determinado geneticamente. Evidéncias indicam que a
obesidade € uma doenga cuja expressao pode ser modulada por numerosos genes
modificadores, que interagem entre si e também interagem com fatores ambientais,
como por exemplo, as escolhas alimentares, atividade fisica e tabagismo (WALLEY
et al., 2012).

Um grande numero de genes e polimorfismos ja foram testados para a
obesidade. Estes genes estdo relacionados a diferentes fungdes tais como o
controle da ingestao alimentar, do gasto de energia, do metabolismo da glicose e de
lipidios e mais recentemente o controle de processos inflamatérios e oxidativos
(RANKINEN et al., 2006). A maioria dos genes, entretanto, pode ser considerada
genes de susceptibilidade, cada um contribuindo com efeitos relativos e agindo em
conjunto para influenciar a expressado do fendtipo da obesidade em ambientes
permissivos (WARDEN; WARDEN, 2001).

A hipotese do “gendtipo econdmico” € a explicagdo que responde por que 0
genoma humano conteria variantes génicas que favorecem o acumulo e a
manutengdo de um nivel excessivo de gordura. De acordo com esta hipdtese,
durante milhdes de anos nossos genes sofreram pressdes evolutivas que

favoreceram alelos que promoviam ganho de peso, uma vez que o0 nosso ambiente
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caracterizava-se pelo acesso restrito a comida. Os individuos geneticamente mais
propensos a ter um comportamento alimentar guloso e/ou armazenar de forma mais
eficiente as calorias ingeridas, teriam uma maior chance de sobreviver aos periodos
de fome e, consequentemente, maior chance de propagar seus genes “econémicos”
(FAROOQI; O’RAHILLY, 2004). No entanto, o ambiente tem a capacidade de
influenciar diretamente na suscetibilidade ao desenvolvimento da obesidade, seja
por meio de habitos e estilo de vida do individuo, seja por indugdo de modificagcbes
epigenéticas. O conhecimento das bases genéticas em conjunto com as influéncias
ambientais que levam a obesidade podera permitir identificar populagdes vulneraveis
e intervir de modo a controlar esta epidemia em geragdes futuras (MOSCA et al.,
2012)

1.10 Gene da Glutationa S-Transferase P1 (GSTP1) e seu polimorfismo

O gene da subfamilia GSTP1 esta localizado no cromossomo 11q13,
contendo 2,8 Kb e 7 exons, sendo responsavel por codificar a isoenzima P1, de 209
aminoacidos, que esta comprovadamente envolvida no metabolismo de compostos
halogenados, moléculas de baixo peso molecular, epdxidos reativos de alguns
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e radicais livres (ANDRADE, 2006).

Um dos polimorfismos estudado da GSTP1 é o que esta envolvido na troca do
nucleotideo adenina (A) pela guanina (G) na posi¢cao +313 do exon 5 resultando na
substituicdo do aminoacido no cdédon 105, de isoleucina (lle) por valina (Val),
conforme mostrado na figura 11. Estes alelos formam trés diferentes gendtipos: A/A,
A/G e G/G (STANILOVA et al., 2007; FRANKO et al., 2008).

Oito categorias distintas de GST que séo altamente soluveis e expressas no
figado ja foram identificadas como a alfa, mu, pi, sigma, teta, kappa, 6mega e zeta.
Varios genes responsaveis pela producdo da GST apresentam polimorfismos
caracteristicos que resultam diretamente em mudancas na quantidade ou atividade
da enzima GST. A Glutationa-S-transferase mu (GSTM1), glutationa-S-transferase
teta (GSTT1), e glutationa-S-transferase pi (GSTP1) e seus polimorfismos tém sido
amplamente estudados e relacionados com diversas patologias (COTTON et al,;
2000).
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Figura 11: O gene da GSTP1 constituido de 7 exons. O polimorfismo ocorre através da troca do
nucleotideo adenina (A) pela guanina (G) no exon 5, resultando na substituicdo do aminoacido
isoleucina por valina na posigao 105. (Adaptado de PARL, 2005).

Uma condicdo importante afetando a expressdo GST € o estresse oxidativo,
geralmente observada no diabetes e nos individuos obesos. O gene que expressa
as enzimas de GST é polimorfico e, portanto, € possivel que as variagdes individuais
nas atividades metabdlicas de cada enzima possam regular a eliminacdo de
intermediarios toxicos e consequentemente podem ser parcialmente responsaveis
pela susceptibilidade a danos nas células B gerado pelo estresse oxidativo (WANG,;
ZHANG, 2006). Um exemplo é o que ocorre com a variante do alelo A da GSTP1
pelo alelo G, no éxon 5 do cédon 105, ou seja, a inversao de uma isoleucina (alelo
A) por uma valina (alelo G) ocasionando a reduc¢do da capacidade conjugativa da
glutationa, permitindo a sensibilizagdo das células por radicas livres mediando danos
celulares (PARL, 2005).

Alguns estudos tém mostrado que as isoformas da GST apresentam
diferengas na especificidade de ligacdo ao substrato e na estabilidade térmica. Tais
alteragdes podem conferir diferentes atividades cataliticas, sendo demonstrado que
o alelo G confere uma atividade catalitica aumentada em sete vezes para
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos diol epdxidos, porém trés vezes menor para
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, quando comparadas com as enzimas codificadas pelo
alelo A (ALI-OSMAN, et al., 1997; HARRIES et al. 1997). Estudos como o de Kvitko
et al. (2006), analisaram uma amostra de descendentes de europeus, oriundo do Rio
Grande do Sul e a distribuicdo encontrada de 52,2% para o gendétipo A/A, 40% para
A/G e 7,8% para G/G. Também, outro estudo com uma amostra de afro-brasileiros
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teve a distribuicdo genotipica de 47,8% para A/A, 42,6% para A/G e 9,6% para G/G
(ROSSINI et al., 2002).

Além disso, a GSTP1 €& conhecida por metabolizar muitos compostos
carcinogénicos, como, por exemplo, o benzopireno diol epdxido (BPDE), um dos
principais metabdlitos carcinogénicos derivados da fumaca do cigarro. Alguns
estudos realizados entre este metabdlito e o alelo G da GSTP1 demonstraram que a
enzima tem sua atividade catalitica reduzida, e com isso, aumenta a susceptibilidade
para o cancer (JOURENKOVA-MIRONOVA et al, 1999; TORRESAN, 2006).
Também, Mahmoud et al., (2012), mostraram que o gendtipo GSTP1 lle/Val pode
desempenhar um papel significativo no desenvolvimento de DM2, e o gene GSTP1

pode ser um marcador util na predicdo de DM2.

1.11 Saliva

A saliva é um fluido biolégico aquoso com multiplas fungdes e claras
implicagdes na saude oral. O fluido oral é constituido principalmente por agua (99%),
e uma mistura de eletrdlitos (sédio, potassio, calcio, cloro, magnésio, bicarbonato e
fosfato), proteinas (incluindo enzimas, imunoglobulinas e outros fatores
antimicrobianos, glicoproteinas da mucosa, vestigios de albumina e varios
polipeptidios e oligopeptidios). Também em menores quantidades, glicose e
produtos nitrogenados (ureia e aménia), como mostra a figura 12 (HUQ et al., 2007;
DE ALMEIDA et al., 2008).

Podemos considerar dois tipos de saliva, o primeiro tipo corresponde a saliva
especifica das glandulas salivares individuais. A saliva € secretada em sua maioria
pelos trés pares de glandulas principais: parétidas (20%), submandibulares (65-70%)
e sublinguais (7-8%). Estas glandulas sdo responsaveis pela produgéo de
aproximadamente 90% do volume total de saliva sendo o restante (<10%) produzido
por uma seérie de glandulas salivares menores, dispersas pela mucosa oral
(GREABU, 2009). A recolha e andlise da saliva produzida por cada uma das
glandulas é especialmente util na detecgao de patologias especificas das glandulas.
Um segundo tipo, a saliva total, corresponde a uma mistura de fluidos orais que
incluem as secregdes das glandulas salivares, juntamente com varios constituintes
de origem nao-salivar, como o fluido crevicular gengival (FCG), secre¢gbes nasais e

bronquiais expectoradas, derivados do sangue provenientes de lesdes orais,
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bactérias e produtos bacterianos, virus, fungos, células epiteliais descamadas,
outros componentes celulares e restos de alimentos submetidos ao processo de
mastigacdo (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; HUQ et al., 2007).

Glandulas salivares:
Agua
Proteinas
Moléculas organicas

Células de revestimento:
Componentes do epitélio

Substancias extrinsecas:
Restos alimentares
Compostos quimicos
Medicamentos

SALIVATOTAL

Outros fluidos:
Secreces nasal e
bronqueal

Sangue e derivados:
Sangramento intraoral
(soro e células)
Exsudato do soro e

células inflamatérias

Microbiota:
Bactérias
Virus
Fungos

Figura 12: Principais componentes da saliva total. Fonte: Humphrey, (2001).

Existem varios processos pelos quais as proteinas do sangue que n&o fazem
parte da composi¢cado normal da saliva podem chegar a esta. Um desses processos &
0 sangramento intra-oral que pode levar soro e células até a saliva. Outro processo
consiste na transferéncia direta a partir do plasma, que ocorre dentro das glandulas
salivares através de mecanismos que incluem vias transcelulares e vias
paracelulares. A via transcelular mais comum é a difusdo simples. Ja a via
paracelular mais frequente é a ultrafiltracdo que ocorre nos complexos juncionais
estreitos, entre as células. Os constituintes do sangue também podem surgir na
saliva através do fluxo do FCG. Dependendo do grau de inflamag&o da gengiva, o
FCG pode ser um transudado sérico ou entdo, mais frequentemente, um exsudato
inflamatdrio que contém componentes séricos (KAUFMAN; LAMSTER, 2002).
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1.11.1 Fatores que interferem no fluxo salivar e na sua composi¢ao

Quando a quantidade de agua corporal € reduzida em 8% o fluxo salivar &
virtualmente eliminado, enquanto a hiperhidratagdo causa um aumento do fluxo
salivar. Na desidratagcdo a concentracdo de proteinas totais € a osmolaridade
aumentam significativamente (WALSH et al., 2004). Outro fator é a postura corporal,
iluminagdo e habitos tabagicos pois, pessoas que permanecem de pé apresentam
maior fluxo salivar, enquanto que pessoas que permanecem mais tempo deitadas
apresentam menor fluxo. A secrecao da saliva ndo estimulada é transitoriamente
aumentada pelo tabaco. Ja foi demonstrado que pessoas que fumam apresentam
maior fluxo estimulado do que n&o fumantes. Evidéncias indicam que estas
circunstancias sdo provocadas, por um lado, pelo efeito irritativo do fumo e, por
outro, pelas alteragbes morfolégicas e funcionais profundas induzidas pela nicotina
nas glandulas salivares (MAIER et al., 1998; DE ALMEIDA et al., 2008).

A quantidade de saliva atinge o seu maximo ao fim da tarde e decresce até
praticamente zero durante a noite. Amostras salivares colhidas pela manha sofrem
menor influéncia do ritmo circadiano. Pela manha elimina-se a contaminacido da
cavidade oral pela ingestdo de alimentos ou liquidos que ocorrem no decorrer do
dia. Além disso, no periodo matinal a limpeza oral pode ser realizada com agua
destilada, eliminando residuos que podem interferir nas dosagens, visto que, a noite
€ um periodo de jejum (DAWES, 1972; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001;
CHIAPPIN, et al., 2007).

Também, inumeras classes de medicamentos podem causar uma redugao no
fluxo salivar e alterar sua composi¢cao. Em especial destacam-se os medicamentos
que apresentam acgao anti-colinérgica, anti-depressivos, ansioliticos, antipsicoticos,
anti-histaminicos e anti-hipertensivos (STACK; PAPAS, 2001; ATKINSON; BAUM,
2010).

Tanto a secrecdo, quanto a composicdo da saliva podem sofrer acao de
exercicios fisicos, especialmente em componentes como imunoglobulinas,
horménios, lactato, varias proteinas e eletrélitos (CHICHARRO et al., 1998; DE
ALMEIDA et al., 2008).

A ingestdo de etanol provoca uma redugdo significativa do fluxo salivar
estimulado e n3o estimulado. E possivel que o consumo crénico de etanol acelere o

envelhecimento das glandulas salivares, além de promover alteracées morfolégicas
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e funcionais que podem levar a um impacto direto no funcionamento destas
glandulas (ATKINSON; BAUM, 2010). Enberg et al.; (2001) mostraram uma
diminuicdo do fluxo salivar de humanos que consumiam etanol, assim como de
calcio, sédio, potassio e fésforo salivares.

Por outro lado, podemos encontrar um fluxo salivar aumentado em diversas
doencas sistémicas como pancreatite, diabetes, insuficiéncia renal, anorexia, bulimia
e doenga celiaca (MAIER et al.,, 1998). Doengas psiquico-emocionais, como a
depressao também sdo acompanhadas de alteragdes bioquimicas salivares, como o
aumento de cortisol e amilase (GRIGORIEV et al., 2003).

Deficiéncias nutricionais também podem influenciar a composicao da saliva e,
consequentemente, alterar as suas fungbes. Apesar do jejum de curta duragéo
reduzir o fluxo salivar, ndo provoca hiposalivacdo uma vez que o fluxo normal é
restabelecido assim que acabar o periodo de jejum (HUMPHREY; WILLIAMSON,
2001; EDGAR et al., 2004).

Em relacdo a idade, os dados da literatura sdo conflitantes, especialmente
porque existem poucos estudos observando o fluxo salivar em idosos saudaveis por
exemplo (PERCIVAL et al.,, 1994). Analises histolégicas demonstraram que com o
avancgar da idade o parénquima das glandulas salivares é substituido gradualmente
por tecido adiposo e tecido fibrovascular, ficando o volume dos acinos reduzido
(AZEVEDO et al., 2005; MOREIRA et al., 2006). No entanto, estudos funcionais em
individuos saudaveis demonstraram que o envelhecimento nao leva
obrigatoriamente a uma redugdo da capacidade das glandulas produzirem saliva
(NAGLER, 2004).

Duas hipoteses podem ser atribuidas as diferencas observadas na secregao
de saliva entre homens e mulheres. Uma, € o tamanho das glandulas salivares que é
menor nas mulheres e a segunda € o padrdo hormonal que nas mulheres pode
provocar uma diminuicdo da secregao de saliva. As mulheres saudaveis, nao
medicadas, apresentam um fluxo salivar (ndo estimulado e estimulado) mais baixo
do que os homens (PERCIVAL, 1994).

1.12 Fungdes da Saliva

A saliva exerce agdes importantes sobre os dentes, a mucosa oral, a comida e

0S microrganismos que colonizam a cavidade oral. A saliva atua sobre o paladar,
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pois dissolve substancias e permite que as papilas gustativas detectem pequenas
variagcbes nos sabores (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; BARRY et al., 2009).
Também a protecédo dos tecidos orais contra agentes agressores € mediada pela
saliva. Isto ocorre devido a existéncia de mucinas responsaveis pela lubrificacéo e
protecado contra desidratacdo. As mucinas também modulam seletivamente a adeséao
dos microrganismos a superficie dos tecidos orais, o que contribui para o controle da
colonizagédo da cavidade oral por bactérias e fungos. Outra fungdo da saliva é sua
capacidade de diluir as substancias e limpar mecanicamente residuos presentes na
boca, tais como bactérias ndo aderentes, restos de células e de alimentos, reduzindo
a disponibilidade de nutrientes para os microrganismos (NAGLER, 2004; BARRY,
2009).

A saliva comporta-se como uma solugdo tampé&o, para proteger a cavidade
oral da colonizagao por microrganismos potencialmente patogénicos neutralizando e
eliminando os acidos produzidos por microrganismos acidogénicos prevenindo a
desmineralizacdo do esmalte dentario através de trés sistemas tampdo: tampao
bicarbonato, tampao fosfato e tamponificagdo por proteinas (BARDOW et al., 2000;
NANCI, 2007).

A saliva desempenha um papel essencial na manutengao da estrutura fisico-
quimica do esmalte dentario modulando a sua remineralizacdo e desmineralizagao
Além disso, a saliva participa do processo mecanico da mastigagcao através da o-
amilase que degrada o amido em maltose, maltotriose e dextrinas. A acao da a-
amilase ¢é limitada a cavidade oral, pois no estbmago ¢ inativa pelo pH e esta enzima
é considerada um bom indicador do funcionamento adequado das glandulas
salivares, uma vez que constitui cerca de 40 a 50% das proteinas por elas
secretadas (EMBERG, 2001; DE ALMEIDA et al., 2008).

As propriedades antimicrobianas da saliva se devem a presenca de proteinas,
dentre elas, a imunoglobulina A (IgA), que funciona como um anticorpo para
antigenos bacterianos e € capaz de agregar bactérias, inibindo a sua aderéncia aos
tecidos orais. Outra substancia importante presente na saliva é a lisozima que
consegue hidrolisar a parede celular de algumas bactérias e, por ter propriedade
catidnica, pode ativar autolisinas que, por sua vez, conseguem destruir componentes
da parede celular de bactérias levando a sua destruigio (HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001).
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Do mesmo modo, a saliva € rica em agentes antioxidantes e pode constituir
a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo mediado por radicais livres. O
mais comum é o acido urico, que constitui aproximadamente 85% de todos os
antioxidantes salivares. A albumina, o a-tocoferol, o 3-caroteno, o acido ascorbico e
a glutationa s&do outros antioxidantes que podem ser encontrados na saliva
(GREABU et al., 2007).

1.12.1 Saliva como amostra bioldgica para diagndstico

Embora a saliva, ao longo da histoéria, tenha sido desprezada na literatura e
vista por muitas como uma amostra a ser rejeitada, pesquisadores estdo cada vez
mais atentos a esta amostra biolégica como um fluido adequado para diagnéstico
seguro e de coleta nao-invasiva. Na atualidade, diversos biomarcadores podem e
estdo sendo detectados e medidos em fluidos orais, visto que ja se sabe que a
saliva pode refletir tanto a saude oral como um estado sistémico do paciente. Esta
ideia desperta uma valiosa oportunidade de realgar a investigagdo conduzida neste
campo ou de expandir a versatilidade da saliva enquanto fluido de diagndstico tanto
de doengas orais como sistémicas (WONG, 2008; CHIELLE et al., 2015). Cientistas
de todo o mundo estdo desenvolvendo estratégias para definir e fundamentar bases
cientificas essenciais para suportar a utilizacdo da saliva como um biofluido de
diagndstico, bem como, desenvolver biossensores capazes de realizar testes
rapidos e eficientes, baseados em saliva, e que possam ser utilizados no ambiente
clinico. Na ultima década, com o desenvolvimento de técnicas de protedmica de alto
rendimento e com maior poder de resolugdao, ocorreu uma explosdo de estudos
dirigidos para o esclarecimento do proteoma salivar (WONG, 2008; HU et al., 2008).
Todos estes trabalhos permitiram identificar, na saliva, varias classes de
biomarcadores com potencial de diagnostico, como mostra a Tabela 1.

Até o momento, a saliva ja foi alvo de estudos visando a sua utilizagdo na
avaliagcao de risco de caries dentarias e na deteccao de varias doencas orais como a
periodontite, cancro oral, doengas das glandulas salivares e doengas sistémicas
como por exemplo, infecgbes virais (HIV, hepatites e Epstein-Barr) (MALAMUD et
al., 2011).

A facilidade de recolha de amostras de saliva providencia uma forma facil de

determinar niveis hormonais, incluindo estrogénio (estradiol), progesterona,
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testosterona, dihidroepiandrosterona e cortisol. Importante salientar que a
identificacdo nao invasiva do estradiol € importante em situagcbes em que se
pretenda ter um indicador que permita avaliar o risco de nascimento prematuro ou de
bebés de baixo peso (WONG, 2008; AUFDENBLATTEN et al., 2009; MALAMUD et
al., 2011).

Tabela 1: Biomarcadores identificados na saliva e suas potenciais utilizagoes.

Classe de Biomarcador Aplicacbes possiveis
ADN Genotipagem comum
Intecgdes bacterianas
Diagnéstico de cancer da cabecga e pescogo
Ciéncias forenses

ARN Identificagao de bactérias/virus
Diagnostico de cancer oral
Proteinas Diagnéstico de periodontite

Diagnéstico de cancer
Susceptibilidade a caries

Mucinas/glicoproteinas Diagnéstico de cancer da cabecga e pescogo
Susceptibilidade a caries

Imunoblobulinas Infecgdes virais (VIH, hepatite Be C

Metabélitos Varias condi¢cdes enddcrinas

Avaliacao do estresse/estado psicolégico
Diagndstico da periodontite
Diagnostico da fibrose cistica

Drogas e seus metabdlicos Monitoragédo do abuso de drogas
Controle de agentes terapéuticos
Virus Reativacdo de virus Epstein-Barr (Mononucleose)
Bactérias Diagndstico de cancer oral
Susceptibilidade a caries
Componentes celulares Diagnéstico de cancer de cabeca e pescocgo

Fonte: Adaptado de Wong, 2008.

A saliva permite também a detecgdo de varias drogas, bem como a sua
quantificacdo, sendo um substituto viavel aos testes sanguineos, sendo atualmente
possivel a detecgdo de drogas de abuso (cocaina, alcool e opiaceos) e a
monitorizagdo terapéutica de farmacos como a digoxina, metadona e alguns
anticonvulsivantes. Além disso, a saliva pode ser util na descoberta das causas
genéticas de doencas, incluindo a determinagdo de fatores de risco genéticos
(WONG, 2008).

Enquanto ferramenta clinica, a saliva apresenta varias vantagens em relagao
ao soro sanguineo: € mais facil de recolher, armazenar e transportar e pode ser
obtida com custos reduzidos em quantidades suficientes para analise. Para os
pacientes, as técnicas de recolha n&o invasivas reduzem drasticamente a ansiedade

e desconforto provocado pela amostragem, simplificando a recolha de amostras de
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forma repetida para monitorizagdo em longo prazo. Para os profissionais, a recolha
de saliva € mais segura do que os testes sanguineos, que podem expor 0Os
prestadores de cuidados de saude a virus como o HIV e o virus da hepatite.
(CAMPO et al., 2006).

A saliva é também mais facil de manusear, para fins de diagndstico, uma vez
que nao coagula, o que reduz o processo de manipulagdo. O diagndstico baseado
em saliva € acessivel, preciso, menos dispendioso e apresenta menos risco para o
paciente e para o profissional de saude comparativamente a metodologias
tradicionais (LEE et al., 2009).

1.12.2 ADA e DPP-IV salivar

Resultados contraditérios foram observados em relagao a determinacao de
ADA salivar. Balwant et al., (2011) observaram que a determinagao salivar da ADA
poderia ser utilizado como uma ferramenta de diagnodstico para a detecgéo precoce
de carcinoma epidermoide de lingua, visto que, estes pacientes apresentaram niveis
significativamente aumentados de ADA salivar quando comparados com controle.
Enquanto que Saracoglu et al., (2005) salientam que embora a atividade da ADA na
saliva de pacientes com cancer bucal foi menor do que a do grupo controle e grupo
com cancer de laringe é muito dificil afirmar a hipétese de que a atividade salivar
desta enzima pode ser utilizada como marcador adicional de diagndstico e
prognostico de cancer como proposto por outros investigadores.

Foi demonstrado o aumento salivar da DPP-IV em doencgas periodontais,
sugerindo que a atividade aumentada da DPP-IV poderia refletir a extensdo da
destruicdo periodontal (PIYAMAS et al., 2009). Em adi¢do, Yuko et al., (2008)
revelam que a DPP-IV na saliva esta presente em vesiculas denominadas
exossomo-like e que possivelmente a atividade desta enzima seria a clivagem da
substancia P e do Peptideo Inibitorio Gastricos (GIP), também encontrados na
saliva, além de outros peptideos. Ressaltam também que a DPP-IV exerceria uma
atividade de regulacao de resposta imune.

Desta forma, considerando-se que o polimorfismo do gene GSTP1 pode
contribuir para o desenvolvimento de obesidade e que a resposta inflamatéria, o
estresse oxidativo e a resisténcia insulinica sao influenciados pela quantidade de

tecido adiposo no organismo, e que a saliva representa uma amostra biolégica
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valiosa no diagnostico e acompanhamento de patologias sistémicas este estudo
objetivou investigar em amostras de soro e/ou saliva, biomarcadores inflamatérios,

oxidativos e de resisténcia insulinica e a interagdo do polimorfismo do gene GSTP1
na obesidade adulto-jovem.
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2. OBJETIVOS



56

2.1 Objetivo Geral

Investigar potenciais biomarcadores séricos e salivares e o polimorfismo de

gene da Glutationa-S-Transferase P1 (GSTP1) na obesidade adulta jovem.

2.2 Objetivos Especificos

L)

Em amostras de saliva de pacientes com peso normal, sobrepeso e

obesidade:

Determinar a atividade da ADA e da DPP-1V;

Avaliar marcadores oxidativos e bioquimicos;

Correlacionar medidas antropométricas de pacientes obesos, com
sobrepeso e com peso normal aos parametros bioquimicos, inflamatérios e
oxidativos determinados em saliva;

Relacionar os parédmetros oxidativos, inflamatérios e de Rl séricos com os

parametros salivares.

Em amostras de soro e sangue total de adultos jovens de peso normal, com

sobrepeso e obesidade:

Verificar a prevaléncia do polimorfismo e a frequéncia alélica do gene
GSTP1 (Glutationa S-transferase P1)

Verificar a prevaléncia de Resisténcia Insulinica.

Investigar a associagcdo das proteinas RBP4, resistina, adiponectina e
obesidade com o polimorfismo do gene GSTP1 no desenvolvimento de RI;
Verificar o comportamento das adipocinas, de marcadores inflamatorios e
oxidativos sobre as principais comorbidades da obesidade;

Correlacionar medidas antropométricas (IMC, Relagao cintura-quadril,
circunferéncia abdominal e do pescogo) com os biomarcadores analisados

e com o polimorfismo do gene GSTP1.
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Abstract

Background: Obesity is the hallmark of the metabolic syn-
drome representing a major global health problem. It is
considered a state of chronic inflammation with minimal
exploration of salivary biomarkers. Thus, the intent of the
present study was to assess the activities of salivary dipep-
tidyl peptidase IV (DPP-IV), adenosine deaminase (ADA)
and lipid peroxidation in obese young and overweight
young subjects.

Methods: ADA, DPP-IV activities and lipid peroxidation
were investigated in saliva, as well as insulin, glucose,
HbA , HOMA and anthropometric measurements in 149
young adults, including 54 with normal weight, 27 over-
weight and 68 obese subjects.

Results: Salivary ADA and DPP-IV activities as well as
lipid peroxidation were higher in patients with obesity
compared to the normal weight group. Correlations
between ADA/DFPP-IV activities, lipid peroxidation/ADA
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Healthy Sciences, Federal University of Santa Maria (UFSM), Santa
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activity, ADA activity/hip circumference and BMI/weight
were observed.

Conclusions: Our results indicate that the increase in the
salivary ADA and DPP-IV activities as well as in the lipid
peroxidation could be related of the regulation to various
aspects of adipose tissue function and inflammatory obe-
sity. It is suggested that these salivary biomarkers may be
used as biochemical test in clinical abnormalities present
in obesity, in the absence of oral inflammatory diseases.

Keywords: adenosine deaminase; dipeptidyl peptidase-Iv;
lipid peroxidation; obesity; saliva.

Introduction

Excessive body fat is a chronic inflammatory disorder
that affects people of all ages and ethnicities. A chronic
low-grade inflammation and an activation of the immune
system are observed in abdominal obesity and may have a
role in the pathogenesis of obesity-related metabolic disor-
ders [1, 2]. It is recognized that the deposition of excessive
fat in adipose tissue in adults is associated with chronic
diseases, such as cardiovascular disease, dyslipidemia,
hypertension, cancer, insulin resistance (IR) and diabetes
mellitus type 2 (DM2). In overweight conditions hemody-
namic alterations and abnormal metabolic parameters
can be present even at very young ages and are silently
climbing toward chronic inflammatory diseases [3].

In obesity the production and release of free fatty acids
(FFA), adipokines and proinflammatory cytokines is asso-
ciated with a chronic case of low-grade inflammation, and
addidonal product infiltrates of macrophages in tissue
leading to a reduction of the expression of insulin recep-
tors [4]. In this scenario, the extracellular concentration of
the endogenous nucleoside adenosine increases rapidly
[5] and can interfere with the biosynthesis of proinflam-
matory cytokines, also reducing the neutrophil functions
[8]. Adenosine deaminase (ADA) (ADA; EC 3.5.4.4) cata-
Iyzes the irreversible deamination of adenosine to inosine
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contributing to the regulation of intracellular and extracel-
lular concentrations of adenosine and is suggested to be an
important enzyme for modulation of insulin bioactivity [7].
It is widely distributed in human tissues and is primarily
associated with T-lymphocyte proliferation [8, 9].

Furthermore, dipeptidyl peptidase-IV (CD26/DPP-1V;
EC 3.4.14.5), is a transmembrane glycoprotein and exo-
protease that cleaves N-terminal dipeptides from various
substrates [8] playing the key role in modification, pro-
cessing, and/or inactivation of peptides, such as peptide
hormones, various chemokines, neuropeptides, and
growth factors [10, 11]. Recent data suggests that DPP-IV
also exerts direct effects, with the ability to induce insulin
resistance in adipocytes and skeletal muscle cells in con-
centrations found in the circulation of overweight and
obese subjects [8]. Also, the association between ADA and
DPP-IV on the T cell surface has been proposed to have
a costimulatory function during T cell antigen receptor—
CD3 complex engagement [12]. Previous studies in our
group observed a significant increase of DPP-IV in lym-
phocytes from patients with metabolic syndrome [13], as
well as an association between HbA _and DPP-IV activity
in DM2 patients [14].

Peroxidation of the lipid membrane has been related
to the pathogenesis of many diseases, such as atheroscle-
rosis, aging, diabetes mellitus and obesity [15]. It has been
suggested that reactive oxygen species (ROS) induce mem-
brane lipid peroxidation with the toxicity of the generated
fatty acids peroxides being important causes of cell mal-
function [18].

The measurement of biomarkers in saliva for the
examination of numerous clinical conditions has
increased over the last decade. In fact, viral infections,
hormonal levels, monitoring drugs of abuse and thera-
peutic drugs, stress assessment and other [17, 18]. In fact,
human saliva is an attractive medium for monitoring and
diagnosing diseases because of its easy and non-invasive
mode of collection and has many advantages over serum,
including the ease of collection, storing, and shipping.
Researchers around the world are developing strategies to
define and explain bases key scientific to support the use
of saliva as a biofluid diagnostic and develop biomarkers
able to perform fast and efficient tests, based on saliva,
and can be used in clinical setting, for systemic diseases,
such as cancer and obesity [17, 19].

Accordingly, whole saliva is an important physiologic
fluid and may have great clinical interest in the exploration
and research of systemic health conditions. Considering
that obesity is thought to be a state of chronic, low-grade
inflammation, with little exploration of the salivary bio-
markers recent studies have found the involvement of
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enzymes of the purinergic system in various diseases [13,
20], the purpose of the present study was to assess the
activities of salivary DPP-IV, ADA and lipid peroxidation
in obese young patients and young overweight patients.
Moreover, correlations were made between the param-
eters evaluated.

Materials and methods
Study population

Participants were recruited from January to August 2013 in Sao Miguel
do Oeste located in south of Brazil. The protocol of the study was
approved by the Ethics Committee of the University of West Santa
Catarina (UNOESC, no. 219.091) and all participants provided writ
ten informed consent. Experiments were performed in 149 subjects. &
total of 54 normal weight subjects with gender-matched healthy vol-
unteers served as a control group (32 females and 22 males). The sub-
jects with increased weight were divided in two subgroups, matching
for sex, age, and body mass index, and were enrolled as follows: 1)
Z7 overweight subjects (17 females and 10 males); 2) 68 obese young
subjects (41 females and 27 males). The participants were non-smok-
ers and were not using any medications, as shown in Table 1.

Anthropometric survey

All measures were taken in the Anthropometry Laboratory at the
University of West Santa Catarina, Sao Miguel do Oeste, SC (Table 1).
Standing height (H, cm) was measured to the nearest 0.1 cm using a
wall-mounted stadiometer (Charder model HM-210D). Weight (W, kg)
was measured to the nearest 0.1 kg using a calibrated electronic scale
(Toledo model 2124). BMI was calculated as W/H? (kg/m?). Waist cir-
cumference (WC), neck circumference (NC) and hip circumference
(HC) was measured in centimeters with a flexible tape to the near
est 0.1 cm. For AC the tape was applied above the iliac crest with the
subject standing with the abdomen relaxed, arms at sides and feet
together. NC for the participant remained in the same position and
tape was placed on half of the neck on the hyoid bone. The percent-
ages of fat and fat weight were determined by bicimpedance (Bio-
dynamics Model 450). Systolic and diastolic pressure (SBF, DBEP)
was measured in the individual after being seated and resting for
10 minutes, with a digital apparatus and were expressed in mmHg.
All measurements were taken on the left side of the body, accord-
ing to standardized procedures by Weiner and Lourie [21]. During the
anthropometric measurements, all participants were barefoot and
clothed appropriately.

Indices and classifications

According to the World Health Organization, underweight was
defined as BMI <18.5 kg/ m’, normal weight as BMI 18.5-24.9 kg/m’,
overweight as BMI 25-29.9 kg/m?, and obesity as a BMI =30 kg/m*
[22], all without comorbidities. According to Gallagher et al. [23]
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Table1 Baseline characteristics of study participants.

Groups

Normal weight Overweight Obese
n 54 27 68
Male/female 22/32 10/17 2741
Age, years 21.0(19.8-24.0) 24.0(21.0-26.0) 25.0(22.0-27.0)
Weight, kg 60.1+9.4 77.247.07 97.7+16.0%*
Height, cm 167.8+7.3 167.0£8.3 166.8+10.5
BMI, kg/m? 20.9(19.3-22.6) 28.1(26.5-28.7)° 34.1(32.4-37.5)**
NC, cm 36.0+4.3 36.0£3.3 38.843.5%*
WC, cm 72.316.8 87.7+6.3% 104.2£13.7%0
HC, cm 95.7+6.2 107.1£5.5° 117.8+B.9%5
SBP, mmHg 120.9+11.7 126.3211.2 136.7£14.2%*
DBR, mmHg 72.0(67.8-80.0) 81.0 (7 3.0-89.0)° 86.0(77.0-93.08°
Body fat, % 25.3 (18.9-28.9) 33.3 (27.4-36.8)7 38.7 (34.8—-41.6)

Fat body mass, kg

14.9 (12.7-17.9)

24.2 (21.0-28.3)

36.1(31.1-40.7)

Data are expressed as means+5D or median (interguartile ranges). Datawere processed for analysis for One-way ANOVA followed by
Tukey's test or Kruskal Wallis test followed by Dunn's Multiple Comparison test. BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; HC,
hip circumference; NC, neck circumference; SBP, systolic blood pressure; WC, waist circumference. *p<0.0001 compared to normalweight

group; "p<0.0001 compared to overweight group.

9% fat =20% (males) and % fat =33% (females) are the cut-points
adopted to define overfatness, corresponding to overweight clas-
sification using BMI in a population of young adults. According
to the National Institute for Health and Clinical Excellence guide-
lines, WC =102 cm for men and =88 cm for women are prerequi-
site risk factors for the diagnosis of the metabolic syndrome, as
WSR =0.5 for both males and females [24].

Saliva sampling

A well defined and standardized protocol was used for collection,
storage, and processing of all the samples under the exactly same
conditions. Unstimulated saliva samples were collected in the morm-
ing after fasting for at least 8 h. Brushing teeth, smoking, eating or
drinking anything but water for at least 60 min prior to sampling
were prohibited. For the collection of salivary samples, patients were
asked to put and keep the cotton swab under tongue for 3 min and
then to place it back directly into the plastic container according to
the manufacture’s instruction (Salivette tubes, Sarstedt, Niimbrecht,
Germany). The collections were made in the laboratory under the
guidance and supervision of researchers. Immediately after collect-
ing the saliva samples were centrifuged for 10 min at 1100 g, frac-
tionated in eppendorf and were stored at —20 °C until analysis [25].
Approximately 200 pL of thawed saliva samples was processed for
enzymatic and biochemical tests. To avoid the effects of protein deg-
radation, the samples that had been thawed were not reused.

Laboratory methods

Enzymatic assays: DPP-IV activity was determined by spectroscopic
quantification of glycyl-prolyl-p-nitroanilide hydrolysis [26]. A 50-uL
sample of specimen was incubated with 200 pL.71 mM glycine/NaOH

(pH 87) and 50 pL 3 mM glycyl-prolyl-p-nitroanilide at 37 °C for
30 min. The reaction was stopped by the addition of 2.7 mL acetate
buffer (pH 4.5), and absorbance was measured at 385 nm. Results
were expressed as the specific activity (U/L). All other chemicals were
obtained from Sigma Chemical Co. (5t. Louis, MO, USA).

ADA activity was determined by commercial kit (Ebram Prod-
ucts Laboratory Ltd.®, SP, Brazil) according with the enzymatic
deamination of adenosine to inosine by kinetic manner. The values
were expressed in UfL.

Biochemical and hormonal measures: The insulin were determined
by electrochemiluminescent immunoassay using an Elecsys 2010 ana-
lyzer (Roche Diagnostics®). Insulin resistance index was calculated
by homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) as
(fasting insulin mIUfL)=(fasting glucose mg/dL)/22.5 and evaluation
of insulin sensitivity (SI), the Quantitative Insulin Sensitivity Check
Index (QUICKI) was used. Glucose concentrations were determined
by using the glucose-oxidase-derived technigue (Labtest Diagnos-
tics*), HbA,_was measured by high performance liquid chromatogra-
phy. Lipid peroxidation was estimated by measuring of thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) according to the method of Lapenna
etal. [27]. The reaction product was measured spectrophotometrically
at 532 nm and the results were expressed in nmol /L.

Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used examine the distribution of
variables. Comparisons of baseline data among the groups were per-
formed using one-way ANOVA followed by Tukey's test or Kruskal-
Wallis test followed by Dunn's multiple comparison test were used
to determine statistical differences among the BMI groups and gen-
der. Pearson's rank correlation analysis was used to determine the
correlations among ADA and DPP-IV activities and anthropometric
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characteristics of the study groups. Statistical significance was
defined as p<0.05. The data were analyzed using Statistica 6.0 soft-
ware (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Results

General characteristics of the study
population

Baseline characteristics of study participants are
described in Table 1. In relation to SBP and DBF, weight,
BMI, circumference of the neck, hip, and waist, body fat
percentage and body fat mass the obese group exhibited a
significant increase (p<0.0001) when compared with the
normal and overweight groups.

Enzymatic assays

Salivary ADA and DPP-IV activities were significantly ele-
vated in the obese group compared to those in the normal
weight (p<0.05) as shown in Figure 1A and B. Significant
differences were not observed between the obese and
overweight groups and between normal and overweight
groups. In relation to gender, no significant differences
were observed between men and women in the salivary
ADA (p=0.195) activity. However, the activity of DPP-IV
was significantly higher in men (6.0 U/L+3.8) than in
women (3.7 U/L+3.1) (p<0.01).

Lipid peroxidation measure

Significant difference (p<0.0001) was found between the
obese groups and normal weight group in TBARS levels
(obese=28.2+11.6 vs. normal weight=20.7+72 mmol/L)
(Figure 1C).

Correlations between analyzed parameters

Correlation analyses were performed between salivary
ADA and DPP-IV activities and anthropometrics param-
eters. A positive correlation was found between ADA
activity the obese group with BMI (r=0.2709; p=0.02),
weight (r=0.2623; p=0.03), hip circumference (r=0.2752;
p=0.02), DPP-IV activity (r=0.3993; p=0.0007) and TBARS
(r=0.2898; p=0.01). The same correlations were performed
in overweight and obese group and no were observed sig-
nificant correlations.

Groups

Groups
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Figure1 Salivary analysis in the population studied.

Data are expressed as means+SD. Data were processed for analysis
by One-way ANOVA followed by Tukey’s test or Kruskal Wallis test
followed by Dunn's Multiple Comparison Test. (&) Salivary ADA
activity. (B) Salivary DPP-IV activity. (C) Salivary lipid peroxidation.
*p<0.05 compared to normal weight group. **p<0.0001 compared
to normal weight group.

Insulin resistance measure

Additionally, the obese group showed a significant
increase insulin, glucose, HbA, = and HOMA (p<0.0001),
when compared to normal weight group. In the same
manner the obese group showed a significant reduction
(p<0.0001) in insulin sensitivity in relation to normal
group (Table 2).

Discussion

The resulis of the present investigation, discovered by us
for the first time indicated that ADA and DPP-IV activities
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Groups
Normal weight Overweight Obese
Glucose, mg/dL 79.616.7 B83.417.2 87.1+10.8°
HbA, , % 4.920.3 5.1x0.3 5.320.4%%
Insulin, pUlfmL 9.5 (6.8-11.5) 11.0 (8.6-14.2) 13.8 (10.3-20.0)*
HOMA-IR index 1.8 (1.3-2.3) 2.2(1.6-3.0) 3.1 (2.0-4.4)

Insulin sensitivity 0.35 (0.34-0.37)

0.34 (0.32-0.36) 0.32 (0.30-0.35)%

Data are expressed as means+50 or median (interquartile ranges). Data were processed for analysis, where one-way ANOVA followed by
Tukey’s test, and Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparison test. *p<0.05; *p<0.0001 compared to normal weight group;

‘p<0.0001 compared to overweight group.

are increased in saliva of obese young adults (Figure 1A
and B) when compared to normal and overweight groups.
Adenosine regulate several aspects of adipose tissue
function including lipolysis and the increases of the sen-
sitivity to insulin in isolated adipocytes [9, 28]. ADA is an
important enzyme that degrades adenosine to inosine,
tightly regulating extracellular concentrations of aden-
osine [29]. In this line, the increase in the ADA activity
found in this study could be a contributing factor to the
insulin sensitivity in obese subjects, as a reduction of Ado
levels would reduce the purinergic input to the transport
of glucose in the adipocytes, tissue insulin dependent.
Also, in adipocytes the ADA activity increases the rate
of depletion of ATP factor that correlates with increased
lipolysis [30] corroborating with the evidences that the

ADA activity may modulate the well established antilipo-
lytic effects of adenosine. Similarly, Kurtul et al. [31] have

shown that ADA activity was significantly increased
in serum of obese subjects compared with non-ocbese
control subjects.

Another important aspect to be discussed is that
DPP-IV is a strong inhibitor of the antilipolytic activity of
neuropeptide Y, which is one of the best peptide substrates
of the enzyme [32]. Therefore, enhanced abundance of
both resident and soluble DPP-1V within adipose tissue
of obese subjects may substantially augment the lipolytic
activity of enlarged adipocytes. As obese subjects are char-
acterized by a significant increase in circulating DPP-V, it
is possible that DPP-IV can interfere in insulin sensitivity
not only on adipose tissue, but also in other insulin sensi-
tive peripheral organs [33]. In this context, DPP-IV activ-
ity may be required for T-cell activation cascade together
with ADA, which has an essential role in the development
of immune responses [34]. Supporting this, a positive cor-
relation between ADA and DPP-IV salivary activities in the
obese group was observed in this study.

Lamers et al. [35] indicated that serum DPP-1V activity
correlates with adipocyte size and all parameters of the

metabolic syndrome; and that adipose tissue explants
from obese subjects release substantially more DPP-IV,
with a prominent decrease after weight reduction. In the
same way, we have also shown in this study that both the
ADA activities increased in the saliva of subjects obese
and this increase is directly correlated with weight, BMI
and hip circumference.

The increased salivary activity of DPP-IV and ADA
in the obese group may be linked with hyperinsulinemic
obesity since insulin, glucose levels, glycosylated hemo-
globin levels and HOMA index were significanitly higher
in the obese subjects, suggesting an important role of the
of ADA and DPP-IV activities in developing IR in obese
individuals.

Chronic hyperglycemia could lead to the stimulation

of DPP-IV activity and is the key promoter of ROS and
advanced production of glycation end products. Thus,

considering that the redox potential is an important deter-
minant of immune cell activity, the DPP-IV acrtivity would
favor the lipid peroxidation [36, 37]. Furthermore, a posi-
tive correlation between the activity of salivary ADA and
the salivary TBARS level in obese subjects, was observed.
This indicates that with the increase in the ADA activity an
increase in deamination of adenosine occurs reducing the
levels of this nucleoside and, consequently, decreasing its
antioxidant capacity favoring increased lipid peroxida-
tion observed in this study.

We would like to mention that despite the interest
ing results of this study, it has limitations. Firstly, the lack
of measurement of ADA and DPP-IV activity in serum is
one of the limitations of the study. Further work is being
structured to verify the correlation between the activi-
ties of these enzymes in serum and saliva. However, our
research group has showed an increase of these enzymes
in serum and lymphocytes from diabetic patients and in
patients with metabolic syndrome, which presented high
BMI [13, 14, 20]. These previous findings support our line
of thought, which suggest that the increased ADA and
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DPP-IV activity in saliva may represent systemic changes
in the samples studied.

In conclusion, we demonstrated alterations in the
salivary ADA and DPP IV activities, as well as in the lipid
peroxidation levels in obese subjects, suggesting that
these alterations are very important in the inflammatory
status observed in the individuals with excessive weight.
These results support the view that these parameters can
be used with biomarkers that demonsirate clinical abnor-
malities of obesity, since these enzymatic systems regulate
functions in adipose tissue related to glucose metabolism
and inflammation. The responses observed in the groups
tested also indicate that the increase of salivary ADA activ-
ity is directly correlated with the BMI and weight indicat-
ing insulin resistance in the obese group. These findings
open a new perspective of the biomarkers being used as
a biochemical test for rapid preliminary evaluation of
obesity.
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ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the association between Glutathione S-
transferase P1 (GSTP1) gene polymorphism with obesity and markers of
cardiometabolic risk. A cross-sectional study was carried out in individuals aged =
18 and <30 years. The study included 54 normal weight, 27 overweight and 68
obese volunteers. Anthropometric measurements and biochemical parameters
were evaluated, the DNA was extracted from blood samples and polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was used to
measure GSTP1 lle'®Vval gene polymorphism of the study participants. Also,
biochemical analysis and hormone assays were carried out. A positive association
between GSTP1 polymorphism and obesity was observed on subjects carrying at
least one G allele (AG and GG). GG genotype was found only in the obese group.
The G allele carriers presented 2.4 times higher chance of obesity when compared
to those with the AA genotype. These results were independent of sex and age.
We suggest that the GSTP1 gene polymorphism may play a significant role in the
increase of susceptibility of obesity and contribute to identify the cardiovascular risk

in young adults.

Keywords: Obesity — Glutathione — polymorphism — biomarkers - cardiometabolic
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CDNB - 1-chloro-2,4dinitrobenzene
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INTRODUCTION

The oxidative stress is suggested as a prominent factor associated to
obesity contributing in many pathological processes such as atherosclerotic
disease, diabetes and cancer [1]. Obesity is characterized by the deposition of
abnormal or excessive fat in adipose tissue and relates to the possibility of
numerous metabolic damages associated with oxidative stress [2]. In fact, in
vascular endothelial cell exists a number of enzymes involved in the production of
reactive species [3], which along with the frame hypertensive comorbidity
commonly found in obesity, favors the uptake, internalization of LDL-cholesterol by
activated macrophages beginning the process of lipid peroxidation increasing the
oxidative damage and promoting conditions for the development of atherosclerosis
[4].

One of the system defenses against the harmful effects of oxidative stress in
the body is the activity of the enzyme glutathione S-transferase (GSTs - EC:
2.5.1.18). This enzyme belongs to a group of multigene detoxification enzymes,
which protect cells against a wide variety of toxic insults of chemicals products,
metabolites, and oxidative stress, because catalyze the conjugation these
compounds with glutathione, decreasing toxic effects of oxidative stress on cellular
macromolecules [5].

The gene that expressing the GST enzymes are polymorphic, therefore it is
possible that individual variations affecting the production and metabolic activities
of GST enzyme may interfere in elimination of intermediates toxic. The decrease in
GST efficacy, contributes to impair the ability of the defense antioxidant being
consequently may be associated with development of DM2 [6].

Previous genetic investigations suggested that the variant allele at the GSTP1
allele G in codon 105 of exon 5, or reversing an isoleucine (allele A) by a valine
(allele G) leads to the affect the conjugative ability of reducing glutathione. In this
case, the G allele decreases the GST enzymatic efficiency, which decreases the
antioxidant capacity and increase the oxidative stress and subsequent cellular
damage. In addition, significant differences in the frequency of the genotype
(Isoleucina'®Valina) between healthy patients and the diabetic control group were

observed, corroborating the hypothesis that allele G (Valine) of GSTP1 would have
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a major role in the predisposition to DM2 [7]. Other investigations also
demonstrated an association between GSTP1 gene polymorphism and several
chronic diseases, such as cancer [8,9], coronary artery disease [10] and cystic
fibrosis [11].

Few studies have addressed the role of this polymorphism in diabetes and
are no studies exist in obese volunteers correlating the polymorphism of this gene
with the development of complications associated with obesity. Therefore, the
present study was conducted to evaluate the polymorphism of the GSTP1 gene in
subjects normal weight, overweight and obese to investigate the association of this
polymorphism with the susceptibility to the development of obesity and comparison

of the variants with anthropometric measurements and serum biomarkers.

MATERIALS AND METHODS
Study design and Study Population

This study is characterized by a cross-sectional study, measurements were made
in a single moment, and there is therefore a follow-up of individuals. Participants
were recruited at January to August 2013 in Sdo Miguel do Oeste city Santa
Catarina State located in southern Brazilian Region. The patients were recruited
from basic health units. The protocol of the study was approved by the Ethics
Committee of the University of West Santa Catarina (UNOESC - n° 219.091) and
all participants provided written informed consent. The volunteers were classified
according to the criteria established by the World Health Organization, 2000 [12],
based on BMI and waist circumference (WC) in normal weight (BMI 18.5-24.9
kg/m?), overweight (BMI 25-29,9 kg/m?) and obese (=30 kg/m?) and by central
obesity defined as a WC 2102 cm for men and =88 cm for women. The groups
studied included 149 subjects: 54 normal weight subjects and gender-matched
healthy volunteers served as control group (32 females and 22 males). The
subjects with increased weight were divided in two subgroups, matched for sex,
age, and body mass index, and were enrolled as follows: 1) 27 overweight subjects
(17 females and 10 males); 2) 68 obese young subjects (41 females and 27

males). The participants were non-smokers and were not taking any medications.
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We selected all obese, overweight and non-obese healthy subjects without
previous diseases such as DM, coronary, stroke, neoplasias, other diseases, or
dysfunctions that could influence the obese state and genotype distribution. We
excluded subjects under the age of 18 years and more than 30 years, individuals
who smoked and who have some previous illness, or who used continuous

medication.

Anthropometric survey

All measures were taken in the Anthropometry Laboratory at UNOESC. Standing
height (H, cm) was measured to the nearest 0.1 cm using a wall-mounted
stadiometer (Charder, model HM-210D). Weight (W, kg) was measured to the
nearest 0.1 kg using a calibrated electronic scale (Toledo, model 2124). BMI was
calculated as W/H? (kg/m?). Waist Circumference (WC), neck circumference (NC)
and hip circumference (HC) were measured in centimeters with a flexible tape to
the nearest 0.1 cm. For WC the tape was applied above the iliac crest with the
subject standing with the abdomen relaxed and arms at your sides and your feet
together. NC for the participant remained in the same position and tape was placed
on half of the neck on the hyoid bone. The percentage of fat and fat weight were
determined by bioimpedance (Equipment Bioimpedance Model 450,
Biodynamics®). Systolic blood pressure (SBP) and diastolic (DBP) were measured
in individual seated after 10 minutes of rest, with a digital apparatus and were
expressed in mmHg. All measurements were taken on the left side of the body,
according to standardized procedures by Weiner and Lourie, 1981 [13]. During the
anthropometric measurements, all participants were barefoot and clothed

appropriately.
Laboratory analysis

Genotyping of GSTP1 polymorphism (lle*®*Val): Blood samples (5-10mL) from
each individual were collected in EDTA. Genomic DNA was isolated using the
salting out technique, slightly modified [14,15]. The PCR assay for the
polymorphisms in GSTP1-105 was performed as described previously [7], with
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slight modifications, containing 10 pmol of each primer P105F (5-ACC CCA GGG
CTC TAT GGG AA-3’) and P105R (5’-TGA GGG CAC AAGAAG CCC CT-3), 100
ng of genomic DNA, 1.25 mM MgCl,, PCR buffer (20 mMTris-HCI pH 8.8, 100
mMKCI), 0,2 mM of dNTPs, 4% (v/v) DMSO and 2U of Taq DNA Polymerase, in a
total volume of 25 ul. Initial denaturation was carried out at 94°C for 5 min. The
reaction involved 35 cycles of incubation at 94°C (40 s), 58°C (40 s), and 72°C (40
s). The final polymerization step of 72°C for 5 min was carried out to complete the
elongation processes. After the confirmation of an amplified fragment of the
expected size (176 bp) on an agarose gel, the PCR products were digested with 5
U of restriction enzyme Alw26l. DNA fragments were submitted to electrophoresis
through a 1.5% (w/v) agarose gel and stained with ethidium bromide (10 mg/ml).

Fragments were compared to 100bp DNA ladder.

Biochemical Analysis and Hormone Assays: For determination of biochemical and
hormonal assays were used serum and whole blood (EDTA). Insulin and C-
reactive  protein  high  sensitive  (hs-CRP) were  determined by
electrochemiluminescent immunoassay using an Elecsys 2010 analyzer (Roche
diagnostics®). The concentration of glucose, cholesterol, triglycerides, HDL-
cholesterol were measured with reagents brand diagnostic Labtest Diagnostics®
according to manufacturer, all analyses were performed at Cobas Mira (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) clinical chemistry analyzer using standard
methods. HbA. was measured by HPLC (Tosoh 2.2 Plus A1C, Tosoh Corporation,
Tokyo, Japan), method certified by the National Glycohemoglobin Standadization
Program and is standardized by the International Federation of Clinical Chemistry.
The total serum GST activity was determined by a photometric method. GST
activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm with the standard substrate
(1-chloro-2,4-dinitrobenzene, CDNB) and co-substrate (reduced glutathione, GSH),
using kit of brand Sigma Aldrich®. Lipid peroxidation was estimated by measuring
of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) according to the method of
Lapenna et al., (2001)[16]. Levels sulfhydryl groups of protein and non-protein
according Boyne and Ellman, (1972) [17]. LDL-cholesterol was calculated using the
Friedewald formula. Insulin resistance index was calculated by homeostasis model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) as (fasting insulin mIU/L) x (fasting

glucose mg/dL)/22.5 and evaluation of Insulin Sensitivity (Sl), the index QUICKI
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(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) was used, according to Katz et al
2000 [18].

Statistical Analysis

The results were expressed by frequency (%) or mean + standard deviation (SD)
and median according to variable analyzed. The association between obesity and
other cardiometabolic risks and GSTP1 polymorphism genotypes and alleles were
tested using y analyses. Comparison among genotypes of quantitative variables
was analyzed by One way analysis of variance followed by Bonferroni post hoc
test. Multivariate analysis was performed to analyze the possible intervenient
effects (sex and age) on association between GSTP1 genotypes and obesity and
other biomarkers by logistic regression (Backward stepwise Wald method). We
also calculated the odds ratio values and 95% confidence intervals. The alpha
value considered was set at 0.05, and all p values were two-tailed. Data analysis

was performed using SPSS software (version 19.0).

RESULTS
General characteristics of the study population

Baseline characteristics of study participants are described in Table 1. As
expected, systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP),
weight, body mass index (BMI), neck, hip, and waist circumference, body fat
percentage and body fat mass were higher in obese when compared to normal
weight subjects (p<0.0001).

The biochemical profiles of groups are shown in Table 2 and Figures 1 and 2.
The mean GST, triglycerides, cholesterol, LDL, glucose, HbA;., insulin, HOMA,
insulin sensitivity, TBARS and hs-CRP were significantly higher in the obese group
when compared with the normal weight group. In the same way, we observed a
significant reduction in HDL and SH groups in the obese group in relation to normal

weight group.
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GSTP1 alleles frequency in study groups

Genotype and allele 1le'®ValGSTP1 polymorphism frequencies were
determined and presented in Figure 3 and Figure 4.The distribution of genotype
frequencies in the study group was given as follows: AA normal weight (23-47.9%),
overweight (10-20.8%), obese (15-31.3%); AG in normal weight (31-32.6%),
overweight (17-17.9%), obese (47-49.5%); GG normal weight (0-0%), overweight (O-
0%), obese (6-100%). A positive association between lle'®Val GSTP1 genotypes
and obesity was observed, since a higher G frequency was documented in the
obese group (x* = 11.975, P = 0.01).

The odds ratio related to the association between allele G and obesity was
calculated (2.426 95% CI: 1.177-5.013) and the results indicating that subjects
having at least one G allele (AG and GG) have 2.4 times greater chance of obesity
compared to those with the AA genotype. We observed that the G allele is
associated in obesity with dose-dependent phenotypic effect. Multivariate logistic
regression indicates that the association between G allele and obesity was
independent of sex and age (P = 0.691).

Additional analyses comparing some anthropometric and biochemica
variables (Tables 3, 4) to different GSTP1 genotypes display a strong interaction
with anthropometric variables and a weak interaction with biochemical parameters.
The subjects carrying GG genotype presented a higher percentage of weight, BMI,
neck, waist and hip circumference, fat body mass, Systolic blood pressure and

higher levels HbA . than individuals with other genotypes.

DISCUSSION

There are several studies dealing with GSTP1 polymorphism in various
diseases [7, 8,19,20] but no studies exist addressing the role of GSTP1 gene
polymorphism with obesity in young adults. The results described here showed a
positive association between obesity and lle'®Val GSTP1 gene polymorphism in a
young obese population, with a strong interaction with anthropometrics variables
and a weak interaction with biological variables related to cardiovascular risk. To

our knowledge this is the first study describing the association between GSTP1
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gene polymorphism and obesity, despite the reduced number of subjects analyzed.

Unfortunately, the role of organic oxidative stress caused by genetic factors
still is a point that is obscure and not well considered. Strong evidence suggests
that obesity causes oxidative stress and changes adipocyte homeostasis. As
obesity is strongly associated with a high fat diet and a lower antioxidant diet, the
idea that oxidative stress could also be a causal factor that induces the obese state
is logical and well observed in previous studies. However, it is vague whether a
genetically caused basal oxidative imbalance could contribute to an obesogenic
state. Previous population studies suggest that it is possible since there are
investigations describing an association between obesity and other cardiometabolic
risks, such as hypercholesterolemia with a gene polymorphism located in the
antioxidant enzyme superoxide dismutase manganese dependent (Ala'®Val
MnSQOD) [7,21]. This polymorphism has also been associated with oxidized LDL
levels [22], and high proinflammatory cytokines [23]. Considering that MnSOD
gene polymorphism is associated with an increase in levels of superoxide anion or
an increase in the levels of hydrogen peroxide according of each possible allele (A
or V), is plausible to conclude that other genetic variations affecting the cellular
oxidative imbalance could to contribute obesogenesis.

Therefore, we chose to study the lle'®Val GSTP1 gene polymorphism,
since the two genotypes (AG and GG) could cause an oxidative imbalance since
glutathione S-transferases (GSTs) belong to a group of multigene and
multifunctional detoxification enzymes, defending cells against a wide variety of
toxic insults from chemicals, metabolites, and oxidative stress [5,24]. Thiol-
containing molecules with S—H bonds such as glutathione (GSH) suppress
oxidative damage and involve the maintenance of the cell redox status. In healthy
tissues, these antioxidants work in cooperative to maintain the pro oxidant—
antioxidant balance and prevent tissue damage and disease [25].

Glutathione S-transferase enzymes are responsible for cell defense against
xenobiotics compounds. These antioxidant enzymes catalyze the conjugation of
glutathione to a wide range of electrophiles and represent a protective role against
oxidative stress [26]. The family of GST genes plays an important role in protecting
cells from oxidative stress. GSTP1 catalyses the detoxification of products arising
from DNA oxidation [27]. Considering the association between metabolic diseases

obesity and oxidative stress, genetic defects determined in detoxifying reactive
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oxygen species, could influence the risk of these diseases [28]. Peroxidation of the
lipid membrane has been related to the pathogenesis of many diseases such as
atherosclerosis, aging, diabetes mellitus and obesity [29]. It has been suggested
that ROS induce membrane lipid peroxidation and the toxicity of the generated fatty
acids peroxides are important causes of cell malfunction [30].

In this study we describe a significant increase in TBARS levels in
proportion to the increase in body weight as well as reduced levels of SH groups in
proportion to the increase in body weight (Figure 1 and 2). This decrease of the SH
groups could be due to polymorphism of the GSTP1, since this polymorphism
could lead to decreased both activity when the quantity of GST which would lead
to increased lipid peroxidation and increased formation to TBARS.

Although no association was found in polymorphism with markers inducing
of atherosclerosis such as lipid profile and hs-CRP, we observed that obese
volunteers have significantly higher levels of these parameters (Table 2) that are
consequences of obesity and are associated with decreased antioxidant defenses.
In the long term these may determine the onset of the cardiovascular diseases.

The gene expressing GST enzymes is polymorphic and therefore it is
possible that individual variations in metabolic activities of each enzyme may
regulate the clearance of toxic DNA intermediates. This may also be partially
responsible for susceptibility of the individual host to the oxidative stress damage of
B-cells [31].

The results demonstrated an association between a GSTP1 polymorphism
and obesity independent of other potential intervening factors, and the data
permitting us to speculate the association between oxidative stress and obesity is
close and could establish a “positive feedback process.” In this case, the presence
of at least one G allele could have a biological oxidative imbalance that is
genetically determined, and this condition could affect adipocyte metabolism, which
could lead to the state of obesity. In this case, a positive oxidative stress feedback
could be established, influencing additional metabolic dysfunctions such as
changing the modulations of hormones such as leptin and ghrelin, insulin and the
resistance that is known as the expansion of body fat related to resistance insulin.
Obese volunteers often present increased levels of insulin and HOMA when
compared to volunteers of normal weight, which can be observed in this study

(table 2). Adipose tissue is one of the insulin-responsive tissues, stimulates the
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storage of triglycerides in adipose tissue by multiple mechanisms, including
promoting the differentiation of preadipocytes to adipocytes, increasing the uptake
of glucose and fatty acids derived from circulating lipoproteins and lipogenesis in
mature adipocytes, and inhibiting lipolysis [32].

DMZ2 is associated with an increased production of reactive oxygen species
(ROS) and reduction of antioxidant defenses [33], with both factors associated with
the susceptibility to oxidative stress damage of B-cells [34]. The results found that
individuals carrying the GG genotype had higher HbA. levels than individuals with
other genotypes (Table 4), suggesting that this polymorphism could induce obesity
and consequemtly alter the metabolism of carbohydrates.

Our results described that individuals carrying the GG genotype had higher
BMI, neck, waist and hip circumference, as well as SBP and HbA/. than subjects
with the AA and AG genotypes. However, we observed through multivariate
analysis that these results are actually a consequence of obesity. Like all carriers
of GG genotype having a BMI> 30 kg/m?, as would be expected, these individuals
displayed changes in reported cardiometabolic risk.

Some limitations of our study must be acknowledged. First, the cross-
sectional design of the present study impedes a demonstration etiological
association among the markers and the polymorphism; a longitudinal follow-up
study is more appropriate for this type of investigation. Second, because subjects
of this research from population-specific (a state of South of Brazil), a strong
regional focus was applicable. Finally, Despite the reduced number of volunteers
for being a cross-sectional study, the results described could be considered
important in clinical terms, since they raise the possibility that the polymorphism of
the GSTP1 gene plays an important role in the predisposition to obesity.

In conclusion, the results of the present study suggest an association
between the G allele (AG and GG genotypes) and obesity. A possible biological
explanation for this association could be a chronic state of the GSTs imbalance
present in AG and GG carriers, which could affect differential metabolic pathways
and hormonal factor modulations caused by higher free radical levels, triggering a

positive feedback: oxidative stress—obesity—oxidative stress.
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Legends:

Figure 1- TBARS levels in the groups studied. Data are expressed as median
(interquartile ranges). Normality was assessed by Kolmogorov - Smirnov test. Data
were processed for analysis for One-way ANOVA followed Bonferroni post hoc
test.

*P<0.05 compared to Normal Weight Group.

Figure 2- SH groups levels in the groups studied. Data are expressed as means *
SD. Normality was assessed by Kolmogorov - Smirnov test. Data were processed
for analysis for One-way ANOVA followed Bonferroni post hoc test.

"P<0.0001 compared to Normal Weight Group.

“P<0.0001 compared to Overweight Group.

Figure 3- GTSP1 gene polymorphism in obeses and non obeses subjects.
Genotyping of GSTP1 lle'®Val by PCR on 1.5% agarose gel, which distinguishes
between the GSTP1 genotypes: AA (lle/lle) — lines 1,2,5 and 7 (176 bp); AG
(lle/Val) — lines 3 and 4 (176, 91 and 85 bp); GG (Val/Val) — line 6.

Figure 4- GTSP1 gene polymorphism in obeses and non obeses subjects.
Frequency distribution of genotypes in the population studied. Chi square test:
11.975, p=0.01.
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Table 1: Baseline characteristics of study participants.
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Groups
Normal weight Overweight Obese
N 54 27 68
Male / Female 22/32 1017 27/41

Age (years)
Weight (Kg)
Height (cm)
BMI (Kg/m?)
NC (cm)

WC (cm)

HC (cm)
SBP (mmHg)
DBP (mmHg)
Body Fat (%)

Fat Body Mass (Kg)

21.0 (19.8-24.0)
60.1+9.4
167.8+7.3

20.9 (19.3 — 22.6)
36.0 £+4.3
72.3+6.8
95.7 £ 6.2
120.9 + 11.7

72.0 (67.8 — 80.0)

25.3 (18.9 — 28.9)

14.9 (12.7 - 17.9)

24.0 (21.0-26.0)
772+7.0"
167.0 + 8.3

28.1(26.5—28.7)"
36.0+3.3
87.7+6.3"
107.1 + 5.5
126.3 £ 11.2
81.0 (73.0 — 89.0)"
33.3 (27.4 - 36.8)"

24.2 (21.0 — 28.3)"

25.0 (22.0-27.0)
97.7 + 16.0™
166.8 + 10.5

34.1(32.4-37.5)™
38.8 + 3.5™
104.2 + 13.7™
117.8 £ 8.9™
136.7 + 14.2™

86.0 (77.0 — 93.0)"

38.7 (34.8—41.6)™

36.1 (31.1—40.7)™

Data are expressed as means + SD or median (interquartile ranges). Data were processed for analysis for
One-way ANOVA followed by Tukey's test or Kruskal Wallis test followed by Dunn’s Multiple Comparison
Test. BMI: Body Mass Index; NC: Neck Circumference; WC: Waist Circumference; HC: Hip Circumference;
SBP: Systolic Blood Pressure; DBP: Diastolic Blood Pressure.
"p<0.0001 compared to normal weight group.
¥p<0.0001 compared to overweight group.



Table 2: Biochemical profiles of study participants.
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Normal weight

Groups

Overweight

Obese

GST (U/L)
Triglycerides (mg/dL)
Cholesterol (mg/dL)
HDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)

PCR - US (mg/dL)

69.9 (65.7 — 75.5)
79.0 (59.0 — 103.3)
180.0 (161.0 — 192.0)
55.5+ 9.6
110.0 (91.0 — 122.3)

0.04 (0.01 - 0.27)

Glucose (mg/dL) 79.6+6.7
HbA1c (%) 49103
Insulin (uUI/mL) 9.5(6.8-11.5)
HOMA 1.8(1.3-2.3)

Insulin Sensitivity

0.35 (0.34 — 0.37)

65.7 (57.8 — 70.6)

92.0 (77.0 — 126.0)*

191.0 (179.0 — 236.0)

50.4 +11.0

117.0 (105.0 — 145.0) "

0.23 (0.07 - 0.81)"
87.1+7.2
51+0.3

11.0 (8.6 — 14.2)
22(1.6-3.0)

0.34 (0.32 — 0.36)

61.9 (43.9-72.9)*
91.0 (75.3 — 127.0)*
209.0 (175.0 — 229.0) "
46.3 + 10.9*
137.0 (111.0 - 160.0)
0.52 (0.15 - 1.33)"
83.4+10.8"
5.3 + 0.4*+
13.8 (10.3-20.0)"
3.1(20-4.4)"

0.32(0.30-0.35)"*

Data are expressed as means + SD or median (interquartile ranges). Data were processed for analysis,
where One-way ANOVA followed Bonferroni post hoc test.
*P<0.05, **P<0.0001 compared to Normal Weight Group.

¥P<0.0001 compared to Overweight Group.

Table 3: Anthropometric variables comparison between study groups with different lle'®Val | polymorphism

of the GSTP1gene.
Variables GSTP1 p
AA AG GG

Weight (Kg) 75.7£20.1 81.0£20.9 106.7+8.1 0.01
BMI (Kg/m?) 26.7+£7.2 29.1+£7.0 33.4+£3.1 0.01
Neck Circumference (cm) 34.8+4.2 36.3+4.2 40.61£2.1 0.01
Waist Circumference (cm) 85.4+15.2 90.6+£18.6 108.217.9 0.01
Hip circumference (cm) 105.1+12.6 108.8+12.1 116.2+8.2 <0.05
Systolic Blood Pressure (mmHg) 125.7£13.2 129.7+14.7 146.0£15.4 0.01
Diastolic Blood Pressure (mmHg) 81.2+17.7 81.3+x12.1 86.0+13.4 0.72
Body Fat (%) 30.9+8.6 32.8+8.2 32.4+4.3 0.40
Fat Body Mass (Kg) 24.3+11.7 28.3£13.9 34.846.9 <0.05

Data are expressed as means + SD. ANOVA multivariate test followed by Bonferroni post hoc test. Value
of p < 0.05 is statistically significant.
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Table 4: Biochemical variables comparison between study groups with different lle'®Val
polymorphism of the GSTP1gene.

Variables GSTP1 p
AA AG GG

GST (U/L) 64.2+14.1 64.4+15.1 61.1+17.2 0.87
Triglycerides (mg/dL) 82.91+9.8 84.419.5 84.2+8.5 0.50
Cholesterol (mg/dL) 192.41+30.6 194.7+39.9 216,5+£32.0 0.32
HDL (mg/dL) 50.6+11.7 49.6+10.9 50.5+8.5 0.85
LDL (mg/dL) 121.3+28.2 124.6+36.4 148.3+31.2 0.18
Glucose (mg/dL) 82.419.7 84.4+9.5 84.2+8.3 0.50
HbA1c (%) 5.0+0.3 5.11£0.3 5.410.4 0.02
Insulin (uUI/mL) 13.118.1 13.7£10.6 10.6+4.9 0.72
HOMA 2.7+1.9 2.8+2.4 2.2+1.0 0.76

Data are expressed as means + SD. ANOVA multivariate test followed by Bonferroni post hoc test.
Value of p < 0.05 is statistically significant.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to assess the influence of overweight and
obesity in youth on adipocytokine levels, inflammatory and oxidative markers.

Design and methods: Cross-sectional study of 149 young adults (54 normal weight,
27 overweight, 68 obese).Clinical and biochemical parameters, including lipid profile,
fasting glucose, insulin and HOMA were determined. The levels of adipokines
(adiponectin, Retinol-binding protein 4 (RBP4), and resistin), markers of inflammation
(high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) adenosine deaminase (ADA), dipeptidyl
peptidase-IV (DPP-IV) activities, serum |[L-6 levels and oxidative stress
(malondialdehyde and ferric reducing antioxidant power - FRAP) were measured.
Results: Obese subjects presented significantly lower levels of Sulfhydryl groups
(SH groups), adiponectin, HDL-C and the highest levels of RBP4, hs-CRP, resistin,
IL-6, ADA, DPP-IV activities, and oxidative markers than compared to those who
were of normal weight. There was a positive correlation between hs-CRP, IL-6, DDP-
IV activity, anthropometric measurements and biochemical parameters.
Conclusions: This analysis shows that resistin, RBP4, IL-6, ADA and DPP-IV
activities and the reduction of adiponectin can promote inflammation, impairment of
insulin sensitivity, and may contribute development of the pathways involved in
obesity. These findings may hold promise in identifying new inflammatory markers,
benchmarks that assist in the diagnosis and monitoring of patients with overweight

and obese.

Keywords: Obesity; adipocytokines; Adenosine deaminase; Dipeptidyl peptidase-1V;
young adult
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ADA — Adenosine deaminase

Ado — Adenosine

Apo B — Aprolipoprotein B

BMI — Body Mass Index

CVD - Cardiovascular Disease

DBP — Diastolic Blood Pressure

DM2 — Diabetes mellitus 2

DPP-IV — Dipeptidyl Peptidase-IV

FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power
GLUT-4 — Glucose Transporter 4

HbA1c — Glycated hemoglobin A1c

HC — Hip Circumference

HDL-C — High Density Lipoprotein Cholesterol
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88

IR — Insulin Resistance

LDL-C — Low Density Lipoprotein Cholesterol
MetS — Metabolic Syndrome

IRS-1 — Insulin Receptor Substrate 1
IL-6 — Interleukin 6

NC — Neck Circumference

NF-kB — Nuclear Factor Kappa B
RBP4 — Retinol-Binding Protein 4
SBP — Systolic Blood Pressure

SH groups — Sulfhydryl groups

S| — Insulin Sensitivity

TNF-a — Tumor Necrosis Factor-alpha
TBARS — Thiobarbituric Acid Reactive
Substances

VLDL - Very Low Density Lipoprotein

WC — Waist Circumference
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Introduction

Excess weight and obesity are two of the most complex clinical syndromes
whose prevalence has reached epidemic proportions in recent decades, especially in
earlier ages [1]. Current data indicate that 52.5% of Brazilians are overweight and
17.9% are obese. Carrying excess weight is more common among men (56.5%),
while obesity is higher in women (18.2%), with a 23% weight increase over the last
nine years [2]. Human obesity is accepted as an important risk factor for development
of Metabolic Syndrome (MetS), Diabetes mellitus, dyslipidemia, atherosclerosis,
hypertension, insulin resistance, hepatic steatosis, non-alcoholic liver disease and
high morbidity and mortality [3].

Multiple mechanisms may contribute to obesity-related comorbidity
development, including an abnormal production of adipocytokines, aberrant oxidative
stress and dysregulated proinflammatory response in tissues such as the muscle and
liver [4]. Both obesity and oxidative stress can manifest as early as the first two
decades of life [5].

Adipocytokines and inflammatory markers could mediate the facilitating effect
of obesity on the appearance of its comorbidities such as insulin resistance (IR),
diabetes mellitus 2 (DM2) and cardiovascular disease (CVD) [5]. Adiponectin levels
were previously observed to be significantly diminished with both obesity and DM2
and a significant negative correlation was detected between adiponectin and the
parameters of obesity [6]. Evidence demonstrates that low adiponectin
concentrations correlate with high plasma insulin and high IR, while adiponectin
administration was found to suppress proinflammatory agents, e.g., tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) and IL-6, and directly ameliorate endothelial dysfunction [7].
Furthermore, resistin is an adipokine specifically expressed in white adipose tissue
that has secretion strongly related to insulin resistance. The highest levels were
observed in DM2 subjects [8], and also correlated with markers of inflammation and
can be a predictor of coronary atherosclerosis [9].

Another prominent adipokine, the Retinol-binding protein 4 (RBP4), mainly
secreted by adipocytes and liver is the main protein carrier of vitamin A in the
circulation [10]. Recent studies demonstrate that RBP4 levels were increased in
obese and IR human and mice models. Additionally, a genetic or pharmacologic

elevation of serum RBP4 causes insulin resistance in normal mice, probably by
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inhibiting insulin signaling and stimulating gluconeogenesis [11]. Evidences shows
strong correlations of serum RBP4 levels with the severity of insulin resistance,
obesity, hypertension, dyslipidemia, waist/hip ratio, cardiovascular disease, and intra-
abdominal fat mass [12]. However, others results do not demonstrate these
correlations, thus, this is still poorly understood [13].

It is well known that the chronic inflammatory response is characterized by
increases in the production of markers of inflammation i.e., C-reactive protein (CRP),
IL-6 and TNF-a [14]. In particular, in our recent studies we observed an increase in
Adenosine deaminase (ADA), dipeptidyl peptidase-IV (DPP-1V) activities in MetS
subjects and in the activity of these enzymes in saliva of obese young adults [15].
These enzymes in inflammatory processes may influence insulin sensitivity since the
ADA reduces levels of adenosine (Ado), important to the transport of glucose in the
adipocytes. In addition, DPP-IV activity may be required for T-cell activation cascade
together with ADA [16].

This way, considering that systemic inflammation could be the causative link
between obesity and various diseases, as well as obesity is associated with a chronic
inflammatory response characterized by abnormal adipokine production, and the
activation of several proinflammatory signalling pathways resulting in the induction of
several biological markers of inflammation [7], the purpose of the present study was
to evaluate the adipocytokines (adiponectin, RBP4 and resistin) levels, inflammatory
markers (IL-6, hs-CRP, ADA and DPP-IV activities) and oxidative markers (TBARS,
FRAP and SH groups), in order to clarify the influence of adiposity on the metabolic
risk profile and the metabolic consequences of weight change in early adulthood in

overweight and obese young adults.

Materials and methods

Study design and Study Population

This cross-sectional study and measurements were taken in a single moment.

Participants were recruited at January to august 2013 in Sdo Miguel do Oeste city

Santa Catarina State located in southern Brazilian Region. The patients were from

basic health units. The protocol of the study was approved by the Ethics Committee
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of the University of West Santa Catarina (UNOESC - n°® 219.091) and all participants
provided written informed consent. The groups studied included 149 young subjects
with aged between 18 and 30 years: 54 normal weight subjects and gender-matched
healthy volunteers served as control group (32 females and 22 males). The subjects
with increased weight were divided in two subgroups, matched for sex, age, and
body mass index, and were enrolled as follows: 1) 27 overweight subjects (17
females and 10 males); 2) 68 obese young subjects (41 females and 27 males). The
participants were non-smokers and were not taking any medications. The group
studied did not present previous diseases such as DM, coronary, stroke, neoplasias,

other diseases or dysfunctions that could influence the obesity status.
Anthropometric measurements

All measures were taken in the Anthropometry Laboratory at UNOESC.
Standing height (H, cm) using a wall-mounted stadiometer (Charder, model HM-
210D). Weight (W,kg) was measured using a calibrated electronic scale (Toledo,
model 2124). Body Mass Index (BMI) was calculated as W/H? (kg/m?). Waist
Circumference (WC), neck circumference (NC) and hip circumference (HC) were
measured in centimeters with a flexible tape. For WC the tape was applied above the
iliac crest with the subject standing with the abdomen relaxed and arms at your sides
and your feet together (feet close in the same position and facing forward fully
supported on the platform). NC for the participant remained in the same position and
tape was placed on half of the neck on the hyoid bone. The percentages of fat and
fat weight were determined by bioimpedance (Biodynamics Model 450). All
measurements were taken on the left side of the body, according to standardized
procedures by Weiner and Lourie, 1981 [17]. During the anthropometric

measurements, all participants were barefoot and clothed appropriately.
Indices and classifications

According to the World Health Organization, underweight was defined as BMI
<18.5 kg/m? normal weight as BMI 18.5-24.9 kg/m?, overweight as BMI 25-29.9
kg/m?, and obesity as a BMI = 30 kg/m? [18], all without comorbidities. According to
Gallagher et al., 2000 [19] % fat = 20% (males) and % fat = 33% (females) are the
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cut-points adopted to define over fatness, corresponding to overweight classification
using BMI in a population of young adults. According to the National Institute for
Health and Clinical Excellence guidelines, WC 2102 cm for men and =88 cm for
women are prerequisite risk factors for the diagnosis of the metabolic syndrome, as
WSR = 0.5 for both males and females [20].

Laboratory measurements

Blood samples containing liquid EDTA and serum samples were obtained from
collected blood samples from participants after an overnight fast of at least 12 hours.
Total blood cholesterol, HDL-C, triglyceride, glucose and uric acid were measured
enzymatically using a commercial assay kit (Labtest Diagnostics® - Brazil). LDL-c was
subsequently calculated using the Friedewald formula [21].

The insulin and hs-CRP were determined by electrochemiluminescent
immunoassay using an Elecsys 2010 analyzer (Roche diagnostics®). Insulin
resistance index was calculated by homeostasis model assessment of insulin
resistance (HOMA-IR) as (fasting insulin mIU/L) x (fasting glucose mg/dL)/22.5 and
evaluation of Insulin Sensitivity (Sl), the index QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity
Check Index) was used. HbA:. was measured by high performance liquid
chromatography and expressed as %.

The serum adiponectin, resistin and RBP4 concentrations were measured in
duplicate using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), according to
manufacturer (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) in the Luminex 100 IS
Analyser System (Luminex Corp, Austin, TX, USA). The resistin showed sensitivity of
0.16 ng/mL, accuracy of 90-108%, inter-assay precision was 7.1-7.7% and intra-
assay 3.2-7.0% and the curve range: 0.16-10 ng/mL. Adiponectin showed a
sensitivity of 1.5 ng/mL, accuracy of 92-102%, inter-assay precision was 2.4-8.4%
and intra-assay 1.0-7.4% and the curve range: 1.5-100 ng/mL. RBP4 showed a
sensitivity of 0.78 ng / mL, accuracy of 76-113%, inter-assay precision was 3.8% and
intra-assay 4.8% and the curve range: 0.14-100 ng/mL.

Serum IL-6 levels were determined by ELISA using commercial kits from R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer's instructions. The
detection limits of the assays were: 0.09 pg/ml, the sensitivity of 2 pg/mL and the

curve range: 23.3 to 2560 pg/mL.
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DPP-IV activity was determined by spectroscopic quantification of glycyl-prolyl-
p-nitroanilide hydrolysis [22]. Results were expressed as the specific activity (U/L). All
other chemicals were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

ADA activity was determined by commercial kit (Ebram Products Laboratory
Ltda.®, SP — Brazil) according with the enzymatic deamination of adenosine to
inosine by kinetic manner. The values were expressed in U/L.

Lipid peroxidation was estimated by measuring of TBARS according to the
method of Lapenna et al., (2001)[23]. The determination of sulfhydryl groups levels
was based on Boyne and Ellman, (1972) [24]. FRAP levels was estimated according

to Singh et al. (2012) [25]. All were determined by spectroscopic quantification.
Statistical Analysis

The data were analyzed using Statistica 6.0 software (StatSoft, Tulsa, OK,
USA). Data are expressed as means + SD or median (interquartile ranges). The
Kolmogorov-Smirnov test was used examine the distribution of variables.
Comparisons of baseline data among the groups were performed using One-way
ANOVA followed by Tukey's test or Kruskal Wallis test followed by Dunn’s Multiple
Comparison Test. Spearman correlation coefficients were calculated to describe
crude associations between variables (bivariate correlation) and the effect of potential
confounding factors was tested in multivariate linear regression models. A p-value of

<0.05 was considered statistically significant.

Results
General characteristics of the study population

Baseline characteristics of study participants are described in Table 1. As
expected, weight, BMI, hip and waist circumference, percentage of body fat and body
fat mass in the obese group exhibited a significant increase (p<0.0001) when

compared with the normal and overweight groups.
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Biochemical Analysis

The concentrations of biochemical, inflammatory and oxidative parameters are
presented in Table 2. The obese group exhibited a significant increase in insulin,
glucose, HbA1c, HOMA, cholesterol, LDL-C, uric acid and hs-CRP (p<0.0001), as
well as triglycerides, ADA, DPP-1V, IL-6, FRAP and TBARS (p<0.05) when compared
to the normal weight group. Among the obese group there was a significant reduction
in SH groups, insulin sensitivity (p<0.0001) and HDL-C (p<0.05) when compared to
the normal group. Moreover, the obese group displayed a significant increase
(p<0.0001) in insulin, HbA1c and HOMA and a significant reduction (p<0.0001) in SH
groups and insulin sensitivity when compared to the overweight group. The
overweight group also showed a significant increase in cholesterol, LDL-C, hs-CRP
(p<0.0001) and triglycerides (p<0.05) when compared to the normal weight group. No
significant differences between men and women of the studied groups were

observed.

Evaluation of Adipocytokine Levels

Basal plasma concentrations of adipocytokines (adiponectin, resistin and
RBP4) are shown in Figure 1A-B-C. The lowest levels of adiponectin were found in
the obese group, which displayed a significant reduction (p <0.05) of adiponectin
compared to the normal weight group (Figure 1A). Furthermore, there was a
significant increase in resistin (p<0.05) and RBP4 (p<0.0001) in the obese group

when compared to the normal weight group (Figure 1B-C).

Correlations between analyzed parameters

We observed a significant and positive correlation between hs-CRP and body
fat percentage in the obese group (r=0.4610; p<0.0001). Positive correlations were
also observed between IL-6 and BMI (r=0.3653; p= 0.002), glucose (r=0.2719; p=
0.02), insulin (r=0.2491; p= 0.04), HOMA (r=0.2873; p= 0.01) and negatively
correlated with insulin sensitivity (r=-0.2702; p= 0.02) and HDL-C (r=-0.2479; p=

0.04). The correlation was still observed between DPP-IV and neck circumference
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(r=0.3774; p= 0.001). The same correlations were performed in the overweight and

obese group and no significant correlations were observed.

Discussion

As expected, the study results indicated that with the exception of adiponectin,
the obese group had higher indices evaluated than both normal-weight and
overweight groups (Fig. 1A). The novel finding was the adipocytokines effects in
young people in combination with other biomarkers may produce an impact in the
obesity state. In this regard, adiponectin is the most abundant adipose tissue-derived
cytokine with anti-inflammatory and anti-atherogenic properties. It has been shown to
have insulin-sensitizing activity and is crucial for maintaining adipose tissue function
[26]. In fact, previously it was observed that plasma adiponectin levels were lower in
patients with CVD than in controls and it is associated with defects in the catabolism
of VLDL-apo B particles [27,28]. Thus, reduced levels of this adipokine over a
prolonged time, contribute to future metabolic disorders in the obese organism.

We observed that resistin levels increase parallel to increases in BMI, and
also, a significant increase in cholesterol, LDL-C and triglyceride concentrations in
the overweight and obese groups when compared to the normal weight group.
Indeed, resistin is induced during adipogenesis and may modulate numerous steps in
the insulin-signaling pathway leading to IR [8]. It has been reported that human
resistin can induce glycerol and the release of fatty acids, which in excess are
associated with IR [29,30]. The elevated secretion of resistin in obese conditions may
affect lipid metabolism in obese and overweight young adults triggering the
production of LDL-C in liver cells and degrading the LDL-C receptor in the liver [31].
Furthermore, resistin has atherogenic action potential by increasing the expression of
Intercellular Adhesion Molecule -1 and anti-vascular-1 in vascular endothelial cells
and increasing nuclear factor kappa B (NF-kB) activity, a flag for induction of these
adhesion molecules [29].

In relation to RBP4, we postulate that its effect on blood lipid concentrations,
especially triglyceride, may be mediated through its effect on the metabolism of
hepatic fatty acids, which regulate the expression of genes involved in lipid

metabolism [32]. Also, other studies have discerned circulating RBP4 levels positively
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correlated with adiposity measures, inflammatory factors and percent of body fat [33].
However, in relation to the role of RBP4 in IR the results are contradictory [13].

Recent studies have shown that RBP4 levels were positively associated with
serum triglyceride, systolic blood pressure, BMI and other components of metabolic
syndrome [34,35]. Corroborating these results, we found a progressive increase of
RBP4 in relation to increased BMI and an increase in insulin resistance markers,
lipids and inflammatory markers. Then, we postulated that the increase of RBP4
levels could contribute to these abnormalities.

The second goal of the present study was to explore inflammatory cytokines,
where we observed a positive association between IL-6 and BMI, glucose, insulin,
HOMA and a negative association with insulin sensitivity. The increasing
concentration of IL-6 in obesity is associated with reduced expression of insulin
receptor substrate 1 (IRS-1) and glucose transporter 4 (GLUT4) in muscle and liver
tissues. This leads to IR and stimulates the production of CRP [36]. In fact, IL-6 has
direct effects on insulin signaling in adipocytes and hepatocytes, increasing
circulating free fatty acids and stimulating whole-body lipolysis and also inhibiting
glucose metabolism in man [37,38,39,40]. Moreover, IL-6 may also induce IR, at
least in part, by decreasing adiponectin secretion [41].

Regarding the results of oxidative stress measurements progressive increase
TBARS levels in accordance with the increase in body weight and progressive
decrease in SH groups according to body weight gain. The increased oxidative stress
in vascular walls is involved in the pathogenesis of atherosclerosis, hypertension and
induces damage to cell structures, including membranes, proteins, and DNA [42].
This contributes to the cardiometabolic diseases related to obesity. Indeed, besides
impairing insulin secretion and glucose transport in muscle and adipose tissue,
visceral fat accumulation induces an increase in systemic lipid peroxidation and
damage through excess fatty acids and cytokines which then triggers systemic
oxidative damage [43]. These findings are important especially considering the age
of the study population. Concerning the increase of total antioxidant capacity in the
obese group, we can be explained by the significant increase of uric acid in the same
group, since uric acid can chelate metal ions such as iron, contributing to total
antioxidant capacity [44].

The study emphasizes the significant increase in the evidence of the ADA and

DPP-IV activities in obese subjects compared with the normal weight group (Table 2).
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In fact, similar results in the saliva of obese subjects in our previous study were
observed [15]. The increase in the ADA activity found in this study could be a
contributing factor to the insulin sensitivity in obese subjects, since a reduction of Ado
levels would reduce the purinergic input to the transport of glucose in the adipocytes
and interfere with hydrolysis of lipids [45]. At the same time, the increased activity of
DPP-IV in obese subjects may substantially augment the lipolytic activity of enlarged
adipocytes. For this reason, the increased serum activity of DPP-IV and ADA in the
obese group may be linked with hyperinsulinemic obesity since insulin, glucose
levels, glycosylated hemoglobin levels and the HOMA index were significantly higher
in the obese subjects, suggesting an important role of the of ADA and DPP-IV
activities in developing IR in obese individuals. As a matter of fact, a previous study
in our research group found association between HbA1c and DPP-IV activity in DM2
[46].

Some limitations must be acknowledged. First, the cross-sectional design of our
study impedes a demonstrated etiological association among the markers; a
longitudinal follow-up study is more appropriate for this type of investigation. Second,
because subjects in this research were population-specific (a state of South of
Brazil), a strong regional focus was applicable. Finally, the study also do not address
the lifestyle, ethnicity, genetic of the volunteers. It shows only an association between
obesity and the biomarkers investigated, but could contribute to obesity prevention,
especially in vulnerable adolescents.

These results can integrate new knowledge concerning the possible
interactions of inflammatory mediators with obesity in young adults for the prevention
of chronic diseases in adulthood. The results presented herein are of relevant clinical
importance. As demonstrated, evaluation of the various components of MS
(adiposity, dyslipidemia and hypertension) may have beneficial effects in preventing
DM2 and cardiovascular disease, and in improving insulin sensitivity, including weight
reduction and physical activity. Therefore, our data confirm the need to develop and

reinforce public health policies to prevent early obesity and to reduce yours effects.

Conclusion

The most important finding of the study was that obesity and excess weight in

young people could predispose significant changes in adipocytokines, inflammatory
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and oxidative markers. The set of resistin, RBP4, ADA and DPP-IV activities and
reduction of adiponectin, resulting from infiltration and activation of macrophages in
adipose tissue, can promote inflammation and impairment of insulin sensitivity,
therefore having a critical role in the pathogenesis of insulin resistance, dyslipidemia
and atherosclerosis. These findings are particularly significant because they may
help with monitoring changes of clinical relevance in the prevention of future
cardiometabolic events in adults. The results could help determine the pathways
involved in obesity-related inflammation that are relevant to the development of
obesity in young individuals. Our results may also play a role in identifying
inflammatory markers, especially, for the young population and, thus, contribute to

the prevention complications related to obesity.
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Legends:

Figure 1A. Plasma levels of Adiponectin. Data are expressed as means + SD in ng/mL. Data were
processed for analysis, where One-way ANOVA followed by Tukey's test.
*p<0.05 compared to Normal Weight Group

Figure 1B. Plasma levels of Resistin. Data are expressed as means + SD in ng/mL. Data were
processed for analysis, where One-way ANOVA followed by Tukey's test..
*p<0.05 compared to Normal Weight Group

Figure 1C. Plasma levels of RBP-4. Data are expressed as median (interquartile ranges) in ng/mL.
Data were processed for analysis, where Kruskal Wallis test followed by Dunn’s Multiple Comparison
Test.

*p<0.0001 compared to Normal Weight Group
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Table 1: Baseline characteristics of study participants.

105

Groups
Normal weight Overweight Obese
N 54 27 68
Male / Female 22/32 10/17 27/41

Age (years)
Weight (Kg)
BMI (Kg/m?)
WC (cm)

HC (cm)
Body Fat (%)

Fat Body Mass (Kg)

21.0 (19.8-24.0)
60.1+9.4
20.9 (19.3 — 22.6)
723+6.8
95.7 £6.2
25.3 (18.9 — 28.9)

14.9 (12.7 - 17.9)

24.0 (21.0-26.0)

772+7.0

28.1(26.5-28.7)

87.7+6.3

107.1+55

33.3(27.4—36.8)

24.2 (21.0 - 28.3)

25.0 (22.0-27.0)
97.7+16.0"
34.1(32.4-37.5)*
104.2 +13.7°*
117.8+8.9%
38.7 (34.8-41.6)*

36.1 (31.1-40.7)*

Data are expressed as means + SD or median (interquartile ranges). Data were processed for analysis
for One-way ANOVA followed by Tukey's test or Kruskal Wallis test followed by Dunn’s Multiple
Comparison Test. BMI: Body Mass Index; WC: Waist Circumference; HC: Hip Circumference.
*p<0.0001 compared to normal weight group.
¥p<0.0001 compared to overweight group.



Table 2: Biochemical characteristics of the experimental groups.
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Groups
Normal Weight Overweight Obese
Glucose (mg/dL) 79.6+6.7 834+7.2 87.1+10.8
HbA . (%) 49+0.3 51+0.3 53+04F
Insulin (uUI/mL) 9.5(6.8—11.5) 11.0 (8.6 — 14.2) 13.8 (10.3-20.0) ¥

Cholesterol (mg/dL)
LDL-c (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)
Triglycerides (mg/dL)
Uric acid (md/dL)
ADA (U/L)

DPP-IV (U/L)
hs-CRP (mg/dL)
IL-6 (pg/mL)

FRAP (mmol/L)

SH (nmol P-SH/mL)
TBARS (mmol/L)
HOMA-IR index

Insulin Sensitivity

180.0 (161.0 — 192.0)
110.0 (91.0 — 122.3)
55.5+ 9.6
79.0 (59.0 — 103.3)
3.8+ 1.0
13.6 (11.0 - 15.6)
451 (39.3 - 62.0)
0.04 (0.01 — 0.27)
3.2(2.9-3.7)
0.89 +0.20
1436 £21.7
5.1 (4.6 — 6.5)
1.8(1.3-2.3)

0.35 (0.34 — 0.37)

191.0 (179.0 — 236.0)

117.0 (105.0 — 145.0)

50.4 + 11.0
91.0 (77.0 — 126.0)*
42+1.0
13.7 (11.2 = 23.8)
50.4 (45.1 — 55.9)
0.23 (0.07 —0.81)"
35(2.9-6.2)
0.98 +0.25
123.2 + 25.1
6.0 (5.0 — 7.4)
2.2(1.6-3.0)

0.34 (0.32 — 0.36)

209.0 (175.0 — 229.0)"
137.0 (111.0 — 160.0)
46.3 £ 10.9*
92.0 (75.3 — 127.0)*
47 +1.7"

15.3 (12.7 = 21.3)*

53.3 (42.2 — 70.3)*

0.52 (0.15—1.33)"
49(2.8-86)

1.05 + 0.22*

105.4 +24.2°7%
6.6 (5.4 — 8.3)*
3.1(20-4.4)""

*x

0.32(0.30-0.35) " *

Data are expressed as means = SD or median (interquartile ranges). Data were processed for analysis, where
One-way ANOVA followed by Tukey's test, and Kruskal Wallis test followed by Dunn’s Multiple Comparison
Test.

*p<0.05, "p<0.0001 compared to Normal Weight Group

¥p<O.OOO1 compared to Overweight Group.
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4. DISCUSSAO GERAL



108

Em amostras de saliva e soro houve um aumento da atividade da ADA e
DPP-IV em pacientes obesos quando comparados com pacientes de peso normal,
sugerindo-se que houve uma redugdo dos niveis de Ado, que € um importante
modulador da atividade da insulina e de células imunes (JOHNSTON-COX et al.,
2012) e também uma correlagao positiva entre os niveis de ADA salivar e os valores
de IMC, peso e circunferéncia do quadril do grupo obeso. Uma correlagao positiva
entre ADA e DPP-IV salivares e um aumento plasmatico de ADA e DPP-IV,
possivelmente relacionados a varios fatores da obesidade tais como, inflamacéo,
adiposidade abdominal,aumento de ftriglicerideos e resisténcia insulinica
(MANNUCCI et al., 2005). Desse modo, a atividade aumentada da DPP-IV e ADA no
soro podem estar ligadas com a obesidade hiperinsulinémica uma vez que os niveis
de insulina, glicose, hemoglobina glicosilada e HOMA foram significativamente mais
elevados nos individuos obesos.

Os grupos com sobrepeso e obesidade apresentaram maior frequéncia do
alelo G (AG, GG) em relagdo aos pacientes com IMC normal, sugerindo uma
associagao entre o polimorfismo do gene GSTP1 e a quantidade de gordura corporal
independente do género e da idade. O polimorfismo do gene GSTP1 contribuiria
para a redugao da producao das enzimas GSTs, que podem alterar outras fungdes
metabdlicas do organismo, visto que, dentre os sistemas de detoxificagdo, as
enzimas GSTs possuem um importante papel na modificagdo de compostos
eletrofilicos reativos (KANWAL et al.,, 2014). Esta situacdo pode acarretar uma
diminuicao de defesas antioxidantes alterando a homeostase dos adipdcitos e
hormonal.

Outro ponto importante a destacar foi que o grupo obeso apresentou niveis
séricos maiores de RBP4, resistina, IL-6, PCR-us, ADA, DPP-IV, e niveis diminuidos
de adiponectina quando comparados como grupo de peso normal. Com a obesidade
os adipdcitos entram em hipoxia relativa, iniciando um processo inflamatério, com
infiltracdo de macrofagos e produgéo de citocinas que demonstram a estreita relagao
existente entre macrofagos e adipdcitos (BULLO et al., 2003; LOLMEDE et al.,
2003). Verificou-se uma correlagao positiva entre o percentual de gordura corporal e
PCR-us, enquanto que a IL-6 correlacionou-se positivamente com o IMC, glicose,
insulina, HOMA e negativamente com a sensibilidade a insulina. Este fato pode

contribuir para a R, visto que, a concentracdo aumentada de IL-6 na obesidade esta
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associada a uma expressao reduzida de IRS-1 e GLUT4 nos tecidos muscular e
hepatico (JONES et al., 2001).

Em relacdo ao perfil lipidico foi possivel constatar que jovens obesos
apresentam valores de HDL inferiores e LDL, colesterol total e triglicerideos
superiores comparados ao grupo de peso normal. O aumento nos niveis de resistina
e RBP4 podem influenciar na concentragao de ftriglicerideos, ja que regulam a
expressédo de genes envolvidos no metabolismo hepatico dos acidos graxos, além
de estimularem a degradacédo de receptores de LDL hepatico (MELONE et al.,
2012).

O aumento progressivo na lipoperoxidagao ocorreu em conformidade com o
aumento do peso corporal e com a diminuicdo progressiva de grupamentos SH
demonstram um aumento do estresse oxidativo, que prejudica tanto a secrecdo de
insulina como o transporte de glicose no musculo e tecido adiposo favorecendo a
aterosclerose, hipertensao e doencas cardiometabdlicas (MADUX, 2001). Ainda, a
correlagao positiva entre a lipoperoxidacdo e o aumento da atividade da ADA salivar
e sérica no grupo obeso, sugere uma maior desaminagcdo da Ado e consequente
diminuicdo de sua capacidade antioxidante o que poderia contribuir para o
agravamento da obesidade.

Particularmente, ressalta-se que estes resultados evidenciam o papel
relevante das adipocinas e de varios biomarcadores inflamatérios, oxidativos e
genéticos, que influenciam o perfil metabdlico de individuos jovens obesos.

Destaca-se também a relevancia dos resultados encontrados em amostras de
saliva de pacientes obesos, que contribuem para seu emprego como uma importante
amostra bioldgica para detecgéo de alteragdes sistémicas.

Assim, este estudo podera agregar novos conhecimentos referente as
interacbes possiveis de mediadores inflamatdrios, oxidativos e genéticos com a

obesidade, contribuindo na prevengao desta sindrome na populagao jovem.



5. CONCLUSOES
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Através do desenho experimental usado neste trabalho podemos concluir

que:

e A saliva € uma amostra bioldgica interessante para a avaliagdo do estado
inflamatorio na obesidade;

e As atividades da ADA e DPP-IV estdo aumentadas na saliva e soro de
pacientes obesos refletindo alteragdes no metabolismo dos carboidratos e
inflamacao.

e A atividade da ADA esta correlacionada a parametros antropométricos
aumentados e a lipoperoxidacdo sérica, decorrente do aumento da
degradagdo da adenosina e consequente diminuicdo de sua atividade
antioxidante.

e Individuos jovens obesos embora sem sinais clinicos, apresetam
dosagens que evidenciam metabolismo insulinico alterado.

e A associagdo positiva entre o polimorfismo de gene GSTP1 (lle'®Val)
com a obesidade foi independente do sexo e idade e apresenta uma
correlacdo com as variaveis antropométricas e fraca correlagdo com
parametros cardiometabdlicos.

e Individuos que apresentam pelo menos um alelo G (AG ou GG) sdo 2.4
vezes mais predispostos a desenvolver obesidade.

e O polimorfismo do gene GSTP1 interfere na producao e atuagao de GST,
contribuindo para um desequilibrio oxidativo, importante mecanismo
patogénico relacionado ao desenvolvimento e manutengao da obesidade.

e A obesidade e o excesso de peso podem favorecer o aumento
significativo de RBP4, Resistina, marcadores inflamatérios (ADA, DPP-1V,
PCR-us, IL-6) e a lipoperoxidagcao, e reduzir significativamente a
adiponectina e defesas antioxidantes como grupamentos SH em adultos
jovens.

e O aumento de resistina, RBP4, ADA, DPP-1V, IL-6, PCR-us e a reducéao
da adiponectina podem induzir a inflamagdo e resisténcia insulinica,
dislipidemia e aterosclerose.

e Adipocinas, atividade da ADA e da DPP-IV poderiam auxiliar na
identificacdo de disturbios relacionados ao estado de obesidade em

jovens adultos.
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