RAFAEL SILVA LIMA

AVALIACAO E ASSOCIACAO DOS PARAMETROS METABOLICOS,
INFLAMATORIOS E EPIGENETICOS NA OBESIDADE INFANTIL

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais

Fevereiro/2019



RAFAEL SILVA LIMA

AVALIACAO E ASSOCIACAO DOS PARAMETROS METABOLICOS,
INFLAMATORIOS E EPIGENETICOS NA OBESIDADE INFANTIL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biologia Celular do Departamento
de Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
da Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito para obtencdo do titulo de Mestre em
Biologia Celular.

Area de concentragdo: Biologia Celular

Orientadora: Profa. Dra. Juliana de Assis Silva
Gomes Estanislau

Co-orientadora: Profa. Dra. Paula Rocha Moreira

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais

Fevereiro/2019



“O que prevemos raramente ocorre; o que menos esperamos geralmente acontece”

Benjamin Disraeli



Dedico esse trabalho aoss meus pais, Celso e Maria
Aparecida, por sempre ter acreditado em mim e no poder

transformador da educacao.



AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus pelo dom da vida e pela oportunidade de viver e aprender a cada dia.

Aos meus amados pais, Celso e Maria Aparecida, por sempre estarem ao meu lado, por
me mostrarem por meio do exemplo a ser um ser humano melhor e por me mostrarem
desde os primeiros anos que a educacdo € o caminho a ser seguido.

Aos meus amados irmé&os, Jodo Paulo, Matheus e Celso Jr., por me mostrarem que a vida
pode ser divertida e que todas as pessoas sdo, a sua maneira, especiais.

Ao meu primo Alexandre e a sua esposa, Fernanda, por me acolherem em sua casa quando
o futuro era para mim uma incégnita.

A minha orientadora, a Prof2. Dr2, Juliana, pela acolhida, orientagio e conselhos que com
certeza ajudaram muito nas escolhas que fiz. Agradeco especialmente o jeito meigo que
sempre tratou a mim e a todos. Obrigado por ter sempre uma palavra de &nimo quando
precisei.

A minha co-orientadora, a Proft. Dr2. Paula, por abrir as portas, pelo exemplo de
profissionalismo, de dedicacéo e, sobretudo, pelo exemplo de calma para lidar com as
situacdes mais adversas. Agradeco imensamente por sempre ter acreditado em mim e no
meu trabalho, mesmo quando os experimentos insistiam em dar errado, quando eu falhava
ou mostrava que tinha também fraquezas.

A minha querida amiga e companheira de infort(nios e alegrias cientificas, Grazielle,
pelo exemplo de humildade e companheirismo.

As minhas companheiras de bancada, Fabiana e Julya, pelo companheirismo e por me
mostrarem, mesmo que involuntariamente, no que eu deveria melhorar.

A Nayagara, Luiz Paulo, Fabiana, Julya, Mayara, Tereza, Bruna, Nayara e Rafael, alunos
dos grupos de pesquisa das professoras Paula e Juliana, pelo auxilio e companheirismo.

A todos os colegas e professores do LABIC pelo convivio sempre harmonioso e por
sempre estarem dispostos a ajudar.

Aos pacientes participantes do projeto e toda a equipe de acompanhamento do SEMPRE
— Aracaju.

A todos que de alguma forma contribuiram para que este estudo pudesse ser feito.



RESUMO

A obesidade é definida como peso corporal desproporcional para a altura, com excessivo
acumulo de tecido adiposo. A desregulacdo no perfil metabolico e a ocorréncia da
inflamag&o cronica de baixa intensidade se destacam. Os mecanismos inflamatorios,
particularmente, parecem estar implicados no desenvolvimento das doencgas que podem
aparecem com o aumento do nivel de adiposidade. Em criangas, a obesidade parece seguir
o padrdo inflamatdrio, embora a literatura sobre o tema seja ainda difusa. E necessario
também considerar que a obesidade é de origem multifatorial, com determinantes
genéticos e ambientais. Nesse sentido, destacam-se 0S mecanismos epigenéticos, que
participam no controle da expressdo génica e podem responder a alteracfes ambientais.
A metilagdo de DNA é um desses mecanismos. E, de forma geral, responsavel por
promover repressao na transcri¢cao génica por impedir a ligacdo de fatores de transcricao
aos promotores génicos. Os estudos sobre metilacdo de DNA na obesidade infantil séo
ainda incipientes. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a obesidade infantil
sob 0 ponto de vista metabolico, inflamatdrio e epigenético por meio da avaliacdo de
parametros bioquimicos, dentre eles o perfil lipidico e os niveis de enzimas hepéticas; dos
niveis das citocinas IL-8 e TGF-B e das adipocinas leptina e adiponectina; e da metilagdo
de DNA nos genes desses mediadores inflamatdrios. Os parametros bioquimicos
apontaram a ocorréncia de dislipidemia e elevagdo de enzimas hepaticas no grupo de
criangas com obesidade, a técnica de citometria de fluxo revelou maior expresséo de
TGF-B e menor de IL-8 na obesidade infantil e a de ELISA mostrou elevacdo dos niveis
séricos de leptina e reducdo nos niveis de adiponectina. A analise de metilagédo de DNA
por meio da técnica de PCR metilacdo-especifica revelou diminuicdo nos niveis de
metilacdo no promotor de I1L-8 em criangas com obesidade. Os niveis de adipocinas e a
expressdo de citocinas se mostraram correlacionados. Da mesma forma, a metilagdo no
promotor de IL-8 e a concentracdo serica de enzimas hepaticas também estavam
correlacionadas. Esses dados reforcam o quadro de desregulacdo metabdlica, de
mudancas na producéo de citocinas e adipocinas e do envolvimento da metilacdo de DNA
na obesidade mostrados pela literatura. As alteracGes particularmente vinculadas a
citocina IL-8 sdo surpreendentes, uma vez que boa parte da literatura mostra que essa
citocina se encontra regulada positivamente em quadros inflamatérios. E possivel, porém,
que a diminuicdo nos seus niveis na obesidade seja uma tentativa de conter o processo
inflamatorio.

Palavras-chave: adipocinas, citocinas, enzimas hepaticas, expressao, metilacdo de DNA
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ABSTRACT

Obesity is defined as disproportional body weight for length with accumulation of adipose
tissue. Dysregulation in the metabolic profile and the occurrence of low-grade
inflammation are hallmarks of this condition. Inflammatory mechanisms, particularly,
seem to be involved in the development of diseases that may appear with higher levels of
adiposity. In children, obesity seems to follow the inflammatory pattern, although the
literature about this theme is diffuse yet. In addition, it is necessary to consider that
obesity has a multifactorial origin, with both genetic and environmental determinants. In
this regard, it is important to give emphasis on epigenetic mechanisms, which contribute
to the control of gene expression and can elicit a response to environmental changes.
DNA methylation is one of such mechanisms. Generally speaking, it is important to
promote transcription repression as it impedes the binding of transcription factors to gene
promoters. The studies about DNA methylation on childhood obesity are incipient yet. In
this sense, the objective of this study was to characterize childhood obesity under the
perspective of metabolism, inflammation, and epigenetics through the evaluation of
biochemical parameters, such as the lipidic profile and the level of hepatic enzymes; of
the expression of the cytokines IL-8 and TGF-B and of the adipokines leptin and
adiponectin; and of the DNA methylation in the genes of these inflammatory mediators.
The biochemical parameters pointed out the occurrence of dyslipidemia and elevation of
the levels of hepatic enzymes in the group of children with obesity, flow cytometry
revealed higher expression of TGF-f3 and lower expression of IL-8 in childhood obesity,
and ELISA showed elevation in the serum levels of leptin and decreased serum levels of
adiponectin. DNA methylation analysis through methylation-specific PCR technique
revealed reduced methylation levels in IL8 promoter in children with obesity. The levels
of adipokines and the expression of cytokines were correlated. In the same way,
methylation in IL8 promoter and the serum concentration of hepatic enzymes were also
correlated. These data reinforce the picture showed by the literature of metabolic
dysregulation, of changes in the expression of cytokines and adipokines, and of
participation of DNA methylation in obesity. The alterations reported for IL-8 are
surprising due to the literature depicting this cytokine as upregulated in inflammatory
settings. However, it may be possible that its decreased levels in obesity might be an
attempt to downregulate the inflammatory process.

Key words: adipokines, cytokines, DNA methylation, expression, hepatic enzymes
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1- INTRODUCAO
1.1 — Obesidade infantil

A obesidade é definida como peso corporal desproporcional para a altura, com
excessivo acumulo de tecido adiposo. Esse estado € normalmente acompanhado por um
estado inflamatdrio cronico, sistémico e de baixa intensidade (GONZALEZ-MUNIESA
etal., 2017). A obesidade e 0 sobrepeso atingiram propor¢des pandémicas, afetando quase
2 bilhdes de individuos acima de 18 anos, 41 milhdes de criancas com idade abaixo de 5
anos e 340 milhdes na faixa etaria entre 5 e 19 anos (OMS, 2016). Além disso, o impacto
na economia mundial da doenca é estimado em U$ 2,0 trilhdes de dolares (TREMMEL
et al., 2016). Em criangas e adolescentes, em um periodo de 41 anos (1975 a 2016), a
prevaléncia média de obesidade para a faixa etaria de 5 a 19 anos no mundo saltou de
0,7% para 5,6% no sexo feminino, enquanto que os indices no sexo masculino
considerando a mesma idade subiram de 0,9% para 7,8%. No Brasil, especificamente,
estima-se que a prevaléncia de obesidade em criangas e adolescentes é de 9,4% para
garotas e de 12,7% para garotos. Esses indices superam a estimativa de criancas e
adolescentes subnutridos no pais, que atualmente se encontra em 2,4% (ABARCA-
GOMES et al., 2017; NCD-Risc, 2017). Dados de 2009 apurados pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) apontam que uma em cada trés criangas com idade
entre 5 e 9 anos estdo acima do peso de acordo com o critério da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) (IBGE, 2010).

Para os adultos, a classificacdo da obesidade se da mais comumente pela medida
do indice de massa corpérea (IMC). Segundo este parametro, os individuos acima de 18
anos de idade s&o classificados como tendo sobrepeso (obesidade classe 1), obesidade
(obesidade classe Il) ou obesidade extrema quando apresentam IMC entre 25,0 e 29,9
kg/m?, entre 30,0 e 40,0 kg/m? e acima de 40,0 kg/m?, respectivamente (DE LORENZO
et al., 2016). Para os individuos menores de 18 anos de idade, varios sdo os critérios que
tentam estabelecer a obesidade. Nos Estados Unidos, por exemplo, a obesidade infantil é
definida pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) como IMC acima do
95° percentil (OWENS, 2013). Ja a International Obesity Task Force (I0OTF), utilizando
dados de seis paises (Brasil, Reino Unido, Hong Kong, Holanda, Singapura e Estados
Unidos) e de diversas etnias, estabelece curvas ajustadas usando uma extrapolacdo dos

valores de IMC de 25kg/m? e 30kg/m? para 0 sexo e idade. Dessa forma, valores de corte
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de IMC diferentes para o sobrepeso e obesidade em cada sexo e idade sdo determinados
(VALERIO et al., 2017). A OMS, por sua vez, se baseia em curvas de IMC para sexo e
idade criadas tendo como referéncia a populacio de seis paises (Brasil, Gana, india,
Noruega, Oma e Estados Unidos). Por esse critério, a obesidade € caracterizada por IMC
para 0 sexo e idade acima de dois desvios padrdo da média (OMS, 2007). No Brasil, o
critério preconizado para o diagnostico da obesidade infantil, segundo o Ministério da
Saude, é baseado nas curvas de crescimento e IMC por idade da OMS (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011). Na comparagéo entre os critérios, aquele estabelecido pelo CDC
apresenta maior especificidade que o critério da OMS e alta concordancia com o critério
da I0TF (HAJIAN-TILAKI & HEIDARI, 2013; BANJADE, NAIK,
NARASANNAVAR, 2015; MEDEHOUENOU et al., 2015).

De forma geral, a obesidade esta atrelada a interagdo de fatores genéticos,
ambientais e psicossociais que agem através de varios mediadores fisioldgicos de
consumo de alimento e gasto de energia, o que afeta a deposicdo de gordura
(GONZALES-MUNIESA et al., 2017). Quando o consumo de energia na forma de
calorias derivadas da comida e da bebida excede o gasto energético, que compreende uma
combinacao de taxa metabolica basal, energia necessaria para absorcao e atividade fisica,
ocorre um balango energético positivo e armazenamento de energia no tecido adiposo.
Em contraste, quando o gasto energético supera 0 consumo, ocorre um balanco energético
negativo e mobilizacdo de energia do tecido adiposo (GARVER et al., 2013).

Nas criancas, especificamente, a relacdo de gasto e consumo de calorias é critica
para o desenvolvimento. Os habitos alimentares, por exemplo, estabelecidos desde o0s
primeiros anos de idade tém um impacto significativo sobre as preferéncias alimentares,
crescimento e risco subsequente para o desenvolvimento de obesidade (WEN et al., 2012;
PAUL et al., 2014; BOMBERG et al., 2017). Além disso, uma alta porcentagem de
criancas e, principalmente, adolescentes com obesidade mantém o perfil de adiposidade
para a vida adulta (GUO et al., 1994; KUMAR & KELLY, 2017).

1.2 — Sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica é um conjunto de fatores metabdlicos que predispdem a
ocorréncia de doencas. O diagnostico da sindrome se da& através dos pardmetros de
obesidade abdominal — dada pela circunferéncia de cintura —, dislipidemia, hiperglicemia
e hipertensdo (SHERLING, PERUMAREDDI, HENNEKENS, 2017). A inflamacéo
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parece ser um fator importante associado a sindrome metabodlica (SALTIEL & THOMAS,
2017; THOMAS et al., 2018). A sobrecarga cronica de acidos graxos livres e de glicose,
por exemplo, pode acionar vias inflamatorias diretamente, no caso de acidos graxos livres,
ou indiretamente por meio da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), no caso de
ambos (INOGUCHI et al., 2000; KIM et al., 2007; NGUYEN et al., 2007; INGRAM &
DIOTALLEVI, 2017; GRANDL & WOLFRUN, 2018).

Especificamente em relacéo a dislipidemia que acompanha a sindrome metabdlica
e a obesidade, observam-se maiores niveis de colesterol total, triglicérides e de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), enquanto que os niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL) se encontram diminuidos em relacdo a individuos saudaveis
(HERTELYOVA etal., 2016; MATTOS et al., 2016; WOLFFENBUTTEL et al., 2017).
E notavel a associagio do perfil lipidico com as doencas que acompanham a sindrome
metabolica. O aumento da razdo de triglicérides por HDL, por exemplo, parece ser um
bom preditor de diabetes, hipertensdo, de eventos cardiovasculares e mesmo de
mortalidade (BITTNER et al., 2009; ONAT et al., 2010; McLAUGHLIN et al., 2003).
Mencao deve ser feita também ao LDL oxidado (LDL-o0x), que surge da oxidacdo tanto
de lipideos quanto da apolipoproteina B que compdem a liproproteina e que aumenta de
concentracdo na obesidade (PARTHASARANTI et al., 2012). Além disso, 0 aumento da
concentracdo de LDL-ox parece estar associado com todos os componentes da sindrome
metabdlica e de forma independente de pardmetros antropométricos e da resisténcia a
insulina (HURTADO-ROCA et al., 2017). E fato que essa lipoproteina pode se ligar aos
receptores scavenger, dos quais CD36 talvez seja 0 membro mais significativo (GOYAL
et al. 2012). Em macrofagos, especificamente, o reconhecimento de LDL-ox mediada por
CD36 promove a formacao de céelulas espumosas, importantes no desenvolvimento de
aterosclerose (RAHAMAN et al., 2006; GOYAL et al., 2012).

A doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (DHGNA) é a manifestacdo hepética
da sindrome metabdlica (DELLA CORTE, MAZZOTTA, NOBILI, 2016). Essa
condicdo, que pode assumir formas desde a esteatose simples até a cirrose hepatica,
parece ser provocada por diversas vias desencadeadas pela complexa interacdo entre 0s
fatores genéticos e ambientais sob a possivel regulacdo de fatores epigenéticos (BUSH,
GOLABI, YOUNOSSI, 2017; LEE et al., 2017). A obesidade parece ter papel
preponderante no desenvolvimento da doenca. Particularmente a circunferéncia de
pescoco e a 0 IMC estdo relacionados com o desenvolvimento de doenca hepatica em
criangas (SCHUSTEROVA et al., 2013; HATIPOGLU et al., 2016). Alem dessas
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observacdes, ja foi encontrado maior risco de desenvolvimento de doenca hepética na
idade adulta em criangas com obesidade, apontando que os danos podem se desenvolver
de forma gradual (YAN et al., 2017).

Uma das manifesta¢cGes de acometimento hepético é a elevacdo dos niveis de
enzimas teciduais. Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
sdo representantes usualmente dosados para tal diagnostico. Enquanto que AST é
encontrada no compartimento mitocondrial e citosélico catalisando a reacdo de conversédo
reversivel de aspartato e a-cetoglutarato em glutamato e oxalacetato, ALT € citosolica e
catalisa a conversdo de alanina e a-cetoglutarato em glutamato e acido pirtvico
(KARMEN, WROBLEWSKI, LADUE, 1955; GOWDA et al., 2009). Tais enzimas
atuam como marcadores de injuria hepatocelular, pois sdo liberadas por células em
processo de necrose, mas também pelo estresse oxidativo (CONTRERAS-ZENTELLA
& HERNANDEZ-MUNOZ, 2016; KNUDSEN et al., 2016). Um ponto em comum entre
elas, é a elevacdo na obesidade: quanto maior o IMC, maiores 0s niveis das duas e também
de y-glutamil transpeptidase (GGT) (SALVAGGIO et al., 1991). De forma semelhante,
a reducdo de peso corporal provoca queda nos niveis desses marcadores (PALMER &
SCHAFFNER, 1990; PARK, KIM, SHIN, 1995).

1.3 — Tecido adiposo

O tecido adiposo € um tipo de tecido conjuntivo no qual as células mais
proeminentes, os adipdcitos, sdo capazes de armazenar gordura (SUL et al., 1998). Ha
cerca de duas décadas, o tecido adiposo era reconhecido apenas como um reservatorio de
energia na forma de lipideos, no caso do tecido adiposo branco, e como um tecido
termogénico, no caso do tecido adiposo marrom presente em maior extensdo em recém-
nascidos (KUROSHIMA, 1993; ABERNATHY & BLACK, 1994). No entanto, com a
descoberta das moléculas de leptina, adiponectina e de outros mediadores produzidos pelo
tecido adiposo, a visdo do tecido como apenas reserva energética, foi desafiada (MAFFEI
et al., 1995; SCHERER et al., 1995). Atualmente, sabe-se que além das funcdes
tradicionais, o tecido adiposo tem uma importante funcao enddcrina, por meio da secrecéo
de diversos hormonios e adipocinas — citocinas derivadas do tecido adiposo (RAFOLS,
2014). Além disso, a existéncia de um novo tipo de adipdcito foi reconhecida: o adipécito
“bege”, com propriedades similares ao adipdcito marrom, porém pode ser encontrado em

meio a adipécitos brancos e possui origem diferente do marrom (RUI, 2017). Mencéo
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deve ser feita também aos diferentes depdsitos de tecido adiposo branco: visceral e
subcutaneo; ambos com diferentes propriedades, distribuicdo, perfis metabolico e
secretdrio e significados clinicos quando ha alteragdes de um ou de outro (IBRAHIM,
2010).

Além dos adipdcitos, é importante considerar as outras células que compdem o
tecido adiposo e que sdo agrupadas sob a denominacdo fracdo vascular estromal. E
composta por pre-adipocitos, células do endotélio vascular, fibroblastos e um repertério
de células do sistema imune, dentre as quais células dendriticas, macrofagos, células T,
células B, células NK, eosindfilos e mastécitos (BECKER, LEVINGS, DANIEL, 2017).
Além das ceélulas, a matriz extracelular também tem papel importante. Destaca-se a
presenca de fibronectina e dos colagenos tipo | e VI e das diversas metaloproteinases de
matriz que modulam o comportamento desta (SUN et al., 2013). E interessante notar que
as populac@es celulares e a matriz extracelular ndo sdo estaticas no tecido e que diversos
fatores podem estimular alteracdes no perfil dos adipdcitos, na contagem e funcéo das
células imunes que infiltram o tecido adiposo e na organizacdo da matriz extracelular
(SUN et al., 2013; BECKER, LEVINGS, DANIEL, 2017). Essas modificagdes levam,
em ultima analise, a mudancas profundas no comportamento metabdlico e secretorio
deste tecido (MARTINEZ-SANTIBANEZ & LUMENG, 2014).

Quanto ao perfil enddcrino, sabe-se que o tecido adiposo € importante produtor
de moléculas bioativas. Até o momento, mais de 600 moléculas diferentes foram
identificadas sendo secretadas pelo tecido adiposo e tendo as mais diferentes fungdes:
regulacdo da resposta imune e da inflamac&o, regulacdo metabodlica, modulagéo da funcao
vascular, crescimento, adipogénese e morfogénese 6ssea (BLUHER & MANTZOROS,
2015). Além dos papeis desempenhados individualmente por cada adipocina, talvez seja
necessario compreender também o painel conjunto das mesmas: alguns trabalhos
propdem que a mensuracdo dos niveis de um conjunto delas ajude a discriminar o0s
diversos estados metabolicos (KLOTING et al., 2010; BLUHER et al., 2012). Apesar das
importantes funcbes desempenhadas pelas adipocinas, a translagdo do conhecimento
advindo da pesquisa basica para a pratica clinica ainda é bastante limitada (BLUHER,
2016).

Por fim, um dos fatores para a modifica¢cdo do comportamento do tecido adiposo
é a obesidade. Além da evidente expansédo do tecido adiposo, verificam-se alteracdes no
perfil secretorio dos adipdcitos, na composicdo e organizacdo da matriz e nos perfis de

células imunes que povoam o tecido. Os adipdcitos por vezes sofrem hipertrofia, estdo
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mais sujeitos & morte celular e alteram a expressdo de adipocinas; a matriz tende a se
tornar mais densa, com o acumulo de coladgeno — especialmente colageno do tipo VI —,
elastina e fibronectina; e ocorre aumento do nimero de neutréfilos, macrofagos do tipo |,
células T CD8", células Tnl, com a concomitante diminuicdo de eosindfilos, macréfagos
do tipo Il e linfocitos Treg (Figura 1) (SUN, KUMINSKI, SCHERER, 2011; MATHIS,
2013; MARTINEZ-SANTIBANEZ & LUMENG, 2014).

Eutrdfico

Eosinodfilos, macréfagos M2, células T2
e Treg

IL-10, IL-4, I1L-13, adiponectina

{ Rigidez da matriz extracelular

" Sensibilidade a insulina

Neutréfilos, macréfagos M1, células T, 1
e T CD8+, células B produtoras de IgG
IL-6, TNF-a, IL-1B, MCP-1, leptina
Hipoxia

N Morte de adipdcitos

M Rigidez da matriz extracelular

J Sensibilidade a insulina

Figura 1: Tecido adiposo magro vs. tecido adiposo obeso. No tecido adiposo eutr6fico predominam células
e citocinas com perfil anti-inflamatério, a matriz extracelular apresenta menor deposicdo de colageno,
elastina e fibronectina e a sensibilidade a acdo da insulina se encontra normal. No tecido adiposo obeso,
por outro lado, predominam células e citocinas com perfil pré-inflamatério, hd a ocorréncia de hipdxia e
morte de adipécitos, a matriz extracelular se encontra mais rigida com a maior deposigdo de componentes
fibrilares e ocorre resisténcia a insulina (adaptado de MARTINEZ-SANTIBANES & LUMENG, 2014).

1.4 — Inflamagéo na obesidade

A inflamac&o pode ser definida como uma resposta a infec¢do, desafio antigénico
ou lesdo tecidual cujo objetivo é erradicar o0 agente agressor e potencializar a reparacao
tecidual (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). O agente agressor pode ser um
microrganismo ou dano tecidual com a consequente liberacdo de produtos intracelulares,

que nédo séo encontrados no meio extracelular. Tais agentes possuem padrées moleculares
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— pathogen associated molecular patterns (PAMPs) e Damage associated molecular
patterns (DAMPS) — que sdo reconhecidos por Pattern recognition receptors (PRRS) nas
células da imunidade inata (NEWTON & DIXIT, 2012). Em resposta a ativacdo desses
receptores, sdo produzidas citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos (NETEA et al.,
2017).

Na obesidade e na sindrome metabdlica, porém, se observa que 0s sinais classicos
da inflamacdao ndo sao perceptiveis (HOTAMISLIGIL, 2006). Nesse sentido, a obesidade
pode ser caracterizada por uma inflamacdo de baixa intensidade, definida como um
aumento sustentado e sensivel, mas significativo, nos niveis de mediadores inflamatérios,
incluindo citocinas e proteinas de fase aguda, que sdo usualmente associados a imunidade
inata (ZELECHOWSKA et al., 2018). Além disso, esse quadro inflamatério é sistémico,
sendto suas consequéncias sentidas em diversos 6rgaos e &, por isso, fator de risco para o
desenvolvimento de comorbidades (HOTAMISLIGIL, 2006; SALTIEL & OLEFSKY,
2017). Uma associacdo importante, por exemplo, é a ligacdo entre a obesidade e o
desenvolvimento de diversos tipos de cancer (RENEHAN et al., 2008; SJIOSTROM et
al., 2009; LIU et al., 2017). Além da relacdo epidemiolégica, tem sido proposto que
alteracBes no perfil celular do sistema imune, como aumento da populacdo de células
mieloides produtoras de espécies reativas de oxigénio (ROS), e a liberacdo de mediadores
inflamatorios pelo tecido adiposo na obesidade possa liberar sinais mitogénicos e
promover aumento da instabilidade gendmica (LENGYEL et al., 2018).

O evento causador da inflamacao na obesidade, no entanto, ndo esta claro. Nao se
sabe exatamente se 0 excesso de gordura corporal é causa ou consequéncia do processo
inflamatorio, uma vez que a maioria dos estudos explorando esta relacdo tem desenho
transversal e que a obesidade ndo mantém uma relacdo necessaria com a inflamacéo
(KLOTING et al.,, 2010; BLUHER, 2016). Todavia, varios mecanismos tém sido
propostos para explicar o inicio da inflamacdo associada a obesidade: aumento da
permeabilidade intestinal e consequentemente passagem de produtos bacterianos, em
particular lipopolissacarideo (LPS), para a circulacdo; aumento de certos acidos graxos
com perfil pré-inflamatorio devido provavelmente a dieta; hipoxia, evento comum na
expansdo do tecido adiposo, com 0 consequente acionamento da via do Hypoxia-
inducible factor-/a (HIF-1a) e aumento de mediadores inflamatérios; liberacdo de
conteddo intracelular em funcdo da morte de adipdcitos; alteragfes na matriz com a
expansdo do tecido adiposo, as quais podem aumentar o estresse mecanico e fazer com

que os adipdcitos passem a ter um perfil de expressdo génica alterado, contribuindo para
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inflamacdo (CREWE, AN, SCHERER, 2017; SALTIEL & OLEFSKY, 2017; REILLY
& SALTIEL, 2017). Além desses fatores, pode haver uma programacdo para o quadro
inflamatorio: ha evidéncia de que o periodo pré-natal/perinatal e a infancia podem moldar
a susceptibilidade a inflamag&o no tecido adiposo (ALFARADHI et al., 2016; SINGER
& LUMENG, 2017). Tal programagdo pode ser devida a regulacdo por meio de
mecanismos epigenéticos (ALFARADHI et al., 2016).

Como ja mencionado, as populacGes celulares derivadas do sistema imune no
tecido adiposo sofrem mudangas acentuadas com a obesidade. E importante ressaltar que,
além da imunidade inata, componentes da imunidade adaptativa também sofrem
alteracdes importantes, principalmente no tecido adiposo visceral: a infiltracdo de
linfécitos T parece um evento inicial na inflamacéo; as subpopulacdes predominantes de
linfécitos T variam em cada estado metabolico; linfocitos B passam a produzir anticorpos
lgG (SELL, HABICH, ECKEL, 2012). Além disso, a expansdo clonal, dada pela reducédo
no repertorio de receptor de células T (TCR), e o aumento do nimero de células T de
memoria no tecido adiposo visceral sugerem que 0 processo possa ser guiado por um
antigeno, embora tal ndo tenha sido identificado com clareza (YANG et al., 2010; CHNG
et al., 2015).

De forma geral, pode-se dividir os tipos celulares que ocorrem no tecido adiposo
em pro-inflamatdrios e anti-inflamatdrios, segundo a sua secrecdo de mediadores. Nesse
sentido, macrofagos do tipo M1, mastocitos, células Twl, células B, neutrofilos e células
dendriticas sdo associadas a um perfil inflamatério do tecido adiposo; enquanto que
macréfagos do tipo M2, células T2, Treg e eosindfilos secretam um painel de citocinas
anti-inflamatdrias e sdo associadas com a homeostase do tecido adiposo (MATHIS, 2013;
McLAUGHLIN et al., 2017).

Dentre os tipos celulares citados, os macrofagos tém o seu perfil bem
caracterizado na obesidade. Em camundongos, essas células representam de 10 a 15% do
total de células imunes no tecido adiposo, enquanto que num quadro de obesidade, ha um
salto para até 60% (McLAUGHLIN et al., 2017). Além da quantidade, é importante
destacar o subtipo que prevalece em cada um dos casos: em eutroficos predominam os
macrofagos de perfil M2, ou alternativamente ativados, e nos obesos ha maior ocorréncia
de células com perfil M1, ou classicamente ativadas. Em camundongos, 0os macrofagos
com perfil M2 expressam na sua membrana CD11b, F4/80, CD301 e CD206, e produzem
altos niveis de arginase, enzima que inibe a producdo de oxido nitrico (LUMENG,

BODZIN, SALTIEL, 2007). Além disso, essas celulas apresentam maior secre¢édo de
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citocinas com caracteristica anti-inflamatéria, como IL-4, IL-10, IL-13 e antagonista do
receptor de IL-1 (IL-1Ra), que induzem um estado de sensibilidade a acéo da insulina
(PIRZGALSKA & DOMINGOS, 2018). Os macrofagos M2 parecem ser induzidos
especialmente por eosinofilos atraves das citocinas interleucina-4 (IL-4) e 1L-13 (WU et
al., 2011). Topologicamente, as células M2 estdo presentes no intersticio, entre 0s
adipdcitos, e raramente estdo localizados nas Crown-like structure (CLS) que
ocasionalmente se formam no individuo magro (CATRYSSE & VAN LOO, 2018).

Por outro lado, os macréfagos M1, em camundongos, expressam CD11b e F4/80,
mas sdo caracterizados pela expressdo do marcador CD11c, de Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e pela marcada producdo de mediadores inflamatérios, como 6xido
nitrico (NO) e das citocinas IL-1B, IL-6 e Tumor necrosis factor- o (TNF-a), as quais
promovem um ambiente inflamatdrio e conduzem a resisténcia a insulina (LUMENG,
BODZIN, SALTIEL, 2007; NGUYEN et al., 2007; McLAUGHLIN et al., 2017). Essas
células, sdo frequentemente encontradas nas CLS, que correspondem a um adipécito
necrético rodeado por macrofagos do tipo |. Esse evento parece ocorrer quando o
adipocito chega ao méximo do seu tamanho e ndo mais consegue armazenar 0 Seu
conteudo lipidico (CINTI et al., 2005). Nesse sentido, a hiperplasia do tecido adiposo tem
sido considerada, até certo grau, benéfica, pois expande a capacidade de armazenamento
do tecido adiposo; enquanto a hipertrofia dos adipdcitos parece ser um evento que conduz
a um perfil mais inflamatdrio com a consequente producao de mediadores que concorrem
para esse processo (KLOTING & BLUHER, 2014).

Como é de se esperar em uma condi¢do inflamatdria, ocorrem pronunciadas
alteracGes hematologicas na obesidade. Além das variagdes nos niveis séricos de citocinas
e de proteinas de fase aguda, o préprio perfil das células circulantes é afetado. Uma das
mudangas € na contagem das células sanguineas: individuos obesos apresentam maior
contagem total de leucdcitos, que € revertida, pelo menos parcialmente, com a perda de
peso (FISCH & FREEDMAN, 1975; DIXON, PAUL, O’BRIEN, 2006). A expressao
génica nas células sanguineas também € afetada pela obesidade, sendo que os genes com
expressdo diferente entre obesos e eutréficos podem estar relacionados com o
metabolismo de &cidos graxos e aminoacidos e com a sinalizagdo de linfécitos Th
(BERISHA et al., 2012). Outro achado interessante é a diferenca na producdo de
citocinas, quimiocinas e expressdo de moléculas de apresentacdo de antigenos e co-
estimulatorias em monacitos e neutréfilos de individuos obesos (MATTOS et al., 2016;

MEDEIROS et al., 2017). E provavel que essas alteragdes sejam, pelo menos em parte,
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derivada de modificagbes na medula 6ssea com a obesidade: a taxa de proliferacéo
aumenta em uma dieta hiperlipidica e a expressdo génica em celulas-tronco
mesenquimais medulares é alterada (DA SILVA et al., 2016; LIU et al., 2018). Além
disso, o Toll-like receptor-4 (TLR4) parece ser importante para algumas dessas
mudangas, uma vez que camundongos nocaute para esse receptor ndo apresentam as
alteracdes quando desafiados com LPS ou dieta hiperlipidica (L1U et al., 2018).

Apesar do corpo da literatura disponivel apontar a inflamacdo como sendo
deletéria na obesidade, conduzindo a diversas alteracbes metabdlicas negativas, uma
hipotese provocante, mas plausivel, é que a inflamacdo representa uma tentativa de
restabelecimento da homeostase metabélica (SALTIEL & OLEFSKI, 2017). E possivel
que a inflamacdo no tecido adiposo seja essencial para o remodelamento do mesmo no
quadro de obesidade para comportar a sua expansao (YE & MCGUINESS, 2013).

1.5 — Citocinas, quimiocinas e obesidade

Citocinas sdo pequenas proteinas secretadas por varios tipos celulares e que tém
papeis especificos nas interagcdes e comunicacao entre as células (ZHANG & AN, 2007).
Além disso, sdo mediadores-chave na inflamacdo, agindo nos processos agudos e
cronicos via uma rede complexa e, por vezes, aparentemente contraditoria de interages
(TURNER et al., 2014).

As quimiocinas, por sua vez, Sao citocinas com caracteristica quimiotatica e que
controlam os padrdes de migracéo e de posicionamento de células imunes, tanto no estado
de homeostase, quanto no estado de patologia (GRIFFITH, SOKOL, LUSTER, 2014).
Compreendem cerca de 50 moléculas que possuem em comum o fato de terem cisteinas
que formam ligagdes dissulfeto na por¢do N-terminal que mantém a estrutura de cada
mondmero de uma quimiocina. Varia¢des nas configuracGes dessas cisteinas dao origem
as diferentes familias dessas moléculas. Dessa forma, pode-se dividir as quimiocinas nas
familias CC, CXC (em que C é cisteina e X € um aminoacido qualquer), CX3C e XC
(HUGHES & NIBBS, 2018). De forma geral, as quimiocinas agem em receptores de sete
passos transmembrana, acoplados ou ndo a proteina G, que desencadeiam vias que além
de culminar com a migracao celular, estdo envolvidas com uma série de outros fenbmenos
celulares (HUGHES & NIBBS, 2018). Uma quimiocina fundamental no
desenvolvimento da obesidade parece ser Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1).

Sabe-se que tem papel chave no recrutamento de macréfagos do tipo M1 para o tecido
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adiposo e seus niveis sdo correlacionados com o desenvolvimento de resisténcia a agdo
dainsulina (KANDA et al., 2006; XU et al., 2015). Outra quimiocina que parece ter papel
importante é CCL5, cujos niveis estdo aumentados na obesidade. Alem disso, a infiltragdo
de macrdfagos e a formacdo de CLS € reduzida em camundongos nocaute para CCR5 e
h& uma reversao de um perfil M1 de macrofagos para um perfil M2 (KITADE et al., 2012;
OTA, 2013).

De forma geral, ocorre na obesidade, tanto em criancas quanto em adultos,
desregulacao da expresséao de citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias e nos niveis
de certas quimiocinas, caracterizando o ja referido estado de inflamacéo cronica sistémica
de baixo grau (GILBERT & SINGERLAND, 2012; MATTOS et al., 2016). Além disso,
¢ achado comum na doenca a alteracdo da concentracdo de adipocinas, citocinas
produzidas e secretadas pelo tecido adiposo e que incluem resistina, leptina e adiponectina
(MAFFEI et al., 1995; YANG et al., 2001; DUPONT et al., 2015). Essa alteracéo traz
consequéncias sistémicas, pois as adipocinas possuem efeitos no metabolismo de lipideos
e carboidratos. Leptina, em particular, age no sistema nervoso central sobre os centros
hipotalamicos de controle da saciedade (KURYSZKO, SLAWUTA, SAPIKOWSKI,
2016). Em criancas obesas, especificamente, ha evidéncias de que ocorrem mudancas nos
niveis circulantes de leptina e adiponectina, bem como na expressao das citocinas IL-8 e
Transforming growth factor-g1 (TGF-B) em mondcitos e neutréfilos (NAGEL et al.,
2006; MATTOS et al., 2016; MEDEIROS et al., 2017).

1.5.1 — Interleucina-8 (IL-8)

A quimiocina pré-inflamatoria IL-8 (ou CXCL8) em humanos é um dos 15
membros da familia de quimiocinas CXC e ¢ codificada pelo gene IL8, encontrado no
braco curto do cromossomo 4 (JUNDI & GREENE, 2015). Estruturalmente, IL-8, é
produzida como um peptideo de 99 aminoacidos, mas sofre clivagem para estar na sua
forma ativa, cujo tamanho é de 77 aminoacidos em células ndo-imunes e 72 em mondcitos
e macrofagos (LIU et al., 2016). Tal quimiocina € secretada por uma extensa gama de
células, incluindo células epiteliais do mesotélio e do endotélio, células tumorais,
neutrofilos, mondcitos e macrofagos (DONG & ZHENG, 2015).

IL-8 é produzida em resposta a diferentes estimulos, incluindo mudancas no
ambiente quimico, esteroides e sinais inflamatdrios, como as citocinas IL-1, IL-6,

CXCL12 e TNF-aq, particulas bacterianas e espécies reativas de oxigénio. Esses estimulos
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ativam a via de Nuclear factor-«B (NF-xB), o que culmina com o aumento da expressao
da quimiocina (HA, DEBNATH, NEAMATI, 2017; SAHIBZADA et al., 2017). A
sinalizacdo dependente de IL-8 se da pela sua ligacdo aos receptores acoplados a proteina
G CXCR1 e CXCR2, que sdo expressos, de forma geral, nos leucdcitos, em
queratindcitos, fibroblastos, neurbnios, hepatdcitos, melandcitos, células epiteliais e
endoteliais (SINGH et al., 2013; RUSSO et al., 2014). Como consequéncia da ligacao aos
receptores, hd o disparo de varias vias, incluindo a de Phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) / Protein kinase B (PKB ou Akt), de Phospholipase C (PLC) / Protein kinase C
(PKC) e de Mitogen-activated protein kinase (MAPK), bem como a ativagdo da Focal
adhesion kinase (FAK), de GTPases da familia Rho e da via Janus kinase/ Signal
transducer and activator of transcription (Jak/STAT) (GALES et al., 2013). Dentre os
papéis fisioldgicos de IL-8 estdo a indugdo da quimiotaxia, primariamente em neutrofilos
em direcdo a fonte produtora, fagocitose, aumento da producao de espécies reativas de
oxigénio pelas células imunes, promoc¢do da angiogénese e liberacdo de redes de DNA
por neutrofilos que promovem a captura e morte de microrganismos invasores (DAVID
et al., 2016).

Assim como outras citocinas pro-inflamatérias, ha evidéncias de que IL-8 esta
aumentada na obesidade e que se correlaciona positivamente com o IMC e outros
parametros antropomeétricos relacionados com o nivel de adiposidade em adultos
(STRACZKOWSKI et al., 2002; KIM et al., 2006). No entanto, h4d também relato de
menor expressdo de I1L-8 em neutrdfilos de criangas com obesidade (MEDEIROS et al.,
2017). Além disso, sabe-se que o papel quimiotatico de IL-8 é importante para recrutar
neutrofilos, que se infiltram no tecido adiposo (ELGAZAR-CARMON et al., 2008).
Essas células, particularmente, sofrem um aumento do seu nimero no tecido adiposo em
trés dias de dieta hiperlipidica em camundongos, o que sugere que tais células podem ser
uma das primeiras a sofrer alteragdes na obesidade (TALUKDAR et al., 2012). Um fato
interessante é que a secre¢do de IL-8 no tecido adiposo ndo parece ser devida aos
adipdcitos, mas sim as células sanguineas que infiltraram e a secre¢do pode ser secundaria
a elevagdes nos niveis de IL-1B e TNF-a (FAIN et al., 2004; FAIN, 2006).

1.5.2 — Transforming growth factor-g1 (TGF-p1)

TGF-B1 ¢ um fator de crescimento e citocina relacionada a imunidade,

diferenciacdo, supressdo de tumores, formacdo de metéstase, senescéncia, migracao
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celular, reparo de feridas, divisdo celular, adipogénese e osteogénese (CHANG et al.,
2016). A citocina € pertencente a superfamilia TGF-B, que contém 33 membros em
mamiferos, incluindo as isoformas de TGFB (TGFB1-3), proteinas morfogenéticas do
0sso (BMPs), ativinas, inibinas, nodal e fatores de diferenciacdo do crescimento (GDFs)
(AYYAS, ATTISANO, WRANA, 2017). Em comum, os membros dessa familia
compartilham um mesmo arranjo tridimensional e cisteinas na por¢do C-terminal que
podem formar ligagdes dissulfeto (MOUSTAKAS & HELDIN, 2009). Das trés isoformas
de TGFp existentes, TGFB1 ¢ a mais abundante, sendo expressa por células epiteliais,
endoteliais, hematopoiéticas e do tecido conjuntivo e é codificada pelo gene TGFB1,
localizado no brago longo do cromossomo 19 (PONIATOWSKI et al., 2015; ZHU et al.,
2016). Estruturalmente, a citocina na sua forma ativa consiste de um homodimero com
cada cadeia polipeptidica constituida por 112 aminoacidos e peso molecular de 25 kDa
(PATIL, SABLE, KOTHARI, 2011).

TGF-B1 é produzida como proteina com fragdes pré- e pro-, que apds o seu
processamento é ligada a uma particula associada a laténcia, formada pela fracao pro- que
foi clivada no Golgi. Dessa forma, a citocina é secretada na sua forma inativa, a qual
ainda pode formar um complexo com Latent TGF-8-binding protein (LTBP). A mudanca
da forma inativa para a ativa parece depender in vivo de ativagdo proteolitica por
transglutaminases e metaloproteases de matriz, mudanca conformacional por meio da
ligacdo a tromboespondina e tragdo mecanica através da interacdo com integrinas (LI et
al., 2006; WANG et al., 2006). Na forma ativa, TGF-B1 pode se ligar a trés diferentes
receptores: TPRI, TBRII e TRRIII, que s&o serina-treonina cinases. Na sua via candnica,
TGF-B1 se liga a TBRII, o que promove recrutamento e fosforilagdo de TPRI. TPRI, por
sua vez, fosforila o fator Mothers Against Decapentaplegic Homolog 2 and 3 (Smad2 e
Smad3), que interagem entdo com Smad4 para regular a expressdo génica no nucleo.
Além disso, TGF-B1 pode sinalizar também por vias independentes de Smad, como as
vias de PI3K e MAPK (ZHU et al., 2016). Os papeis de TGF-1 sdo multifacetados,
dependendo de sua concentracéo e da presenca de outros fatores, como outras citocinas
(LI et al., 2006). Em vista disso, pode desempenhar funcBes ligadas a regulacdo da
resposta imune, o que acontece em boa parte dos casos, mas também pode assumir papeis
pré-inflamatdrios. Em mondcitos, potencializa a producdo de IL-1 e IL-6 e representa um
estimulo quimiotatico para essas células, enquanto que em macrofagos parece ser um
estimulo inibitério. Em linfocitos, inibe de forma geral a formacéo de células B, exceto

as produtoras de IgA,; é responsavel pela geracdo de células Tregs por meio da inducéo
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da expressdo de FoxP3; inibe a atividade das células Tnl, Th2, de linfécitos T CD8* e de
células NK. No entanto, ativa TH9 e Th17 (LI et al., 2006; HADASCHIK & ENK, 2015).
Esta citocina possui também papel pré-fibrogénico, pois medeia a expressao de genes
criticos envolvidos no processo fibrético (ROSENBLOOM et al., 2017).

Em humanos, os niveis da citocina no tecido adiposo parecem estar
correlacionados positivamente com o aumento de peso corporal (ALESSI et al., 2000).
Além disso, ja foi relatado que a secrecdo de TGF-B1 é devida, principalmente, as células
da fracdo vascular estromal no tecido adiposo, embora os adipécitos de camundongos
obesos também apresentem aumento na expressao do fator (SAMAD et al., 1997; FAIN,
TICHANSI, MADAN, 2005). Em camundongos, 0s niveis da citocina estdo aumentados
com o aumento do peso corporal. De forma marcante, camundongos nocaute para Smada3,
molécula-chave na via de TGF-B1, apresentam menor ganho de peso corporal, menor
tamanho médio dos adipdcitos, melhores indices de resisténcia a insulina e um perfil de
expressao génica anti-inflamatério, quando comparado a camundongos selvagens em
uma dieta hiperlipidica (YADAV et al., 2011). TGF-B1 parece ter também um efeito
negativo sobre a diferenciacao de pré-adipécitos, embora pareca promover a proliferacdo
destas células (TSURUTANI et al., 2011). Uma observacdo interessante, nesse sentido, é
que os niveis de mRNA de TGF-B1 se encontram elevados nos adipocitos de
camundongos obesos, embora nao haja nenhum efeito inibitorio nessas células (SAMAD
et al., 1997). Essa observacdo aparentemente contrastante de que os niveis de mMRNA de
TGF-B1 em adip6citos de camundongos obesos pode encontrar explicagdo no fato de que
os altos niveis da citocina possam promover um suporte a populacdo de adipdcitos
indiferenciados e ao mesmo tempo impedir a sua diferenciacdo (ZAMANI & BROWN,
2011).

1.5.3 — Leptina (Lep)

Leptina é uma adipocina composta por 146 aminoacidos na forma ativa e possuli
peso molecular de 16,7 kDa, sendo codificada pelo gene LEP, localizado no brago longo
do cromossomo 7 (PARACCHINI, PEDOTI, TAIOLI, 2005; WASIM et al., 2015;
KURYSZKO, SLAWUTA, SAPIKOWSKI, 2016). Estruturalmente, ¢ formada por
quatro a-hélices antiparalelas interconectadas e guarda marcante semelhanca com a
estrutura de IL-6, IL-11 e IL-12 (VADACCA et al., 2011). Lep é secretada pelo tecido
adiposo branco, e em menores niveis pelo tecido adiposo marrom, pelos 6rgdos linfoides
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primarios e secundarios, medula éssea, epitélio mamario, ovarios, musculo esquelético e
placenta (KHAN et al., 2012). Os niveis circulantes dessa adipocina apresentam variacdo
circadiana, com 0s maiores niveis entre a meia-noite e o inicio da manha, embora 0s
individuos obesos apresentando maior amplitude de concentragcdo dessa adipocina ao
longo do dia. Outros fatores, predominantemente o sexo e a distribuicdo de tecido
adiposo, também regulam os niveis de Lep (SINHA et al., 1996).

As acdes de Lep sdo mediadas pela sua ligacao as seis isoformas de receptores
ObR (ObRa-f), todas geradas pelo splicing alternativo do mesmo gene, com maior
destaque para ObRb (UDDIN & MOHAMMAD, 2015). ObRb, pertencente a classe | de
receptores de citocinas — a mesma dos receptores de IL-6 e fator estimulante de coldnias
de granuldcitos — é a isoforma com maior comprimento intracelular e a Unica capaz de
realizar a transducdo completa de sinal (VADACCA et al., 2011). Quando Lep se liga ao
seu receptor, vérias vias de sinalizacdo sdo ativadas, incluindo as vias de Jak/STAT,
MAPK/ERK1/2, PI3K e de mammalian target of rapamycin (nNTOR) (HAN & WANG,
2015). A principal funcdo da adipocina é a regulacdo do metabolismo, que se da a nivel
periférico e central. No sistema nervoso central, leptina age por meio da ligacdo a ObRb
presente nos neurdnios secretores de neuropeptideo Y e de proteina relacionada a Agouti
e nos neurdnios secretores de a-melanocyte-stimulated hormone (a-MSH) (WAUMAN,
ZABEAU, TAVERNIER, 2017). Naqueles hd a inibicdo da secrecdo dos fatores
estimuladores de apetite, enquanto que nestes ocorre o estimulo para a secrecéo do fator
inibidor de apetite. A nivel periférico, Lep inibe a adipogénese, estimula a lipélise e a
queima de acidos graxos (KURYSZKO, SLAWUTA, SAPIKOWSKI, 2016). Outras
acOes mediadas por leptina sdo promocdo do crescimento e reproducdo, inibicdo da
liberacdo de corticosteroides — acdes essas mediadas através da ligacdo de leptina no
sistema nervoso central — e aumento da funcdo imune (PAN & MYERS, 2017). A esse
respeito, leptina tem sido associada a um perfil mais pré-inflamatério, ativando tanto a
imunidade inata quanto adaptativa (FERNANDEZ-RIEJOS et al., 2010).

Apesar de leptina representar um sinal de saciedade, é visto que 0s niveis
circulantes de Lep, tanto em criancas e adultos, se correlacionam diretamente com o
aumento da gordura corporal (MATTOS et al., 2016; MAFFEI et al., 1995). Nesse
sentido, tem sido proposto que haja na obesidade um quadro de resisténcia a leptina,
embora 0s mecanismos pelos quais tal resisténcia se dé ndo sejam ainda totalmente
compreendidos (FLIER & MARATOS-FLIER, 2017). E possivel que componentes que
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interfiram com a via de leptina tenham a sua concentracgdo alterada na obesidade (PAN &
MYERS, 2017).

1.5.4 — Adiponectina (AdipoQ)

AdipoQ é uma adipocina’horménio codificada pelo gene ADIPOQ, localizado no
braco longo do cromossomo 3 e é formada por 244 aminoacidos. Estruturalmente, se
assemelha muito a proteina do complemento C1q (GHOSHAL & BHATTACHARYYA,
2015). E o horménio peptidico com os maiores niveis plasmaticos, representando cerca
de 0,01% do contetido plasmatico total de proteinas, e é encontrada sob trés formas:
trimérica (67 kDa), hexamérica (140 kDa) e uma forma de alto peso molecular (300 kDa)
na qual de 12 a 18 moléculas de leptina se associam (KAWASHIMA et al., 2017).
AdipoQ é produzida e secretada em maior quantidade por adipdcitos, mas também é
lancada no sangue em menores quantidades por cardiomidcitos, hepatdcitos e placenta
(BALSAN et al., 2015). A sua secrecdo é estimulada pela insulina e inibida por TNF-a e
IL-6 (KURYSZKO, SLAWUTA, SAPIKOWSKI, 2016).

AdipoQ pode se ligar aos receptores AdipoR1 e AdipoR2 e também a T-caderina
(ACHARI & JAIN, 2017). No caso da ativacdo de AdipoR1 e AdipoR2, AdipoQ se liga
a porcdo C-terminal dos receptores, o que ativa Adaptor protein, phosphotyrosine
interacting with PH domain and leucine zipper 1 (APPL1), a qual interage com 0 N-
terminal do mesmo (WANG, MA, LAU, 2017). APPL1 medeia entdo alteracfes em
varias vias. APPL1 ativa Phosphatase 2A (PP2A) e inativa Protein kinase C{ (PKC(), o
que torna ativa Liver kinase Bl (LKB1 ou STK11). Esta, e possivelmente
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase (CaMKK), fosforila 5 AMP-
activated protein kinase (AMPK), a qual subsequentemente fosforila acetil-CoA
carboxilase, inibindo-a. Dessa forma, h& a promog¢do de oxidacdo de &cidos graxos. A
proteina adaptadora também se liga & subunidade p38 de MAPK, o0 que promove ativacdo
dessa via. Na via de Peroxisome proliferator activated receptor (PPAR), APPL1 aumenta
a expressao de PPARa, que promove a atividade de acetil-COA oxidase e de proteina
desacopladora (UCP), que promovem aumento de gasto energético. A inibicao da via de
NF-xB depende da elevagdo dos niveis de AMP ciclico (CAMP), da consequente ativagdo
de Protein kinase A (PKA) e da inativagdo de (IkBa), que ativa o fator de transcricdo. Ha
ainda uma comunicacao entre a via de sinalizacdo de insulina e adiponectina: na presenca

de adiponectina, APPL1 se liga e ativa os Insulin receptor substrates 1 and 2 (IRS1/2),
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0S quais interagem com o receptor de insulina e medeiam os efeitos do receptor ativado,
como a ativacao da via de PI3K/Akt. Os receptores em si possuem, ainda, atividade de
ceramidases, convertendo ceramidas em esfingosina-1-fostato (S1P) (MAO, HONG,
DONG, 2006). Os efeitos da interagdo adiponectina/T-caderina parecem ser
especialmente importantes para mediar a agdo cardioprotetora de adiponectina (DENZEL
etal., 2010).

AdipoQ tem funcdes antidiabética, anti-inflamatoria e anti-aterogénica. Tal
adipocina atua regulando o metabolismo de carboidratos e lipideos, estimulando a
captacdo de glicose e oxidacao de lipideos e inibindo a gliconeogénese hepatica. Além
disso, inibe a producdo de citocinas pré-inflamatdrias, a expressdo de moléculas de
adesdo em neutrofilos e a producdo de ROS (KOLEVA et al., 2016). No geral, 0s niveis
de AdipoQ séo inversamente proporcionais ao IMC (YANG et al., 2001; MEILLEUR et
al., 2010; MUPPALA et al., 2017).

1.6 — Mecanismos epigenéticos de expressao génica: metilacdo de DNA

O termo epigenética foi cunhado na década de 1940 pelo embriologista Conrad
Waddington para explicar os mecanismos causais do desenvolvimento que ligam o
aparecimento de um determinado fen6tipo a um dado genétipo (WADDINGTON, 1942).
Apo0s a descoberta da estrutura da molécula de DNA e das observacGes de que células
geneticamente idénticas podem ser fenotipicamente diferentes e que ndo apenas
mecanismos genéticos podem estar envolvidos no desenvolvimento do cancer, tal termo
passou a ser entendido como as mudangas mitdtica e/ou meioticamente herdaveis na
funcdo do gene que ndo podem ser explicadas por mudancas na sequéncia de nucleotideos
(MARKERT, 1968; CHOUDHURI, 2011; HU & BARRET, 2017). A nivel molecular,
sabe-se atualmente que os mecanismos epigenéticos incluem a metilacdo de DNA, a
modificacdo covalente em residuos de aminoacidos de histonas e a regulagcdo promovida
por moléculas de RNA néo-codificantes (INBAR-FEIGENBERG et al., 2013). Por ndo
envolverem alteracBes na sequéncia de nucleotideos e por serem adicionadas, lidas e
apagadas por uma série de proteinas e enzimas cujas funcGes e expressdo podem ser
reguladas, as modificacdes epigenéticas sdo passiveis de mudancas (ALLEGRUCCI et
al., 2011; CHEN et al., 2017; WU et al., 2017). Isso torna tais modifica¢des, assim como
as proteinas e enzimas que atuam no processo, alvos terapéuticos em potencial (DUNN
& RAO, 2017).
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A metilagdo de DNA, particularmente, foi o primeiro mecanismo a ser sugerido
como regulatorio da funcdo dos genes, em meados da década de 1970, no contexto da
inativacdo do cromossomo X e do desenvolvimento (HOLLIDAY & PUGH, 1975;
RIGGS, 1975). A metilacdo de DNA é o mecanismo epigenético mais comumente
estudado em mamiferos e corresponde a adi¢ao de um radical metil ao carbono 5 de bases
de citosina seguidas no sentido 3’ pelo nucleotideo de guanina (CpG), embora também
possa ocorrer em citosinas seguidas por outros nucleotideos em neurénios e células-
tronco embrionérias (ZHANG & PRADHAN, 2014; HE & ECKER, 2015). As funcGes
da metilacdo no genoma séo o controle da express@o génica, inativagdo do cromossomo
X, imprinting e o silenciamento de elementos genéticos mdveis, como retrotransposons
(BOCHTLER, KOLANO, XU, 2016). O genoma humano contém aproximadamente
3x10’ dinucleotideos CpG, cada um dos quais pode estar metilado ou ndo (EDWARDS
et al., 2017). A distribuicdo e o padrdo de metilacdo desses CpGs, no entanto, ndo é
uniforme ao longo do genoma. Mais de 80% dos CpGs sdo metilados em células
somaticas humanas, tendo a sua maior concentracdo em sequéncias repetitivas de regides
intergénicas e introns. Em outros locais, ocorrem as chamadas ilhas CpG (CGls), que
correspondem a regibes de comprimento maior que 200pb com quantidade de
nucleotideos de citosina e guanina maior que 50% e elevada de frequéncia de CpGs
(PORTELA & ESTELLER, 2010; ZHANG & PRADHAN, 2014; MADAKASHIRA &
SADLER, 2017).

Em células somaéticas, observa-se que as CGls estdo normalmente protegidas de
metilagdo. Os promotores génicos sdo locais em que as CGIls normalmente ocorrem:
estima-se que 70% deles estdo localizados em regides que contém CGls (MOORE, LE,
FAN, 2013). Nos promotores, a metilacdo das CGls esta relacionada com a repressao da
transcricdo génica: o0 DNA metilado em certo local do promotor pode interferir
diretamente com a ligacdo de fatores de transcricdo ou promover o recrutamento de
proteinas repressoras. No primeiro caso, certos fatores de transcrigdo que reconhecem
sequéncias ricas em CG nao conseguem se ligar caso haja CpGs metilados. No segundo
caso, certas proteinas sdo atraidas para os locais onde ha CpGs metilados, impedindo que
os fatores de transcricdo se liguem (Figura 2) (LI & ZHANG, 2014). Adicionalmente,
essas proteinas, como Methyl-CpG binding protein-2 (MeCP2), podem promover
modificacGes covalentes nas histonas caracteristicas de um estado mais compacto da
cromatina, o que reforca o efeito de repressdo na transcricdo (AJONIJEBU et al., 2017).

No entanto, ja foram descritos fatores de transcricdo que se ligam com alta afinidade a
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CpGs metilados e casos em que o promotor génico hipermetilado ndo representava
entrave para a transcricdo, mas o contrario (HU et al., 2013; HALPERN, VANA,
WALKER, 2014).

Transcricdo possivel
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Figura 2: Estados de metilacdo de DNA, da cromatina e a relagdo com a transcri¢cdo. No primeiro caso, em
que a transcrigdo génica é possivel, os CpGs estdo em um estado ndo-metilado, as histonas possuem marcas
associadas a um estado mais frouxo da cromatina e os fatores de transcri¢cdo podem se ligar. No segundo
caso, em que a transcricdo esta impedida, os CpGs estdo em um estado metilado, as histonas possuem
marcas associadas a um estado mais compactado da cromatina, os fatores de transcri¢do ndo conseguem se
ligar e proteinas repressoras, como MeCP2, mantém esse estado repressivo a transcricdo (Adaptado de
JALILI et al., 2013).

O DNA é metilado por trés enzimas em mamiferos: DNA metil-transferease-1
(Dnmtl), Dnmt3a e Dnmt3b. Além delas, ha também Dnmt3L, a qual ndo possui um
dominio catalitico, mas parece ser importante para a estabilidade e o direcionamento de
Dnmt3a e Dnmt3b (HERVOUET et al., 2018). Essas enzimas sdo responsaveis pela
transferéncia do grupo metil do doador de metil S-adenosil-L-metionina (SAM) para o
carbono 5 da citosina (JIN & ROBERTSON, 2013). Embora sejam codificadas por genes
diferentes, sdo altamente conservadas e possuem sequéncias de aminoacidos similares. O
N-terminal dessas proteinas contém um dominio regulatério, que permite as Dnmts
reconhecerem &cidos nucléicos e nucleoproteinas, e o C-terminal possui um dominio

catalitico, que é responsavel pela atividade enziméatica (ZHANG & XU, 2017). Embora
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todas empreendam a mesma acdo, suas atividades sdo diferentes. Dnmt3a e Dnmt3b
promovem a metilacdo de sitios ndo modificados no DNA e sdo responsaveis pela
metilac&o de novo durante o desenvolvimento embrionario (RYAZANOVA et al, 2017).
Dnmtl, por sua vez, é responsavel pela metilacdo de manutencdo do DNA, tendo maior
afinidade por segmentos hemimetilados. Além disso, tem expressdo aumentada na fase S
do ciclo celular e se localiza na forquilha de replicacdo, onde promove a metilagdo na fita
recém-sintetizada (BENETATOS & VARTHOLOMATOS, 2016). Apesar dessa
classificacdo das Dnmts, 0s papéis que essas enzimas assumem ndo sdo sempre tdo bem
compartimentalizados: Dnmt1 pode em certos casos realizar metilagcéo de novo, enquanto
que Dnmt3a e Dnmt3b podem assumir o papel de manutencdo (JELTSCH &
JURKOWSKA, 2014).

Além das enzimas que promovem a metilacdo, é digno de nota também a
maquinaria celular que remove essa marca epigenética. De forma geral, o processo de
demetilacdo pode se dar de maneira passiva ou ativa. No modo passivo, a metilacdo se
perde ao longo de sucessivas divisdes celulares por falhas ou auséncia de Dnmtl, como
é o0 caso da demetilacdo do material genético materno no inicio do desenvolvimento
embrionario. No modo ativo, a metilacéo é retirada pela acdo da Ten-eleven translocase
(Tet) e pela posterior agdo da maquinaria celular de reparo por exciséo de base do DNA,
principalmente (WU & ZHANG, 2017). Neste caso, sdo gerados como produtos
intermediarios 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) e 5-carboxilcitosina
(5caC). 5-hmC, particularmente, é o intermediario mais estavel e pode carregar consigo
uma informag&o epigenética que parece se contrapor aquela de 5-metilcitosina (MOEN
et al., 2015). Ja foi demonstrado, por exemplo, que as condi¢des de alimentacdo materna
parecem afetar a distribuicdo de citosinas metiladas e hidroximetiladas no promotor do
gene do peptideo anorexigeno pré-opiomelanocortina e isso parece contribuir para o
desenvolvimento da obesidade por meio do silenciamento desse gene no ndcleo arqueado
de ratos filhos de mées alimentadas com dieta hiperlipidica (MARCO et al., 2016)

Assim como as outras modificacdes epigenéticas, a metilacdo de DNA também
responde a alteragcdes ambientais. Em gémeos monozigoticos, por exemplo, foi mostrado
que a divergéncia no padrdo de metilacdo de DNA entre irmdos aumenta com 0 aumento
da idade, o que sugere que mecanismos genéticos apenas, como polimorfismos, nao
fornecem a explicacdo para variacGes interindividuais (FRAGA et al., 2005). Apesar de
todos os mecanismos ainda nédo terem sido totalmente elucidados, a atividade das Dnmts

pode ser regulada por uma série de fatores, incluindo ligacdo a proteinas inibidoras ou
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ativadoras, modificagdes pos-traducionais nas enzimas, ligagdo a moléculas de RNA néo
codificantes e a modificacdes pos-traducionais das histonas. No caso dos trés ultimos
tipos de regulacéo citados, os diferentes mecanismos epigenéticos podem se relacionar e
estabelecer uma comunicacdo, o que permite reforcar as modificagdes na cromatina e no
perfil de expressdo génica frente aos estimulos ambientais (JELTSCH & JURKOWSKA,
2016; AMBROSI, MANZO, BAUBEC, 2017).

1.7 — Metilacdo de DNA e obesidade infantil

A obesidade é uma doenga multifatorial, que envolve aspectos bioldgicos,
histéricos, ecoldgicos, politicos, socioecondmicos, psicossociais € culturais
(WANDERLEY & FERREIRA, 2010). Os aspectos genéticos nessa doenca ja se
provaram importantes para a sua caracterizacdo, com varios polimorfismos ja
identificados como fatores de risco para o desenvolvimento da condigdo (RUPEREZ,
GIL, AGUILERA, 2014). De forma geral, as causas genéticas podem ser classificadas
em monogenéticas, causadas por uma Unica mutacao, particularmente nas vias de leptina
e melanocortina; sindrémicas, nas quais muta¢des induzem ma-formacgfes causando
anormalidades no sistema nervoso ou em outros 6rgdos relevantes no controle de peso
corporal; e poligénicas, as mais comuns, em que polimorfismos causam um efeito
cumulativo no peso corporal (THAKER, 2017). No entanto, a heranca genética parece
explicar apenas 40-70% da variabilidade interindividual no peso corporal (WANG et al.,
2015). Todavia, ndo devem ser descartados os fatores ambientais da equacdo, nem a
interacdo destes com a genética individual, uma vez que podem contribuir para 0 aumento
do consumo alimentar e diminuicdo do gasto energético (ABDELAAL, ROUX,
DOCHERTY, 2017). Nesse sentido, tem-se estudado os mecanismos epigenéticos para
cobrir a lacuna deixada pelos estudos gendmicos (GARVER et al., 2013).

A quantidade de trabalhos sobre a metilagdo de DNA na obesidade infantil é
menor do que a de estudos em individuos adultos. Estudar a metilagdo na infancia, no
entanto, é de especial importancia, uma vez que ha evidéncias, embora estas ndo sejam
inequivocas, de que os padrbes de metilagdo estabelecidos no inicio da vida sdo
persistentes (HEIJMANS et al., 2008; TOBI et al., 2009; LUMEY et al., 2012; ZHENG
et al, 2014). Além disso, fatores que podem impactar o perfil de expressdo e metilacéo na

idade adulta, como a ocorréncia de comorbidades e de certos habitos, como o fumo e 0
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consumo de bebida alcodlica, tém a sua importancia minimizada ou ndo existem em
criancas e adolescentes (TAM et al., 2010).

No conjunto, a literatura relacionada a metilagdo de DNA na obesidade infantil é
recente e bastante heterogénea. Observa-se que a maioria dos estudos possuem
caracteristica transversal, e por isso mostram apenas associacdo das medidas
antropométricas e a metilacdo de DNA (DAVE et al., 2015; DING et al., 2015; ACS et
al., 2017; SAMBLAS et al., 2017). Outros, por outro lado, empregam analises
longitudinais, mas que acompanham os individuos por um periodo curto de tempo ou que
selecionam dados pontuais ao longo do tempo (GODFREY et al., 2011; PAN et al., 2015;
RICHMOND et al., 2016). Os tipos de amostra utilizados para avaliar a metilacao
também sdo diversos: sangue periférico e subpopulacdes de leucdcitos, saliva, corddo
umbilical e células derivadas da placenta (ST-PIERRE et al., 2012; PAN et al., 2015;
DUNSTAN et al., 2017; GARCIA-CARDONA et al., 2017). O tecido adiposo, no
entanto, ndo é utilizado devido a dificuldade de obtencdo e por questdes éticas (VAN
DlJK et al., 2015). Quanto a abordagem metodologica para deteccédo de metilacédo, alguns
utilizam metodologias voltadas para o estudo nos promotores de genes selecionados, ou
fazem uma andlise genome wide, na qual milhares de CpGs ao longo do genoma séo
interrogados quanto ao status de metilacio (MICHELS et al., 2011; ALMEN et al., 2012;
ERIKSSON et al., 2015; ALl et al., 2016). Em relacdo aos achados reportados, também
é possivel observar grande diversidade. Estudos tendo como alvo o mesmo gene, por
exemplo, relatam varios resultados e os estudos com caracteristica genome wide
raramente concordam nos CpGs diferencialmente metilados para diferentes grupos de
criangas com obesidade (RASTOGI, SUZUKI, GREALLY, 2013; XU et al., 2013;
DAVE et al., 2015; VOLBERG et al., 2017). No entanto, é necessario destacar que
importantes relacGes ja tém sido descritas. Aqueles utilizando a abordagem de escolha de
alguns genes encontraram forte associagdo entre a metilacdo do loci de imprinting de
Insulin-like growth factor-2/RNA longo ndo codificante H19 (IGF2/H19) e do gene de
HIF3A, que codifica o Hypoxia-inducible factor -3o (HIF-3a), respectivamente, e 0s
parametros antropometricos em criancas (PERKINS et al., 2012; DICK et al., 2014;
WANG et al., 2015; ACS et al., 2017; LEE et al., 2017). J4 os com caracteristica genome
wide por vezes relatam alteragcdes na metilacdo de genes associados com metabolismo de
lipideos e adipogénese (FRYER et al., 2011; RELTON et al., 2012), acdo da insulina
(OELSNER et al., 2017; YANG et al., 2018), desenvolvimento embrionario (RELTON
etal., 2012; DING et al., 2015), cancer (FRADIN et al., 2017; OELSNER et al., 2017) e
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regulacdo do sistema imune (RELTON et al., 2012; MANSEGO et al., 2017; RZEHAK
etal., 2017).

A metilacdo nos genes das citocinas tem sido pouco estudada na obesidade
infantil, apesar dos seus niveis de expressdo estarem alterados em mondcitos e neutréfilos
de criangas com obesidade (MATTOS et al., 2016; MEDEIROS et al., 2017). Embora
estudos apontem alteracdo da metilacdo nos genes de algumas e sua associa¢ao com dados
de peso corporal e adiposidade em criancas, nenhum deles se dedicou a analisar
detalhadamente o perfil de metilacdo dos promotores destes genes, assim como sua
correlagdo com a expressao génica (HERMSDORFF et al., 2013; VAN DIJK et al., 2014;
RASTOGI, SUZUKI, GREALLY, 2013). No caso de leptina e adiponectina, no entanto,
ha trabalhos relacionando a metilagdo nos promotores desses genes e parametros
relacionados a adiposidade (GARCIA-CARDONA et al., 2014; ALLARD et al., 2015;
DUNSTAN et al., 2017; KADAKIA et al., 2017). Apesar disso, os resultados relatados
ndo sdo congruentes, o que reforca a ideia de que mais estudos devem ser feitos. No caso
de IL8 e TGFBL, ainda nao foram feitos trabalhos investigando diretamente a relacéo da
metilacdo desses genes com a expressdo dos mesmos na obesidade infantil. Os Unicos
achados que sugerem a relacdo da metilagédo desses genes com a obesidade infantil sdo o0s
maiores niveis de metilacdo no promotor de TGFB1 em criangas com asma e obesidade
em relacdo a criancas com peso normal e as diferencas na metilacdo de varios genes na
via de IL-8 em criangas nascidas apés a realizacdo de cirurgia bariatrica pelas maes em
comparag&o com irmaos nascidos antes da cirurgia (GUENARD et al., 2013; RASTOGI,
SUZUKI, GREALLY, 2013)

Em vista do que foi exposto, a hipbtese do trabalho é que na obesidade infantil ha
alteracdo no perfil bioquimico — englobando os perfis lipidico, glicidico e de enzimas
hepéticas — nos niveis intracelulares de citocinas (IL-8 e TGF-1) em leucdcitos e na
concentracdo sérica de adipocinas (Lep e AdipoQ) e que a metilagdo de DNA participa

de tais alteracdes.
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2-OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Estudar os marcadores bioquimicos, o padrdo de expressdo e metilacdo de

citocinas e adipocinas na obesidade infantil.

2.2 — Objetivos Especificos

Avaliar os dados clinicos e bioquimicos em criangas eutréficas e com obesidade.

Avaliar os niveis séricos de leptina e adiponectina e a expressdo de IL-8 e TGF-
em leucaocitos de criancas eutréficas e com obesidade.

Avaliar nas células do sangue total os perfis de metilacdo dos promotores dos
genes IL8, TGFB1, ADIPOQ e LEP em criancas eutréficas e com obesidade.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Selecdo amostral

Os pacientes que concordaram em participar desse estudo foram identificados e
selecionados junto ao Servico de Medicina Preventiva (SEMPRE) em Aracaju (SE,
Brasil). Os individuos foram avaliados antropometricamente utilizando a balanca
mecanica antropométrica Filizola M31 (FILIZOLA, Brasil), considerando peso (kg) e
altura (cm) na posicédo vertical. O IMC (kg/m?) foi calculado pela razdo do peso pelo
quadrado da altura em metros. O IMC de criancas e adolescentes foi expresso em
percentis, os quais foram enquadrados em tabelas de crescimento elaboradas pelo Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) (KUCZMARSKI, 2002). Segundo esse
critério, a obesidade é definida como IMC igual ou superior ao do 95° percentil para
criancas e adolescentes de mesma idade e sexo. Para inclusdo no grupo com obesidade
infantil, portanto, as criancas deveriam apresentar IMC maior que o 95° percentil, além
de participar do programa de emagrecimento, apresentar idade entre 7 e 12 anos, nunca
ter usado medicacdo anti-obesidade e consentir em participar do estudo (anexo I). J& para
inclusdo no grupo controle, as criangas deveriam ter IMC entre os percentis 10-85 e
apresentar o consentimento em participar do estudo. Foram excluidas as criangas que:
apresentavam doenca psiquiatrica, como depressao e esquizofrenia; usaram medicacao
anti-obesidade anteriormente ou estavam em uso de algum medicamento no momento do
estudo; apresentavam transtornos alimentares, como bulimia; receberam imunizagao nos
3 meses anteriores a coleta; recusaram participar do estudo. Seguindo tais critérios, 30
criancas (7 a 12 anos de idade) foram selecionadas para o grupo com obesidade infantil,
enguanto que o grupo controle foi composto por 31 criangas (7 a 12 anos de idade). Todos
0s responsaveis legais, assim como as criangas, foram informados sobre os objetivos e
protocolos deste estudo e assinaram um termo de consentimento aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais. Independente da participacio, todos
os individuos atendidos foram submetidos a um protocolo padrdo de avaliacao,
acompanhamento e tratamento clinico. Esse estudo foi feito de acordo com todas as
diretrizes brasileiras e internacionais e foi aprovado pelo Comité de Etica na Plataforma
Brasil (CAAE- 04065412.6.0000.5526) (anexo 2).
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3.2 — Coleta de amostras de sangue

Apo6s 12h de jejum, 12mL de sangue periférico foi coletado por puncéo venosa de
cada sujeito dos grupos controle (n=31) e com obesidade infantil (n=30) usando trés tubos
estéreis Vacutainer®, cada um com 4mL. Tubos contendo &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) como anticoagulante foram usados para obter sangue total para os
ensaios de citometria e de Methylation-specific PCR (MSP). Tubos sem anticoagulante
foram utilizados para obter soro para a determinacdo dos niveis séricos dos marcadores
bioquimicos, de leptina e adiponectina. A Figura 3 mostra o0 desenho experimental para

este estudo. As amostras foram coletadas por uma enfermeira treinada no SEMPRE em

Aracaju.
Avaliagiode | ot
pardmetros < Peso, altura, IMC
antropométricos | | gm0
- CT, TRIG, HDL, GJ, LDL
Parametros | e (Analisador
Criangas do bioquimicose automatico); AST, AL,
SEMPRE hormonais | ™. AdipoQ, Lep (ELISA);
(soro) 1o PCR
(imunoturbidimetria)
- C,n=9
Coleta d [ Exp':esgan de IL-8 e TGF-B
oleta de sangue citocinas = (Citometria)
- (EDTA) N
0,n=30 C,n=31
L 1L8, TGFBI, LEP
(MSP)
0,n=25

Figura 3: Desenho experimental do estudo. C: grupo controle; O: grupo com obesidade.

3.3 — Determinacéo dos parametros bioquimicos

Os pardmetros bioquimicos foram avaliados no soro das criancas do grupo
controle (n=31) e do grupo com obesidade (n=30). Colesterol total (CT), triglicérides
(TRIG), lipoproteina de alta densidade (HDL) e glicemia de jejum (GJ) foram
mensurados através de ensaio enzimatico colorimétrico usando o analisador bioquimico
automatico Roche-Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Basileia, Suigca). Os valores de
lipoproteina de densidade baixa (LDL) foram calculados através da férmula de
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Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972). Os niveis de alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST) foram auferidos usando kit para ensaio
imunoenzimatico  (ELISA) conforme orientagbes do fabricante  (Alexis
Biochemical/BioAgency, Sdo Paulo, Brasil). Os niveis de proteina C reativa (PCR) foram

obtidos por imunoturbidimetria em espectrofotdmetro Immage (Beckman Coulter, USA).

3.4 — Determinagdo dos niveis séricos de leptina e adiponectina

A concentragdo de adiponectina e leptina foi determinada em amostras de soro de
criancas do grupo com obesidade (n=11) e de criangas do grupo controle (n=9) por meio
do ensaio imunoenzimatico (ELISA), segundo as instrucdes do fabricante (Alexis

Biochemical/VVender BioAgency, Sao Paulo, Brasil).

3.5 — Citometria de fluxo do sangue periférico

Aliquotas (100uL) de sangue periférico de pacientes do grupo com obesidade
(n=11; mesmas amostras submetidas a técnica de ELISA) e de pacientes do grupo
controle (n=9; mesmas amostras submetidas a técnica de ELISA) foram incubadas com
20puL Brefeldina-A na concentracéo final de 10pug/mL (SIGMA-EUA) por 4 horas em 5%
de CO2a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, as células foram ressuspendidas e incubadas
com anticorpos monoclonais para identificagdo de moléculas de superficie (ndo avaliadas
no presente estudo) por 30 minutos a temperatura ambiente no escuro. Depois desse
passo, foi adicionado 2mL de uma solugdo comercial de lise de eritrcitos (FACS Lysing
Solution-BD, EUA) e deixado por 10 minutos em temperatura ambiente. As amostras
foram lavadas por centrifugacdo usando tampéo PBS com 1% de albumina sérica bovina
(BSA), permeabilizadas usando PBS e 0,5% de saponina e incubadas com 1uL de
anticorpos monoclonais (BD Pharmingen™) ndo-diluidos anti-1L-8 (G265-8) conjugado
com aloficocianina (APC) e TGF-p (TW4-9E7) conjugado com ficoeritrina (PE) por 30
minutos no escuro. As amostras foram entdo lavadas por centrifugacdo, fixadas com
solugdo de formaldeido 4% e analisadas no citdmetro de fluxo FACSCanto™ 11 (BD
Biosciences, Breda, Holanda). No total, 70000 eventos foram obtidos por amostra. As
analises subsequentes foram feitas usando o software FlowJo 7.9.3 (Tree Star Inc.,
Ashland, OR, EUA). Pararealizar a selecdo de linfocitos, granulécitos e monadcitos, foram

utilizados os parametros de Forward-scatter (FSC) e Side-scatter (SSC). A partir da



40

selecdo, foi possivel determinar a frequéncia de células expressando cada um dos
marcadores e o parametro de Mean intensity of fluorescence (MIF). A figura 3 €
representativa do modo como foi feita a selecdo e analise na populacgéo de células que foi
investigada.

a

88C-A

0 200 400 600 800 1K
FSC-A

Figura 4: Estratégia de analise das citocinas expressas pelos leucécitos. (a) Grafico de dispersdo pontual
de tamanho celular (FSC) versus granulosidade celular (SSC) para defini¢do das regides correspondentes
das populagdes de granulocitos, mondcitos e linfocitos totais. Foi construido um “gate” (em vermelho)
selecionando a populagdo de leucécitos totais. (b) Sobreposicéo dos graficos de histograma que representam
as células ndo marcadas (area cinza) e a amostra a que corresponde ao gréafico de dispersdo pontual (area
branca) para avaliacdo da expressdo intracelular de citocinas (IL-8, no caso da figura) na populacdo de
leucdcitos totais.

3.6 — Extracdo de DNA

O DNA das células do sangue periférico foi extraido através do QlAamp DNA
Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instrugdes do fabricante.
O DNA obtido (50pL) foi estocado a -20°C. A quantificacdo do DNA foi determinada
pelo espectrofotdmetro DeNovix Ds-11 (Wilmington, DE, EUA).

3.7 — Tratamento do DNA com hissulfito de sodio
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Apos a extracdo do DNA, as amostras dos grupos controle (n=25) e com
obesidade (n=25) foram tratadas com bissulfito de sodio, segundo a técnica de
Goldenberg et al (2004). O tratamento com bissulfito de sodio converte todas as citosinas
ndo metiladas em uracila, enquanto as citosinas metiladas permanecem como citosinas.
Brevemente, 0,5ug de DNA de cada amostra, previamente desnaturado pela incubagéo
com 2uL de hidréxido de sodio (NaOH) 3M por 20min a 50°C, foi tratado com bissulfito
de sodio 2,5M e hidroquinona 1M por 3h a 70°C. Apos o periodo de incubagdo, as
amostras foram purificadas com a resina de purificagio Wizard DNA (Promega,
Madison, WI, EUA) e eluidas em agua destilada. NaOH 3M foi adicionado para
completar a modificacdo e esta foi seguida por precipitacdo com etanol. Apos
centrifugacdo por 15min a 13000g, os pellets foram ressuspendidos e 0 DNA foi usado

para os ensaios de PCR subsequentes.

3.8 — PCR metilacao-especifica (MSP)

A técnica de MSP distingue a presenca de metilacdo baseada em alteracdes
produzidas apés o tratamento do DNA com bissulfito usando primers especificos para o
DNA metilado e ndo-metilado. As sequéncias dos primers usados para 0s genes LEP e
para regido enhancer de ADIPOQ foram desenhados pelo software MethPrimer Design
for Methylation PCR (LI & DAHIYA, 2002). Os primers para avaliar os genes IL8 e
TGFB1 foram previamente descritos por Andia et al. (2010) e Wang et al. (2013),
respectivamente. A tabela 1 mostra as sequéncias dos primers utilizados. As reagdes de
PCR foram realizadas em um volume total de 25uL contendo 2,5uL de tampao de PCR
10x, 5uL de ANTP-mix (ImM de cada base), 0,75uL de cloreto de magnésio S0mM,
0,5uL de cada primer (20pmol/uL), 2,5 unidades de Taq-Platinum DNA polimerase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e 200ng de DNA. As condicGes de
amplificacdo para cada reacdo estdo descritas na figura 4 e foram programadas no
termociclador Mastercycler personal (Eppendorf AG, Alemanha). DNA tratado com a
CpG Methyltransferase (M.Sssl) (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) foi usado
como controle positivo nas reacdes envolvendo o par de primers metilados. DNA de
células mononucleares do sangue periférico previamente testado foi usado como controle
positivo para as rea¢des envolvendo DNA ndo-metilado, similar ao que foi reportado por
Brakensiek et al. (2005). Os produtos de PCR foram aplicados em duplicata em gel de

poliacrilamida 6,5% corados com solucgéo de prata 14,4mM. As imagens dos géis foram
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obtidas utilizando o scanner Epson Stylus TX110, configurado na resolucéo de 600dpi, e

salvas como arquivos de extenséo .tiff.

Tabela 1: Sequéncias de primers usadas para avaliar a metilagdo nos promotores génicos de I1L8, TGFB1 e
LEP e na regido do enhancer de ADIPOQ.

Gene Sequéncia (5’-3") Produto Temperatura de
(pb) anelamento (°C)
IL8—M F: AAAATTTTCGTTATATTTCG 173 49
R: TCCGATAACTTTTTATATCAT
IL8 —U F: AAATTTTTGTTATATTTTG 173 45
R: TCCAATAACTTTTTATATCAT
TGFB1-M F: TATATCGTTCGTAAAGTTATAGCGT 184 55
R: AACATAAAAAAACTAAACCACCGTC
TGFB1-U F: ATTTATATTGTTTGTAAAGTTATAGTGT 184 55
R: AACATAAAAAAACTAAACCACCATC
LEP - M F: TTTGGAGGGATATTAAGGATTTTTC 165 57
R: ATAACGACGTACCGAACGAC
LEP - U F: TTTGGAGGGATATTAAGGATTTTTT 170 57
R: TCAAAATAACAACATACCAAACAAC
ADIPOQ-M F. TAATTTTCGTTTTTTGGGTTTAAAC 132 56
R: ACGAAAATAATAAAACCCCGTC
ADIPOQ-U F TTTTTGTTTTTTGGGTTTAAATGA 132 56
R: CTAACAAAAATAATAAAACCCCATC
F: forward primer; R: reverse primer; pb: par de base
95°C pc:rSmin 97°C por 10 min 95°C por 10 min 95°C por 5 min
95°C por 45s 95°C por 15s 95°C por 15s 95°C por 45s
B/I:f“(c por 45s m B/lf:“cc por35s | yf;q(c por 35 min m Bﬂr?:ncc por 45s 35x
72°C por 45s 72°C por 30s 72°C por 30s 72°C por 45s
72°C por 7 min 72°C por 7 min 72°C por 7 min 72°C por 7 min

Figura 5: Condi¢des de amplificacdo para cada gene. M: temperatura de anelamento para o primer metilado;

U: temperatura de anelamento para o primer ndo-metilado.

3.9 — Avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa da tecnica de MSP

Na avaliacdo qualitativa dos resultados de MSP, a amplificacdo somente para

primers metilados (M) de um gene foi interpretada como amostra com metilacdo total

(M*) para o0 gene em questdo, enquanto que a amplificacdo apenas para 0s primers nao-
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metilados (U), como amostra ndo metilada (U™) para o dado gene. A amplificacdo para
ambos os primers, M e U, foi considerada como metilacdo parcial (M*/U"), de acordo
com Kwon et al. (2008).

Para estimar os niveis de metilacdo, foi utilizada uma estratégia de analise semi-
quantitativa. As bandas obtidas apds MSP de cada uma das amostras foram selecionadas
e quantificadas usando o software ImageJ, o qual foi empregado para determinar a
densidade optica integrada (IOD), que se refere ao produto do nivel de cinza médio dos
pixels da regido selecionada pela area, de cada banda. A porcentagem de metilacdo para
cada amostra foi determinada a partir da relacdo entre o valor de 10D da banda metilada
e da ndo-metilada para cada amostra, como feito em Keyes et al (2007), tendo como

referéncia a seguinte equacao:

100 X IODm
10Dm + I10Du

% metilacao =

, ha qual I0Dm e I0Du se referem a densidade dptica integrada das bandas metilada e

ndo-metilada, respectivamente, para uma mesma amostra considerando 0 mesmo gene.

3.10 — Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas no software GraphPad Prism 5.0. Os
dados qualitativos foram avaliados pelo teste exato de Fisher. Os dados de variaveis
guantitativas primeiramente foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk. A partir desse teste, foram aplicados os testes de Mann-Whitney para os dados que
ndo seguiram distribuicdo normal ou teste t de Student para os dados que seguiram
distribuicdo normal. As anélises de correlagdo foram feitas utilizando o teste de Pearson
para dados paramétricos ou o teste de Spearman para dados ndo-paramétricos. Em todos

0s casos, o nivel de significancia assumido foi de 5%.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Caracteristicas dos sujeitos

A tabela 2 mostra as caracteristicas dos grupos de estudo. As criangas do grupo
com obesidade apresentaram maior peso, IMC, colesterol total (CT), lipoproteina de
baixa densidade (LDL), triglicérides (TRIG), proteina C reativa (PCR), aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) que o grupo controle. Por
outro lado, tiveram menores niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL). Ao
considerarmos cada um dos experimentos em separado (ELISA/citometria de fluxo e
metilacdo de DNA), as comparagdes significativas apresentadas na tabela 2 se

mantiveram entre os grupos (dado ndo mostrado).

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos individuos envolvidos nos experimentos de ELISA,

citometria de fluxo e metilagcdo de DNA.

Grupo controle (C) Grupo com obesidade (O) Valor de referéncia

n, total 31 30

Masculino 15 14

Feminino 16 16
Idade (anos) 942+1,71 9,50 + 1,66
Altura (cm) 148,00 + 29,17 146,10 + 9,52
Peso (kg) 37,85 + 10,07 59,91 + 14,79***
IMC (kg/m?) 17,79 + 2,25 27.99 £ 4.07*** <percentil 95
GJ (mg/dL) 83,10+10,58 88,0318,27 <100mg/dL
CT (mg/dL) 149,10+16,26 177,80+26,62*** <170mg/dL
LDL (mg/dL) 86,94+15,80 108,30+31,00** <130mg/dL
HDL (mg/dL) 47,81+5,79 37,7046,20*** >45mg/dL
TRIG (mg/dL) 89,10+19,99 174,00+69,11*** <130mg/dL
PCR (mg/L) 0,06+0,05 1,41+0,82*** <1,0mg/L
AST (U/L) 13,32+3,57 25,00£8,91*** <35 U/L
ALT (U/L) 15,03+3,52 27,03+10,02*** <56 U/L

GJ: glicemia de jejum; CT: colesterol total; LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL.: lipoproteina de
alta densidade; TRIG: triglicérides; PCR: proteina C reativa; AST: aspartato aminotransferase; ALT:
alanina aminotransferase. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. **p<0,01; ***
p<0,001.

4.2 — Niveis séricos de leptina e adiponectina e expressdo de IL-8 e TGF-B em leucdcitos
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Os dados obtidos pela técnica de ELISA mostram uma distingdo clara entre os
grupos de criancas sob o0 aspecto dos niveis séricos de adiponectina e leptina (Figura 5),
sugerindo alteracdes na fisiologia do tecido adiposo nas criangcas com obesidade. Os
niveis de adiponectina apresentaram reducdo média de 12 vezes no grupo com obesidade
(0=1.517 £0.1047 vs. C=18.39 + 1.261), enquanto que os niveis de leptina se mostraram
aumentados em média 3 vezes N0 Mesmo grupo em comparagao com 0 grupo controle
(0=20.45 £ 1.617 vs. C=6.403 + 0.5623).
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Figura 6: Niveis séricos de adiponectina e leptina em criangas dos grupos controle (C; n=9) e com obesidade
infantil (O; n=11). Para a comparagcdo das médias, utilizou-se teste-t ndo-pareado. Os dados sdo
representados como média + desvio padrdo. ***p<0,001.

Quanto as citocinas IL-8 e TGF-f pode-se observar que estdo diferencialmente
expressas no grupo de criangas com obesidade em comparagdo com o grupo controle
(Figura 6). Enquanto que a intensidade média de fluorescéncia (MIF) de IL-8 esta
diminuida no grupo com obesidade, a frequéncia de células positivas para TGF-p esta
aumentada neste mesmo grupo em relacdo ao grupo controle. Os dados sugerem
alteragdes na maquinaria envolvida na expresséo génica em criangas com obesidade: seja
porque as células produtoras de IL-8 estdo expressando menos tais citocinas, seja porque
outros tipos celulares ou uma frequéncia maior das células que produzem TGF-B estdo

expressando esse fator.
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Figura 7: Gréficos de box plot mostrando MIF e frequéncia de citocinas determinados por citometria de
fluxo. Em (a) e (c) sdo mostrados os valores de MIF para as citocinas IL-8 e TGF-B, respectivamente, em
criancas dos grupos controle (C; n=9) e com obesidade (O; n=11). Em (b) e (d) sdo mostrados os valores
de frequéncia de células expressando as referidas citocinas nos mesmos grupos. Para a comparacgao entre
0s grupos em cada caso foi utilizado o teste de Mann-Whitney (b) ou teste-t ndo-pareado (a), (c) e (d). Os

graficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. **p<0,01.

4.3 — Correlacdo entre os niveis de adipocinas e expressao de citocinas

A analise de correlacdo entre 0s niveis de citocinas e adipocinas entre si revelaram
correlag@es positivas entre MIF de IL-8 e MIF de TGF-B, entre os niveis séricos de leptina
e a frequéncia de TGF-B e entre 0s niveis séricos de adiponectina e MIF de IL-8 (Tabela
3). Por outro lado, houveram correla¢@es negativas entre adiponectina e a frequéncia de
TGF-B, a concentracdo de leptina e MIF de IL-8 e entre os niveis de leptina e
adiponectina. Esses dados, se tomados em conjunto, reforcam as diferencas encontradas
até entdo (Figuras 5, 6a e 6d). Além disso, € possivel que as relagdes encontradas sugiram

algum mecanismo regulatério entre essas moléculas.
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Tabela 3: CorrelagOes entre os niveis séricos de adipocinas, MIF e frequéncia de IL-8 e TGF-$
TGF MIF TGF freq. IL8 MIF IL8 freq. ADIPOQ LEP
TGF freq. 0,1320 -
IL8 MIF 0,7069*** -0,2300 -

IL8 freq. -0,3835 0,2633 0,1173 -
ADIPOQ 0,3254 -0,6300** 0,7975%** -0,1325 -
LEP -0,2039 0,5228* -0,6581** -0,1459 -0,8420*** -

As correlactes entre TGF MIF x IL8 freq., TGF freq. x IL8 freq., IL8 MIF x IL8 freq., IL8 freq. x ADIPOQ
e IL8 freq. x LEP foram determinadas utilizando o teste de Spearman. As demais correla¢cdes foram

determinadas pelo teste de Pearson. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.4 — Metilagdo de LEP, ADIPOQ, IL8 e TGFB1

Na analise qualitativa, observou-se um perfil de metilacdo parcial (100% das
amostras) para os genes LEP e ADIPOQ em ambos os grupos (Tabela 4). Em relagéo ao
gene TGFB1, uma predominancia do perfil de metilagéo total foi observada em ambos os
grupos. Considerando o gene IL8, embora um perfil de metilacdo parcial também tenha
sido observado em ambos 0s grupos, o grupo controle apresentou 16% das amostras néo-
metiladas, enquanto que o grupo com obesidade ndo apresentou amostras ndo-metiladas
(p=0,0549) (Tabela 4). Em resumo, a anélise qualitativa de metilacéo a partir da técnica
de MSP néo revelou diferenca significativa entre os grupos, considerando todos 0s genes
avaliados.

Na anélise semi-quantitativa, houve diferenca significativa entre 0s grupos
controle e com obesidade apenas para o promotor de IL8 (Figura 7d), no qual o grupo de
individuos com obesidade apresentou maior porcentagem de metilagdo em relagdo aos
individuos controles. De forma geral, a estimativa dos niveis de metilacao para cada gene
foi variavel. E possivel observar que para TGF-B verificaram-se 0s menores niveis (em
torno de 5%) e que a regido enhancer de ADIPOQ apresentou 0s maiores niveis de

metilacdo (em torno de 70%) nos leucocitos nos grupos avaliados.
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Tabela 4: Resultado qualitativo da técnica de MSP para os genes estudados.

TGFB1 LEP ADIPOQ IL8
(enhancer)
C 0 C o] C 0 C o
M* (%) 20 (80) 15(65,2) 0 0 0 0 0 0
U* (%) 0 0 0 0 0 0 4 (16) 0
M*/U* (%) 5 (20) 8 (34,8) 25(100) 24 (100) 23(100) 24 (100) 21 (84) 25 (100)
p* 0,2045 1,000 1,000 0,0549

C: grupo controle; O: grupo com obesidade; M*: metilacdo total; U*: ndo-metilacdo total; M*/U*: metilacdo
parcial; * p-valor calculado pelo teste exato de Fisher.
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Figura 8: Andlise semi-quantitativa da metilagdo nos genes de citocinas e adipocinas na obesidade infantil.
Em (a), (b), (c) e (d) sdo mostrados os box plots mostrando os resultados de LEP, TGFB1, ADIPOQ regido
enhancer e IL8, bem como géis representativos das amostras de cada um dos genes. Os graficos destacam
a mediana e o intervalo interquartil. Os outliers () foram calculados pelo método de Tukey. O: amostras

do grupo com obesidade; C: amostras do grupo controle; *p<0,05.

4.5 — Correlagdes entre parametros clinicos e bioquimicos com a metilagdo de IL8
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Uma vez que houve diferenca significativa entre os grupos controle e com
obesidade considerando os niveis de metilacdo de IL-8 (Figura 7d), correlagdes entre
parametros clinicos e bioquimicos com a metilagdo de IL8 foram realizadas. A correlagéo
entre os dados clinicos e a metilagdo ndo revelaram qualquer diferenca (Tabela 5). A
correlacdo, porém, entre os pardmetros bioquimicos e a metilacdo de IL8 revelou
associacOes positivas significativas, porém fracas. Tais associac@es foram observadas
entre a metilacdo desse gene e 0s niveis séricos da enzima AST e entre a metilacao e o0s
niveis de ALT (Tabela 6).

Tabela 5: Correlacdo entre os pardmetros clinicos e metilacdo de IL-8.

IMC Peso
met IL8 0,2724 0,2204
met IL8: metilacdo no promotor génico de IL8. O n para essa analise foi de 50 (n=25 do grupo controle e

n=25 do grupo com obesidade). As correlacdes foram determinadas pelo teste de Spearman.

Tabela 6: Correlagéo entre parametros bioquimicos e metilacéo de IL-8.
GJ CT LDL HDL TRIG PCR AST ALT
met IL8  -0,0678  0.0144 0,0378 0.0341 0,1224 0,1795  0,3432* 0,2807*

O n para essa analise foi de 50 (n=25 do grupo controle e n=25 do grupo com obesidade). met IL8: metilagdo
no promotor génico de IL8; GJ: glicemia de jejum; CT: colesterol total; LDL: lipoproteina de baixa
densidade; HDL.: lipoproteina de alta densidade; TRIG: triglicérides; PCR: proteina C reativa; AST:
aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; *p<0,05. As correlagdes entre CT x met IL8 e
TRIG x met I1L8 foram determinadas pelo teste de Pearson. As demais foram determinadas pelo teste de
Spearman.

Para confirmar que alem do parametro de metilacdo, a expressao de IL-8 também
se associa com 0s niveis das enzimas hepaticas, foi feita a correlagdo do MIF de IL-8 com
os niveis de enzimas hepéticas (Tabela 7). Foi observada correlacdo negativa e de

intensidade moderada entre o MIF de IL-8 e a enzima AST.

Tabela 7: Correlagéo entre MIF de IL-8 e enzimas hepéticas.
AST ALT
MIF IL-8 -0,5297* -0,3093

O n para essa analise foi de 20 (n=11 para o grupo controle e n=9 para 0 grupo com obesidade). AST:

aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; *p<0,05. As correla¢es vforam determinadas
pelo teste de Pearson.
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5 - DISCUSSAO

E bem descrito o quadro de inflamag&o na obesidade, bem como as consequéncias
que surgem desse estado inflamatorio persistente. Em adultos e em criancas, a quantidade
de evidéncias é substancial: os niveis de proteinas de fase aguda de inflamacdo e de
citocinas de perfil pro-inflamatorio estdo elevados, a concentracdo de citocinas de perfil
anti-inflamatorio esta diminuida, a expressao de receptores da imunidade inata é alterada
nos leucdcitos e as vias de sinalizagdo caracteristicamente inflamatdrias se encontram
persistentemente ativadas (CYMERYS et al., 2012; GILBERT & SINGERLAND, 2013;
MATTOS et al., 2016; MEDEIROS et al., 2017; CATRYSSE & VAN LOO, 2017;
CURA-ESQUIVEL et al., 2018).

Considerando os parametros clinicos e bioquimicos, é possivel observar que 0s
grupos de estudo analisados sio bem diferentes entre si. E bem descrito na obesidade
infantil e adulta diferencas no perfil clinico e bioquimico. Quanto ao aspecto clinico, as
alteracdes observadas eram esperadas desde a selecdo dos pacientes, uma vez que 0
enquadramento nos grupos foi feito a partir do critério de IMC. A andlise dos parametros
bioguimicos revelou alteracBes também ja esperadas, como a desregulacdo no perfil
lipidico e o aumento dos niveis de proteina C reativa, um importante marcador de
processos inflamatérios (KLOP, ELTE, CABEZAS, 2013; ZHAO & LV, 2013;
MATTOS et al., 2016; WOLFFENBUTTEL et al., 2017). E importante também ressaltar
as alteracdes observadas no perfil de enzimas hepéticas encontradas no presente trabalho,
apesar do aumento dos niveis de tais enzimas ndo ter sido radical a ponto de ter se elevado
acima do valor de referéncia para ambas, que é de até 56U/L para ALT e 35U/L para AST
(GOWDA et al., 2009). Uma das complicacdes decorrentes da obesidade é o
comprometimento da funcdo hepéatica (WILLIAMS et al.,, 2011; MILIC, LULIC,
STIMAC, 2014). A inflamac#o parece ser importante para tal ocorréncia no figado. Sabe-
se, por exemplo, que a concentracdo de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a, IL-18
e IL-6, estdo relacionadas com o dano hepético (STOJSAVLIEVIC et al., 2014). Além
dessas, TGF-B parece ter papel importante no agravamento do dano por promover fibrose
no tecido (HART et al., 2017). O tecido adiposo também exerce efeito importante, uma
vez que a liberacdo de acidos graxos, a diminuicdo dos niveis de adiponectina e aumento
dos de leptina, fenbmenos comuns na obesidade, estdo relacionados com o
desenvolvimento de complicacdes hepaticas (CHITTURI et al., 2002; KAMADA et al.,
2007; MILIC, LULIC, STIMAC, 2014; STOJSAVLJEVIC et al., 2014).
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No presente trabalho, em relacdo aos niveis e expressdo individuais de cada
citocina e adipocina, foram esperadas as alteracfes encontradas nos niveis de leptina e
adiponectina e na expressdo de TGF-B. Quanto a leptina, apesar do seu papel anorexigeno
e anti-adipogénico, o aumento dos seus niveis séricos € um achado quase universal nos
estudos de obesidade em que a causa nao € genética (MAFFEI et al., 1995; SILHA et al.,
2003; MATTOS et al., 2016). Tem-se aventado que na obesidade ocorre um quadro de
resisténcia a acdo da adipocina, dada a contradi¢do entre a sua concentracao e a sua acao
(RIZWAN et al., 2017). Apesar disso, ha evidéncias de que a obesidade implica em
mecanismos que restringem a sinalizacdo mediada por essa adipocina, principalmente no
sistema nervoso central. Possiveis fatores séo 0 aumento de proteinas inibidoras da via da
adipocina, como Supressor of cytokine signaling-3 (SOCS3) e de proteinas fosfatase de
tirosina que desfosforilam o receptor de leptina; a inducdo de um estado inflamatério
hipotalamico, que pode levar a diminuicdo da sinalizacdo; alteracbes nos proprios
neurdnios receptores do sinal de leptina, como a ocorréncia de estresse no reticulo
endoplasmatico (PAN & MYERS, 2017). Além do papel metabdlico, no entanto, leptina
tem um papel inflamat6rio importante: estimula a liberagdo de TNF-a, IL-6 e IL-12,
favorece a producéo de 6xido nitrico, a fagocitose e a quimiotaxia e inibe a producdo de
células Treg (LA CLAVA, 2017). E possivel, portanto, que leptina seja regulador positivo
na inflamacdo que acompanha o quadro de obesidade. Além disso, alguns trabalhos
propdem que a producéo de leptina seja induzida por estimulos e por citocinas indutores
de inflamacdo. Landman et al. (2003) reportaram aumento dos niveis séricos da adipocina
apos dose intravenosa aguda de lipopolissacarideo em macacos rhesus e em humanos.
Faggioni et al. (1998) demonstraram que os niveis de leptina se elevam em roedores na
presenca de LPS ou turpentina e de IL-1pB. IL-1B parece ser essencial para essa elevagéo,
pois camundongos nocaute para a citocina ndo apresentam a mesma resposta frente aos
desafios com LPS ou turpentina, enquanto que nocautes para IL-6 ndo exibem
perturbacdes na resposta. Outra citocina que parece induzir aumento dos niveis de leptina
€ TNF-a (GRUNFELD et al., 1996). Embora essas citocinas ndo tenham sido estudadas
no presente trabalho, o aumento de TNF-a na obesidade é um fato bem documentado e
ha indicios de que IL-1B também tenha seus niveis aumentados, como ja foi reportado em
monocitos  ndo-classicos (HOTAMISLIGIL et al.,, 1995, TZANAVARI,
GIANNOGONAS, KARALIS, 2010; KOENEN et al., 2011; BING, 2014; MATTOS et
al., 2016). Em vista disso, é possivel que haja uma retroalimentacdo positiva entre os
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niveis circulantes de leptina e de citocinas pré-inflamatérias quando os niveis de LPS
estdo cronicamente elevados, o que pode contribuir para o quadro de inflamacdo na
obesidade.

Adiponectina, por outro lado, é uma adipocina cujos niveis quase sempre estao
diminuidos com o aumento do peso corporal e do IMC, e o presente trabalho corrobora
com a de literatura nesse sentido (ASAYAMA et al.,, 2003; BRUNN et al., 2003
MATTOS et al., 2016). Possui caracteristica de regulacdo da homeostase de carboidratos
e lipideos e funcdo anti-inflamatéria importante. Em macrofagos, por exemplo,
adiponectina favorece a diferenciagdo em um perfil M2, enquanto inibe a polarizagdo em
M1 (OHASHI et al., 2010; LUO & LIU, 2016). A adipocina parece também aumentar a
producdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e IL-1Ra, e inibir, embora nédo
totalmente, a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IFN-y e IL-6, mesmo
na presenca de LPS (WOLF et al., 2004; AJUWON & SPURLOCK, 2005). Por outro
lado, a hipoxia e o aumento de TNF-a, eventos comuns na obesidade, podem atuar
reduzindo a expressdo da adipocina. A IGF-binding protein-3 (IGFBP3) parece mediar
parte desse efeito repressor, uma vez que é superexpressa quando esses eventos
acontecem e tem capacidade de interagir com Retinol X receptor-a (RXR-a) presente no
nucleo, inibindo a sua ligagdo a Peroxisome proliferator activated receptor-y (PPARY) e
a consequente transcricdo do gene de adiponectina (BESSET et al., 1996; GRIMBERG
et al., 2005; ZAPPALA & RECHLER, 2009). Ainda considerando TNF-a, outro
candidato a regulador negativo da expressao de adiponectina é a proteina cinase C (PKC),
a qual € induzida pela citocina pro-inflamatéria e regula negativamente a expressao de
varios fatores que promovem a transcri¢do da adipocina (ZHANG et al., 1996; SEWTER
etal., 2002; LIM, KIM, PARK, 2008). A regulacéo negativa exercida por outras citocinas
pré-inflamatorias e pelo estresse oxidativo também parecem ser importantes na obesidade
(SHEHZAD et al., 2012). Outro mecanismo reportado na literatura que pode modular
negativamente a expressdao de adiponectina € a ocorréncia de polimorfismos genéticos
(NIGRO et al., 2014).

Outra citocina cujos resultados no presente trabalho concordam com o que foi
reportado na literatura é TGF-B. Apuramos que ha aumento da frequéncia de células
produtoras do fator em criancas com obesidade. Varios trabalhos mostram elevacao dos
niveis desse fator em humanos e animais com o aumento de peso (ALESSI et al., 2000;
YADAV et al., 2011; MATTOS et al., 2016). Além disso, ha relatos mostrando que o
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bloqueio da sinalizacdo mediada por TGF-B leva a melhora nos parametros associados a
obesidade. A supressdo de Smad-3, juntamente com Smad 2 e 4 responsaveis pela
transducdo de sinal na via do fator, ou o0 bloqueio da prépria citocina em animais tratados
com dieta hiperlipidica provoca melhora na dislipidemia e na sensibilidade & insulina,
resisténcia a ocorréncia de esteatose hepatica, modificacdo nos perfis celulares de
macrdfagos residentes e na expressdo génica do tecido adiposo (YADAV et al., 2011). A
superexpressao de um inibidor natural de TGF-B, Kielin/chordin-like protein (KCP), que
interage diretamente com a citocina, leva a efeitos semelhantes em animais alimentados
com dieta hiperlipidica (SOOFI et al., 2017). Um fenémeno que pode ser responsavel,
pelo menos em parte, por essas alteracfes deletérias é a regulacdo exercida pelo fator na
estrutura da matriz extracelular no tecido adiposo. Em pacientes com cancer, por
exemplo, a caquexia leva a aumento dos niveis de TGF-B, da sinalizacdo por Smad 2/3 e
da deposicao de colageno no tecido adiposo (ALVES et al., 2017). Além disso, a menor
expressao de Microfibrils associated glycoprotein-1 (MAGP1), molécula existente na
matriz do tecido e que promove o sequestro de TGF-B, estd associada a obesidade em
humanos e em animais (CRAFT et al., 2014). Essas altera¢des no tecido adiposo podem
assumir contornos dramaticos, uma vez que o aumento na deposicdo de colageno e
consequente maior rigidez da matriz se correlacionam com a reducdo da capacidade de
expansdo dos adipocitos e na piora da sensibilidade a acéo da insulina.

A maior frequéncia de células expressando o fator nos leucécitos de criangas com
obesidade pode encontrar explica¢do na possivel regulacdo exercida por outras citocinas.
TNF-a, por exemplo, pode ser um fator regulador da expressdo de TGF-B. Samad et al
(1997) mostraram que a expressdo de TGF no tecido adiposo aumenta com a injecéo
intraperitoneal de TNF. Por andlise imunohistoquimica, o mesmo trabalho revelou que a
expressdo do fator se d& tanto nos adipdcitos, quanto na fragdo vascular, a qual
compreende varios tipos de células do sistema imune. Em fibroblastos, pelo menos, a
ativacdo da transcricao do fator mediada por TNF se da pela ativacdo da via de MAPK e
pelo fator de transcricdo Activatin Protein-1 (AP-1) (SULLIVAN et al., 2005;
SULLIVAN et al., 2009). In vitro, pelo menos, LPS também é um indutor da produgéo
de TGF-B. Mondcitos, por exemplo, aumentam a sua producéo do fator frente ao estimulo
pela toxina, o que sugere a importancia de vias inflamatdrias na sua producdo
(GROTENDORST, SMALE, PENCEV, 1989). Em células 3T3-L1, a regulacdo exercida
por LPS na producéo do fator se dé a nivel transcricional a partir da via de MAPK (XIAO
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et al., 2008) A regulacdo da expressdo de TGF-B, além do nivel transcricional, pode se
dar a nivel traducional e pos-traducional por diversos fatores e em razdo de diversos
estimulos (XIAO et al., 2008). No entanto, quais desses mecanismos sao relevantes na
obesidade ainda é uma incdgnita.

Em contraste com os resultados reportados até agora, a menor expressao de 1L-8
no grupo de criangas com obesidade foi uma surpresa no presente estudo. Diversos
trabalhos notam que os niveis séricos determinados por ensaios imunoenzimaticos dessa
citocina estdo aumentados em individuos com obesidade (STRACZKOWSKI et al., 2002;
KIM et al., 2006). Considerando criancgas, especificamente, Tam et al. (2010-2) ndo
encontraram alteracdes nos niveis plasmaticos de IL-8 em individuos com 8 anos de
idade, mas encontraram diferenca significativa em adolescentes de 15 anos de idade, com
elevacdo no grupo com obesidade em relacéo ao grupo eutréfico. Ja Medeiros et al. (2017)
encontraram por citometria de fluxo menor frequéncia de neutrofilos expressando a
citocina no sangue periférico de criancas com obesidade. Como essa populacdo representa
cerca de 70% das células circulantes, € possivel que o achado no presente trabalho tenha
sido influenciado pela expressdo em neutrdfilos. A menor expressdo da quimiocina no
sangue periférico de criancas com obesidade talvez seja relacionada a uma tentativa de
regulacdo do quadro inflamatdrio. Por outro lado, é provavel que a menor expressao de
IL-8 nos leucdcitos ndo se correlacione com a dinamica existente no tecido adiposo. E
notoria a propriedade dessa citocina em recrutar neutréfilos para o foco inflamatorio, o
qual na obesidade é, principalmente, o tecido adiposo (REILLY & SALTIEL, 2017). E
possivel, portanto, que a expressao realmente importante dessa citocina se dé nesse tecido,
embora as células da fracdo vascular, muitas das quais derivadas do sangue periférico,
sejam a provavel fonte do fator (FAIN et al., 2006).

Quanto as correlagGes encontradas entre as citocinas e adipocinas e em vista do
que foi exposto neste trabalho, é possivel perceber que as altera¢cBes nos niveis das
mesmas se encontram refletidos nas correlagcdes encontradas, exceto para o caso de MIF
de IL-8 e MIF de TGF-B. Dessa forma, assumindo que a reducdo na expressao de IL-8
possa ter um papel regulatério na obesidade infantil, é coerente que haja correlacdo
positiva com o0s niveis séricos de adiponectina e negativa com os niveis de leptina. Por
outro lado, se TGF-B é um fator que se relaciona com o desenvolvimento de obesidade,
também ha sentido na correlacdo negativa com adiponectina e correlagdo positiva com

leptina. Além disso, a correlagdo negativa entre as dosagens séricas de leptina e
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adiponectina também foi esperada e concorda com os dados sobre o tema na literatura
(YADAV et al., 2011; DIWAN et al., 2018). Em relacdo a associacao estatisticamente
significativa encontrada entre MIF de IL-8 e MIF de TGF-B, ha trabalhos mostrando a
inducdo de IL-8 por TGF-B (LU & DONG, 2006; QI et al., 2006). Lu & Dong (2006)
mostraram que TGF-B é capaz de regular positivamente a expressdo de I1L-8 a nivel
transcricional em células de cancer de prostata e que tal regulacdo é dose-dependente. O
mecanismo para esse fendmeno parece ser, pelo menos em células de tumor de mama,
devido ao acionamento dos receptores TPRI e TBRII por TGF-B e das vias de Smad e de
MAPK, as quais controlam a expressao génica do fator (GUPTA et al., 2011). Como 0s
receptores para o fator devem reconhecer a sua molécula presente no meio para serem
ativados, isso implica que os niveis séricos do mesmo devem guiar a expressao de 1L-8.
Embora o presente trabalho tenha analisado MIF e frequéncia das citocinas, ndo foi feita
a mensuracao dos seus niveis séricos. E possivel que, apesar do MIF de TGF-B ndo ter
diferido entre os grupos e a frequéncia de células positivas para o fator ser maior no grupo
com obesidade, a concentracdo do fator seja maior no grupo controle. Outra possibilidade
é a interferéncia de alguma varidvel presente na obesidade na via de TGF-B e
consequentemente na producéo de IL-8.

Em relacdo aos dados de metilacdo do DNA, o dado qualitativo revelou que 16%
das amostras apresentaram DNA totalmente ndo-metilado para o gene IL8 no grupo
controle e que nenhuma no grupo com obesidade apresentou tal resultado. O dado semi-
guantitaivo, por sua vez, revelou que o promotor de IL8 se encontra mais metilado no
grupo com obesidade. Esse dado esta de acordo com o dado da expressdo da quimiocina
fornecido pela citometria de fluxo, uma vez que a metilacdo de DNA no promotor génico
é, no geral, uma marca repressiva da transcricdo (LI & ZHANG, 2014). Até onde chega
0 nosso conhecimento, esse resultado é inédito na literatura sobre obesidade. No diabetes
do tipo 2, porém, Ribel-Madsen et al. (2012) encontraram no musculo esquelético de
gémeos discordantes para a doenga maior metilacdo no gene da quimiocina no CpG +190
por meio de uma andlise genome-wide de metilacdo. Como nesse estudo néo foi avaliada
a expressao, nao é possivel precisar se nesse ponto a metilacdo é decisiva para variagdes
nos niveis da quimiocina. No presente estudo, os CpGs analisados (-167, -157 e -7) no
promotor de I1L8 se localizam dentro (-7) ou proximos (-167 e -157) a regido do promotor
proximal do gene (-136 e +43). Nessa regido, particularmente, estdo localizados sitios de
ligacdo para varios fatores: NF-xB (-82 a -70), NF-1L-6 (-94 a -81), C/EBP (-94 a -84),
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AP1 (-126 a -120) e Octl (-90 a -83) (ROEBUCK, 1999; DE LARCO et al., 2003).
Embora nenhum dos CpGs estudados se localizem no sitio de ligacdo de qualquer desses
fatores de transcricdo, o fato de haver maior frequéncia de metilagdo em tais CpGs pode
ser indicativo da estrutura da cromatina mais compactada nessa regido. Nesse sentido, é
possivel que a cromatina esteja menos acessivel a ligacdo dos fatores de transcri¢do pela
presenca de marcas repressoras, uma delas a metilacdo de DNA.

Com relacao a metilacdo nos promotores de LEP, TGFB1 e na regido enhancer de
ADIPOQ, ndo foi observada qualquer diferenca significativa entre os grupos, apesar de
ter havido diferenca nos niveis séricos e na expressao. I1sso pode ter sido causado por
diversos fatores. Primeiramente, a diferenca de expressao pode ser devida a regulacao por
outros mecanismos que nao a metilacdo de DNA, como a regulacdo da disponibilidade
de fatores de transcricdo, regulacdo traducional ou pés-traducional (XIAO et al., 2008;
SHEHZAD et al., 2012; BELARBI et al., 2015). Outra hipdtese € que possa haver
variacdo de metilacdo entre os grupos, mas que tal diferenca, por ser pequena, ndo tenha
sido detectada. Nesse caso, pode-se especular que a técnica de MSP ndo tenha
sensibilidade suficiente para detectar diferengas sutis em uma populacdo heterogénea de
sequéncias. De fato, em se tratando de DNA proveniente do sangue total, é de se esperar
que o perfil de metilacdo seja heterogéneo, uma vez que os leucdcitos sdo fenotipica e
epigeneticamente diferentes entre si (ECKER et al., 2017). Além disso, pela técnica de
MSP ¢ possivel avaliar poucos CpGs, usualmente nos promotores génicos, pois sdo 0s
sitios em que ocorrem maior densidade de CpGs e pela relagdo com a expressao génica.
Essa abordagem, no entanto, restringe o poder de deteccdo de CpGs diferencialmente
metilados. Diversos estudos de caracteristica genome-wide — em que uma grande
quantidade de CpGs no genoma € avaliada quanto ao status de metilacdo —, incluindo
alguns na obesidade infantil, tem revelado, por vezes, a ocorréncia de diferencas na
metilagdo em regiGes que ndo oS promotores génicos, como as regides intragénica e
intergénica (DING et al.,, 2015; HUANG et al., 2015; FRADIN et al.,, 2017). A
significancia, porém, dessas ocorréncias para o perfil de expressdo génica ndo é tdo bem
explorada, uma vez que a maioria desses trabalhos investiga apenas a associacdo entre a
metilacdo e o fenétipo dos individuos.

Considerando a metilagdo de LEP e da regido enhancer de ADIPOQ, deve-se
observar ainda que Sdo genes cuja expressao € majoritaria no tecido adiposo, mais
especificamente nos adipécitos (SCHERER et al., 1995; ZHOU & RUI, 2013). Nesse

sentido, era, de alguma forma, esperado que houvesse maiores niveis de metilacdo pela
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anélise quantitativa e que pudesse ndo haver diferenca entre 0s grupos, uma vez que o
perfil de metilacdo pode ser tecido-especifico. Houde et al. (2014), comparando o status
de metilagéo de CpGs no promotor de LEP e ADIPOQ em pacientes com obesidade grau
I11 no sangue, tecido adiposo subcutaneo e visceral mostraram algum grau concordancia
entre os niveis de metilacdo entre os tecidos. Apesar disso, 0s niveis de metilagdo foram
significativamente maiores no sangue para os CpGs dos dois genes e mais relacdes
significativas emergiram entre o tecido adiposo subcutaneo e visceral do que entre o
tecido subcutaneo e sangue e o tecido visceral e sangue. No entanto, em detrimento dessas
consideracdes, alguns trabalhos encontraram associagdes entre a metilagdo desses genes
no sangue e parametros relacionados a obesidade infantil (GARCIA-CARDONA et al.,
2014; ALLARD et al., 2015; KADAKIA et al., 2016; OTT et al., 2018).

Por fim, foi encontrado no presente estudo associacdo entre a metilacdo do
promotor génico de IL8, bem como da expressdo da quimiocina, e 0s niveis séricos das
enzimas hepaticas AST e ALT. Enquanto que houve correlacao positiva entre AST/ALT
e a metilacdo em IL8, a correlacdo entre os niveis da quimiocina e AST foi negativa.
Conforme mencionado, a metilagcdo se relaciona inversamente com a expressao génica.
Portanto, € esperado que a correlacdo entre um determinado parametro e a metilacdo do
gene seja inversa a correlacdo entre esse mesmo parametro e a expressdo desse gene. A
literatura sobre a ocorréncia de dano hepatico, porém, aponta que os niveis de IL-8, seja
no sangue ou no tecido, estdo aumentados em condicdes que afetam o funcionamento
hepéatico (HUANG et al., 1996; ZIMMERMMAN et al., 2011; LANGHANS et al., 2013;
AKBEROVA, KIASSOV, ABDULGANIEVA, 2017; JARRAR et al., 2018). No entanto,
deve-se considerar que esses estudos foram feitos em condi¢des mais graves e com perfis
inflamatorios muito mais acentuados que a inflamagdo de baixo grau que ocorre na
obesidade infantil. Dessa forma, pode ser possivel que haja algum mecanismo
inflamatorio na obesidade que promova uma leve desregulagdo na funcdo hepética, mas
sem envolver IL-8. De forma alternativa, IL-8 pode atuar de maneira dicotdmica,
atenuando o quadro inflamatério num primeiro, como sugerido anteriormente, mas
contribuindo com a evolucdo da doenca hepatica posteriormente. Ha a possibilidade
também de ndo haver nenhum mecanismo em que uma afete a outra e que a correlagao
entre tais ocorréncias tenha surgido justamente pelo fato de terem o seu aparecimento
associado & obesidade. E necessario ter atencdo, no entanto, a fonte produtora da
guimiocina: enquanto que no presente trabalho foi avaliada a expressdo em leucécitos

circulantes, a producdo relevante desse fator para as doengas hepaticas possa talvez se dar
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no figado. Thornton et al. (1990) mostraram que hepatdcitos expressam IL-8 em resposta
a estimulos inflamatorios, como IL-1B e TNF-a. French et al. (2017) observaram por
analise de imunofluorescéncia que os hepatécitos sdo fonte importante da quimiocina e
que os neutrdfilos, populagdo celular que expressa CXCR1 e CXCR2, se localizam em
torno da fonte produtora. Células Treg residentes no figado também parecem contribuir
com a producdo da quimiocina. Além disso, a frequéncia de células Treg hepaticas
produtoras de IL-8 esta positivamente correlacionada com o escore de fibrose
(LANGHANS et al., 2013).

Em resumo, mostramos por meio desse trabalho que as alteragdes no perfil
lipidico, de enzimas hepéticas e na expressao de citocinas e adipocinas na obesidade
infantil concordam, de forma geral, entre si, como mostrado pela analise de correlacéo, e
com as ja mencionadas na literatura. Além disso, mostramos que o perfil de metilagdo no
promotor de IL8 esta alterado e que este dado esta de acordo com os niveis da citocina
em leucdcitos, como determinado por citometria de fluxo. A metilacdo desse gene e a
expressao da citocina estdo correlacionadas com a concentracdo de enzimas hepaticas,
embora 0 mecanismo por tras dessa associac¢ao seja obscuro. Ainda ndo é bem explorada
a relacdo dos mecanismos epigenéticos com a inflamacao na obesidade. Nesse sentido, 0
presente trabalho foi uma contribuicdo para alargar os horizontes nessa direcdo. Embora
alguns estudos com perfil genome-wide tenham mostrado que existe essa relacdo, é
preciso ainda desvendar os mecanismos envolvidos e se a modulacdo de componentes
ambientais, como dieta e préatica de exercicio fisico, sdo capazes de promover alguma

regulacao.
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6 - CONCLUSOES

No presente trabalho mostramos alteragdes no perfil lipidico, de enzimas
hepaticas, na expressdo de citocinas e nos niveis séricos de adipocinas na obesidade
infantil e correlacGes entre esses parametros. Para IL-8, encontramos menor expressao
em leucaocitos de criancas com obesidade e maior metilacdo no mesmo grupo, além de
correlacdo com os niveis de enzimas hepaticas. Em vista disso, é possivel que haja
mecanismos regulatorios associados & menor expressao de IL-8 em criangas com

obesidade, numa tentativa talvez de controlar o quadro inflamatdrio.
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ANEXO | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado(a) Sr(a).:

Oseufilho(a) esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a) em um
projeto que avaliard marcadores de risco a saide em um grupo de criancas e adolescentes
com obesidade, através da dosagem de marcadores bioquimicos e moleculares coletados
em seu sangue. No caso de autorizar que ele faca parte da mesma, ele respondera um
questionario sobre sua saude e terd seu sangue coletado para que avaliagbes laboratoriais

sejam realizadas.

Asuaparticipagdo e asuaopinido contribuirdo parademonstraros marcadoresde
risco para obesidade em criancas e adolescentes, possibilitando deteccéo precoce de
biomarcadores de risco cardiometabdlico associado a detecgdo da presenca de variagbes
génicasresponsaveis pela obesidade nesse grupo pediatrico. Para arealizagdo da pesquisa
sefaznecessario acoletade sangue dos pacientes, assimteremos o cuidado comesse grupo
deindividuos, pois poder&o ocorrerintercorréncias nomomento da punc¢ao venosacomo
alteracd@o da presséo arterial, formacdo de hematoma ou dor local nos pesquisados, assim
como acidente com material da puncéo venosa nos pesquisadores. Vocé ou ele terdo
liberdade para pedir esclarecimentos sobre qualquer questdo, bem como para desistir de
participar dapesquisaem qualguermomento que desejar, sem queisto levevocéouelea

qualquer penalidade.

Como responsavel por este estudo, tenho o compromisso de néo publicar dados
pessoais, mesmo que estes ndo possam ser mantidos em segredo na andlise da pesquisa,

bemcomodeindeniza-losesofreralgum prejuizofisicooumoralporcausadomesmo.

Assim, se esta claro paravocé afinalidade dessa pesquisa e se concordaem que seu

filho(a) participe como voluntario, peco que assine este documento.

Meus agradecimentos pela sua colaboracao.

Dr. Carlos Alberto Menezes
Telefone paracontato: (73) 3680-5293

84



85

Eu, ,
RG H

autorizo a
participar das atividades da pesquisa: “AVALIACAO DE MARCADORES BIOQUIMICOS E
MOLECULARES DE RISCO CARDIO-METABOLICO EM UM GRUPO DE CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM OBESIDADE". Fui devidamente informado que ele respondera um
questiondrio sobre sua salde eteraseusangue coletado para que avaliagdes laboratoriais
sejamrealizadas. Foi-me garantidoquepossoretiraromeuconsentimentoaqualquer
momento,semqueistolevea qualquer penalidade, e que os dados de identificacdo e outros
pessoais nao relacionados a pesquisa nao serdopublicados.

Localedata: , / /

Assinatura do Responsavel
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ANEXO Il — Parecer do Comité de Etica

on UNIVERSIDADE ESTADUAL DE g@ow«m

Q‘ 3 SANTA CRUZ ((UESC)) asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de marcadores genéticos e bioquimicos relacionados a obesidade em um
grupo de criangas e adolescentes

Pesquisador: CARLOS ALBERTO MENEZES

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Verséo: 2
CAAE: 04065412.6.0000.5526
Instituicdo Proponente: Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC))

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 150.426
Data da Relatoria: 21/11/2012

Apresentacgdo do Projeto:

Projeto intitulado Avaliagao de marcadores genéticos e bioquimicos relacionados a obesidade em um grupo
de criancas e adolescentes, sob a responsabilidade do pesquisador Carlos Alberto Menezes.

A obesidade infanto-juvenil € uma problematica mundial e ja apresenta niveis alarmantes. E sabido que 80%
das criancas e adolescentes obesos serdo adultos obesos com risco de co-morbidades metabdlicas,
aterosclerética e coronariana. Desta forma, os pesquisadores buscam avaliar marcadores genéticos e
bioquimicos relacionados a obesidade em um grupo de criangas e adolescentes. Para tanto serdo incluidos no
estudo 250 individuos caso, diagnosticados clinicamente com obesidade, e 250 controles ndo obesos. Os
casos serdo provenientes do Servigo de tratamento para criancas e adolescentes (7 a 18 anos) com obesidade
em Aracaju Sergipe (SEMPRE). Como integrantes ativos desse Programa essas criangas e adolescentes
passardo por uma avaliagdo clinica para caracterizagdo fenotipica da obesidade utilizando parametros
antropométricos, bioquimicos, hormonais, além da dosagem dos marcadores de processo inflamatério da
obesidade com risco cardiovascular representados pela proteina C reativa ultra-sensivel, homocisteina, TNF-
a, interleucina-6, leptina, e adiponectina. Além disso, sera realizada a determinagdo do HOMA (Homeostasis
model assesment of insulin resistence) para caracterizagdo da Sindrome Metabdlica.

Endereco: Campus SoaneNaza ré de Andrade, Rodovia Jcrge Amado, Km 16, Bairro Salobrinho

Bairro: CENTRO CEP: 45.662-900
UF: BA Municipio: ILHEUS

Telefone:  (73)3680-5319 Fax: (73)3680-5319 E-mail: cep_uesc@yahoo.com.br
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O presente estudo constara de trés etapas: a primeira etapa consiste na selegdo das
criangas e adolescentes dos casos e controles; a segunda etapa consiste na avaliagédo
clinica e de dosagens laboratoriais e, por fim, a terceira etapa consiste na analise molecular
para determinacéo dos polimorfismos nas regides promotoras dos genes de IL-6 (-174G/C),
do TNF-a (-308G/A) e leptina (- 2548G/A), utilizando a técnica de PCR em tempo real.
Posteriormente os autores irdo correlacionar os dados clinicos, laboratoriais e sdcio-
demograficos. Apds resultados irdo desenvolver estratégias no sentido da prevengao, pois
o diagnostico precoce do processo aterosclerético dessas criancas e adolescentes é de
fundamental importéncia na prevencao das co-morbidades cardiacas futuras.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar marcadores genéticos e bioquimicos relacionados a obesidade em um grupo de
criancas e adolescentes.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os autores relatam que os riscos sdo mimimos para os participantes, no entanto havera
coleta de material bioldgico: sangue que envolve Varios riscos aos participantes. Riscos
durante os procedimentos para coleta, tais como altara¢des na presséo arterial, acidentes
com material perfurocortante, entre outros. Desta forma, os autores devem esclarecer
comoe serd realizado o procedimento de coleta e todos os cuidados que serdo tomados
antes e apo6s o periodo da coleta das criangas.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa com extrema relevancia, bem fundamentada e justificada
Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

De acordo

Recomendacgges:

Nada a declarar

Conclus@es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem restricdes e pendéncias

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Considerag8es Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da UESC avaliou as respostas ao parecer com
pendéncias de nimero 125209 e considerou que todos os aspectos atinentes foram
respondidos. A decisdo final para este protocolo é portanto favoravel 8 APROVACAO.

ILHEUS, 21 de Novembro de 2012

Assinador por: Aline
Oliveira da
Conceigao
(Coordenado

)

Endereco:  Campus Soane Na: aré de Andrade, Rodovi¢ Jorge Amado, Km 16, Bairro Salobrinho
Bairro: CENTRO CEP: 45.662-900
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