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RESUMO

A obesidade € uma doenca crbnica caracterizada pelo excesso de gordura que
prejudica a saude do individuo, sendo um fator de risco importante para doencas
com alta morbidade e mortalidade, tais como as doencgas cardiovasculares,
tolerancia diminuida a glicose (IGT) e o diabetes mellitus tipo 2 (T2DM). Os
principais depositos do tecido adiposo branco (WAT), o subcutaneo (SAT) e o
visceral (VAT), apresentam diferentes efeitos biolégicos sobre a saude. O WAT
produz e secreta uma variedade de adipocinas, tais como interleucina-6 (IL-6), factor
de necrose tumoral-alfa (TNF-a), adiponectina (ADIPOQ), secreted frizzled-related
protein 1 (SFRP1) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGFA), que séo
importantes em iniUmeros eventos celulares, incluindo inflamacéo, angiogénese e
adipogénese. A ativacao da via wingless-type (WNT)/B-catenina inibe a adipogénese
por meio do bloqueio das proteinas ligantes ao amplificador CCAAT alfa (CEBPA) e
do receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma gama (PPARG), que sao
reguladores transcricionais essenciais da diferenciacdo dos adipécitos. A
adipogénese também pode ser regulada por Alteracdbes em genes da matriz
extracelular estdo implicadas na obesidadecolageno XVIII (COL18A1), uma proteina
da matriz extracelular, estd envolvido na adipogénese. As alteracdes na expressao
das adipocinas e a expansdo maxima do tecido adiposo branco parecem contribuir
para o aparecimento de comorbidades associadas a obesidade. O objetivo deste
estudo foi avaliar, com a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa, a
expressao de genes envolvidos na adipogénese e inflamacdo em SAT e VAT de
mulheres com obesidade grau Il submetidas a cirurgia bariatrica através da técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa. Os principais resultados obtidos
mostraram que i) a expressdo do gene CEBPA é maior em SAT que em VAT das
mulheres com obesidade, ii) a expressao do gene CEBPA é maior no SAT das
mulheres com obesidade e T2DM/IGT que nas mulheres com tolerancia normal a
glicose (NGT), iii) os genes SFRP1 e VEGFA estdo menos expressos no VAT das
mulheres com obesidade e T2DM/IGT que nas mulheres com NGT e iv) a expressao
do gene COL18A1 em VAT foi associada aos niveis de HDL e a tolerancia a glicose
melhores. Esses resultados mostram que a expressao génica difere nos distintos
depositos de WAT e esta correlacionada aos parametros metabdlicos de individuos
com obesidade. Este trabalho contribui para a compreenséao da expresséo de genes
relacionados a adipogénese e inflamacdo em SAT e VAT na obesidade grave.

Palavras-chave: Obesidade, Diabetes, Sinalizacdo Whnt/B-catenina, Adipogénese,
Inflamacéao.



ABSTRACT

Obesity is a chronic condition defined as abnormal or excessive fat accumulation that
impairs health. Overweight is an important risk factor for mortality and is a major risk
factor for noncommunicable diseases, such as cardiovascular disease, impaired
glucose tolerance (IGT) and type 2 diabetes mellitus (T2DM). Deposits of white
adipose tissue (WAT), such as subcutaneous (SAT) and visceral (VAT), are
biologically distinct, consequently, exhibited different biological effects on the health.
WAT produces and secretes a variety of adipokines, such as interleukin-6 (IL-6),
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), adiponectin (ADIPOQ), secreted frizzled-related
protein 1 (SFRP1) and vascular endothelial growth factor (VEGFA), that are important in
several cell functions, including angiogenesis, inflammation and adipogenesis.
Alterations in adipokines expression might contribute to the onset of co-morbidities of
obesity. The activation of wingless-type (WNT)/B-catenin pathway inhibits of
adipogenesis via the blockade of CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA)
and the peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG), which are
essential transcriptional regulators of adipocyte differentiation. Evidence showed that
non-fibrillar collagen XVIII (COL18A1), a protein of the extracellular matrix, has been
shown to be active in adipogenesis. The aim of this study was, through quantitative
Polymerase Chain Reaction, evaluate the expression of genes involved in
adipogenesis and inflammation in SAT and VAT of women with severe obesity. The
main results showed that i) the expression of the gene CEBPA in SAT is higher than
in VAT of women with obesity ii) SAT CEBPA gene expression is higher in obese
women with T2DM/IGT than in obese women with normal tolerance glucose
tolerance (NGT), iii) the expression of SFRP1 gene in VAT was lower in women with
T2D/IGT than those with NGT, iv) VAT COL18A1 gene expression was associated with
better HDL levels and tolerance glucose. These results showed that the expression
of genes involved in adipogenesis and inflammation differs in distinct WAT deposits
and the expression of these genes were correlated with the metabolic parameters in
obese individuals. This work contributes to a better understanding of the expression
of genes related to these biological processes in SAT and VAT of patients with
severe obesity.

Keywords: Obesity, Diabetes, Wnt/3-catenin signaling, Adipogenesis, Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A obesidade surge como uma consequéncia de um desequilibrio energético gerado
entre as calorias consumidas e as calorias gastas pelo organismo, sendo
caracterizada pelo o acumulo excessivo de gordura que prejudica a saude do
individuo. Dependendo da etiologia, essa doenca pode ser classificada em
monogénica, sindrdmica ou multifatorial, sendo o Udltimo o mais frequente na

populacdo em geral e conhecido como obesidade comum (WHO, 2012a).

A prevaléncia da obesidade na populacdo mundial estd aumentando rapidamente e
alcancando proporcdes epidémicas na maioria dos paises. No Brasil, a Pesquisa de
Orcamentos Familiares (2008-2009) mostrou que 12,5% dos homens e 16,9% das
mulheres estavam obesos. O excesso de peso € um fator de risco para varias
doencas cronicas de alta morbi-mortalidade, tais como as doencgas cardiovasculares
e o diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), que em 2008 foram responséaveis por 63% do
total de ébitos do mundo por causas naturais (WHO, 2012a). Neste contexto, torna-
se indispensavel o esclarecimento da fisiopatologia da obesidade e suas

comorbidades.

Na ultima década, o tecido adiposo branco (WAT) foi classificado como um 6rgéo
enddcrino, pois expressa e secreta uma variedade de adipocinas que atuam de
forma local (autocrina/paracrina) e sistémica (enddcrina), por exemplo, adiponectina
(ADIPOQ), leptina, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), secreted
frizzled-related protein 1 (SFRP1). Além das adipocinas, o WAT também expressa
receptores nucleares, por exemplo, o receptor de estrogénio alfa e o receptor de
vitamina D, e os receptores de catecolaminas, tais como os adrenoreceptores beta e
alfa. Assim, esse tecido esta envolvido em uma variedade de processos biologicos,
incluindo o metabolismo energético e o controle dos sistemas neuroenddécrino e
imunoldgico (HAJER, HAEFTEN, VISSEREN, 2008; KERSHAW, FLIER, 2004),
sendo essencial para a homeostase metabdlica.
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O WAT é composto principalmente por adipdcitos, além de células estromais, por
exemplo, células endoteliais, fibroblastos, leucdcitos, macrofagos e células-tronco
mesenquimais. Tanto os adipdcitos, quanto as células estromais sintetizam as
moléculas da matriz extracelular (ECM), como a proteoglicana colageno XVIII
(COL18A1) que é um dos principais componentes da |lamina basal, indispensavel
para diversos processos celulares, incluindo a angiogénese, proliferagéo, migragéo e
diferenciagdo celular (NIEMELA et al., 2008). O remodelamento da ECM tem sido
implicado na obesidade e evidéncias mostraram que o COL18A1 esta envolvido na

adipogénese em humanos (ERRERA et al., 2008)

Os dois principais depositos de WAT sao o subcutaneo (SAT) e o visceral (VAT),
gue sdo biologicamente distintos, consequentemente, causam diferentes efeitos
biolégicos sobre o desenvolvimento de doencas (LEMIEUX, 2004; DESPRES,
LEMIEUX, 2006). Diversos estudos mostraram que as diferencas regionais de
expressao génica entre SAT e VAT, tanto em individuos magros quanto obesos,

podem refletir em diferencas funcionais entre esses depdsitos.

Existem algumas hipéteses relacionadas a disfuncdo do WAT que sugerem as
causas das alteragcbes metabdlicas, principalmente a da resisténcia a insulina,
observadas na obesidade: 1) a hip6tese das adipocinas; 2) a hipétese da inflamacéo
e 3) a hipbtese de expansdo do WAT. Em relacdo a ultima hipbtese, a expanséo
exorbitante do WAT que ocorre na obesidade é dependente da angiogénese, sendo
que o fator de crescimento endotelial A (VEGFA) € essencial nesse processo de
vascularizacdo (CAO, 2007; FOLKMAN, 2006). Evidéncias indicam que a hipoxia é o
principal fator indutor da expressao do VEGFA (TRAYHURN, WANG, WOOQOD, 2008)
e, quando esse processo ocorre no WAT de individuos com excesso de peso
(VIRTANEN et al.,, 2002; KABON et al., 2004; FLEISCHMANN et al., 2005),
decorrente da expansdo maxima do WAT, pode constituir a base fundamental da

disfungéo desse tecido.

Na maioria das vezes, a obesidade causa lipotoxicidade, hipoxia, acimulo de células
inflamatorias, expansdo maxima do WAT, além do acumulo de gordura em VAT, ou
seja, as caracteristicas de todas as hipoteses, portanto é dificil isolar a contribuicdo

de cada uma para o surgimento das comorbidades. No entanto, a hipdtese da
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expansao, bastante investigada nos ultimos anos, parece ser a que abrange melhor
as principais modificagbes no WAT que explicam o surgimento das doencas

associadas a obesidade.

A hipertrofia e hiperplasia do WAT s&o 0s principais processos que contribuem para
a expansao desse tecido (RUTKOWSKI, DAVIS, SCHERER, 2009). A expanséao
maxima do WAT, caracterizada por adipdcitos hipertréficos que séo relacionados a
um maior risco cardiometabdlico, promove a disfuncdo do WAT, ao passo que a
hiperplasia esta relacionada a um perfil metabdlico e distribuicdo de gordura corporal
melhores (LEMIEUX, 2004). Evidéncias indicam que se o WAT de um individuo
expandir, mantendo a sua funcionalidade para armazenar gordura de forma eficiente
e adequada, esse sujeito permanecera metabolicamente saudavel, mesmo que se
torne obeso (KARELIS, BROCHU, RABASA-LHORET, 2004; TAN, VIDAL-PUIG,
2008).

O esclarecimento sobre o processo da adipogénese é importante, pois a hiperplasia
do WAT parece contribuir para um melhor perfil metabdlico (ARNER et al., 2010;
VEILLEUX et al.,, 2011) e a disfuncdo desse tecido parece estar associada a
incapacidade de produzir novas células adiposas (ARNER et al., 2010). Nessa
perspectiva, a via wingless-type (WNT) canbnica é de crucial importancia, visto que
€ considerada uma das vias mais importantes para o processo de adipogénese e
pode relacionar a obesidade a alguns tipos de céancer (LIU et al., 2012), bem como
ao diabetes (LAUDES et al., 2011).

As proteinas ligantes ao amplificador CCAAT alfa (CEBPA) e o receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PPARG), principais fatores de transcricdo da
adipogénese, estimulam a expressdo de genes codificantes de proteinas que
caracterizam as células adiposas. A ativacdo da via WNT candnica bloqueia a
inducdo dos CEBPA e PPARG, inibindo a diferenciacdo dos adipocitos (ROSEN,
MACDOUGALD, 2000; CHRISTODOULIDES et al.,, 2009; LOWE, O’RAHILLY,
ROCHFORD, 2011). Essa via pode ser modulada por antagonistas extracelulares,
por exemplo, a proteina sFRP1 (LAGATHU et al., 2010), bem como pela endostatina
e frizzled motif domain (FZC18), ambos fragmentos peptidicos provenientes da
clivagem proteolitica do COL18A1 (HANAI et al., 2002; QUELARD et al., 2008).
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A sinalizacdo WNT é fundamental para os processos de adipogénese e inflamacao,
por meio da interacéo entre adipdcitos e células inflamatérias no WAT de pacientes
com obesidade e T2DM (BILKOVSKI et al., 2011). A hipdtese deste trabalho € que
alteracdo na expressao dos genes envolvidos na sinalizacdo WNT, relacionada aos
processos de adipogénese e inflamacdo, estd associada as alteracbes metabdlicas
observadas em individuos com obesidade.
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2 OBJETIVO GERAL

Uma vez que as alteracfes na expressao génica nos diferentes depositos de WAT e
a expansdo maxima desse tecido parecem contribuir para a fisiopatologia da
obesidade e suas comorbidades, o objetivo deste estudo foi verificar se a expresséo
dos genes envolvidos na adipogénese (CEBPA, PPARG, SFRP1, COL18A1,
VEGFA) e na inflamagéo (ADIPOQ, IL-6 e TNF-a), nos depositos SAT e VAT de
mulheres com obesidade grave, esta associada aos parametros bioquimicos,
antropomeétricos e de composi¢ao corporal das pacientes.

2.10bjetivos especificos

1) Verificar se ha diferenca na expressao dos genes entre SAT e VAT e se ha
correlacdo de expressédo entre os genes estudados;

2) Verificar se a expressao dos genes é diferente entre mulheres com tolerancia

alterada a glicose e aquelas com tolerancia normal a glicose;

3) Verificar se ha correlagcdo entre a expressao dos genes e 0s parametros
clinicos das mulheres com tolerancia normal a glicose e aquelas com

tolerancia alterada a glicose;

4) Verificar se 0s niveis séricos de IL-6 e TNF-a s&o correlacionados a

expressao tecidual dos respectivos genes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A OBESIDADE

A obesidade é causada por perturbac6es do equilibrio entre a ingestéo alimentar e o
gasto energético, regulado por um sistema fisiolégico complexo, que requer a
integracdo de varios sinais periféricos e centrais coordenados pelo cérebro (BELL,
WALLEY, FROGUEL, 2005). De forma geral, os principais mecanismos da regulagéo

neuroenddcrina desse sistema estdo descritos adiante.

O hipotdlamo funciona como um regulador central nesse sistema, pois recebe
informacdes sobre o equilibrio de energia através de sinais neuronais e hormonais
(XU et al.,, 2003). Os neurdnios do nucleo arqueado — um dos grupamentos de
células neuronais do hipotalamo — sdo fundamentais nesse sistema e sao divididos
em dois conjuntos: um conjunto produz a proteina relacionada ao Agouti (AgRP) e 0
neuropeptideo Y (NPY), ao passo que o outro produz pré-opiomelanocortina
(POMC) e transcritos relacionados a cocaina e anfetamina (CART). Os AgRP e NPY
sdo orexigenos, promovendo a ingestdo de alimentos e reduzindo o gasto de

energia, enquanto os POMC e CART séo anorexigenos (BARSH et al., 2002).

Alguns hormonios exercem importante funcéo no controle desse sistema. A insulina
tem um efeito anorexigeno, através da estimulacédo de neurdénios POMC/CART e
inibicdo de neurdnios AGRP/NPY. A leptina € um hormo6nio anorexigeno, que parece
ser o principal indicador do estado de nutricdo, e a grelina um hormdnio orexigeno,
gue aumenta seus niveis séricos antes de comer e diminui depois das refeigbes. Um
outro mediador, o peptideo YY335, € secretado pelo intestino durante a ingestao de
nutrientes, ocasionando a diminuicdo do consumo de alimentos (BELL, WALLEY,
FROGUEL, 2005).

O ndcleo arqueado central processa os diferentes sinais de entrada e exerce seus
efeitos, sinalizando para varios neurdnios efetores a jusante, modulando os
neurdnios efetores orexigenos e anorexigenos. Os sistemas de sinalizacdo da

dopamina, serotonina e endocanabindide também contribuem para esse sistema
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regulatério (BELL, WALLEY, FROGUEL, 2005), que € uma protecdo importante
contra a perda de peso, entretanto, para 0 aumento da adiposidade, esses
mecanismos sao insuficientes (SCHWARTZ et al., 2003). Falhas nesse sistema de
controle de ingestdo e gasto de energia podem causar a obesidade, que € definida
como acumulo anormal ou excessivo de gordura que prejudica a satude do individuo
(WHO, 2012a).

3.1.1 Aspectos genéticos da obesidade

A obesidade é classificada, dependendo da etiologia, em 1) monogénica (individuos
com obesidade grave, sem atrasos no desenvolvimento), 2) sindrdmica (individuos
com obesidade e retardo mental, caracteristicas dismérficas e anomalias congénitas
em orgaos especificos) e 3) comum (afeta a populagdo em geral). A Figura 1 mostra

a localizacdo de genes relacionados aos diferentes tipos de obesidade.
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Figura 1 Locos génicos associados aos tipos de obesidade. Genes causadores de obesidades
monogénicas e sindrémicas (triangulos vermelhos) sdo mostrados a esquerda. Variantes
associados ao indice de massa corporal (IMC) ou a obesidade comum sdo mostrados a direita:
locos implicados no IMC ou alteracao de peso (triangulos azuis solidos), locos identificados em
estudos de caso-controle sobre obesidade extrema (triangulos azuis abertos) e variantes
identificadas principalmente por causa de sua associagdo com a circunferéncia da cintura ou a
relagdo cintura-quadril (tridngulos verdes sélidos). Para a maioria das variantes associados ao
IMC ou & obesidade comum, ainda n&o é esclarecido se esses sdo 0sS genes responsaveis pela
associagao.

Fonte: Mccarthy, 2010.

3.1.1.1 Obesidade monogénica

Um dos modelos animais mais importantes para o estudo da obesidade foi
descoberto ao acaso, em 1949. Pesquisadores encontraram camundongos obesos e
nomearam o0 gene mutado, que causava a obesidade, como obese gene (ob).
Nesses animais, a obesidade era uma herangca autossdmica recessiva, ndo havia
diferenca ao nascimento entre as ninhadas mutante e controle, mas os

camundongos ob/ob ganhavam peso rapidamente por toda a vida, podendo alcancar
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um peso trés vezes maior do que o camundongo controle (INGALLS, DICKIE,
SNELL, 1950).

Somente em 1994, Zhang e colaboradores descobriram uma mutacdo no gene da
leptina como responsavel pelo fenotipo observado nos camundongos ob/ob. A
delecdo de uma base, na regido codificante do gene da leptina, resulta em uma
mudanca de matriz de leitura e, assim; um codon de parada antecipado. A leptina é
um hormonio produzido principalmente pelos adipdcitos, com func¢do importante no
controle do apetite e no gasto energético (JEQUIER, 2002), atuando principalmente
no sistema nervoso central (BELL, WALLEY, FROGUEL, 2005). Assim,
camundongos ob/ob exibem falta de saciedade alimentar, com consequente
supernutricdo crbnica, 0 que resulta na obesidade e suas comorbidades, como
T2DM e a resisténcia a insulina. Outros modelos animais de obesidade monogénica
foram identificados, como o camundongo Lethal Yellow Mutant e o rato Zucker Fatty
(KANASAKI, KOYA, 2011).

As descobertas em animais foram rapidamente seguidas pela identificacdo de
formas raras de obesidade monogénica em humanos, causadas por mutagdes em
genes que levam a um fendtipo de consumo excessivo de energia em relacdo ao
gasto de energia, por exemplo, a leptina (MONTAGUE et al.,1997), o receptor de
leptina (CLEMENT et al.1998), POMC (KRUDE et al., 1998) e o0 MCR4 (VAISSE C,
et al., 1998; YEO et al., 1998), entre outros.

A primeira mutagdo génica causadora de obesidade monogénica em humanos foi
relatada pela primeira vez por Montague e colaboradores em 1997. O grupo
identificou dois primos de origem paquistanesa homozigotos para uma mutacdo que
causava mudanca na matriz de leitura do gene da leptina, resultando em uma
proteina truncada, que ndo era secretada pelas células. As criancas, que tinham
peso normal ao nascimento, desenvolveram precocemente uma obesidade extrema
relacionada a hiperfagia. O mesmo grupo, em 2002, relatou que reposicao diaria de
leptina injetavel produzia um efeito benéfico extraordinario na reducdo de peso e
massa de gordura em criangcas com deficiéncia congénita de leptina (FAROOQI et
al., 2002).
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Os estudos em roedores obesos foram muito importantes para melhorar o
entendimento da obesidade humana, pois permitiram identificar que 1) genes que
influenciam no fendtipo da obesidade, 2) mutacfes herdadas em alguns genes
podem ser responsaveis pela obesidade monogénica, 3) essas mutacdes perturbam
0S mecanismos que regulam a ingestdo de alimentos ou gasto energético e 4) é
possivel o uso de terapia racional em alguns casos de obesidade (FAROOQI,
O’RAHILLY, 2004).

3.1.1.2 Obesidade sindrémica

Diversas sindromes raras, que sdo causadas por defeitos génicos - tanto
autossbmicos quanto ligados ao X - cromossOmicos e/ou epigenéticos,
caracterizam-se pela obesidade, sendo o retardo mental uma particularidade. E
dificil determinar a origem da obesidade em individuos com essas sindromes,
entretanto, pelo menos quatro parecem compartilhar a hiperfagia e/ou disfuncao
hipotalamica, indicando uma origem ao nivel do sistema nervoso central (BELL,
WALLEY, FROGUEL, 2005). Dentre os principais casos estdo a Sindrome de
Prader-Willi (PWS), a Sindrome de Bardet-Biedl, a Sindrome de Cohen e a
Sindrome de Wilson-Turner (LIU et al., 2003), sendo a sindrome de a forma mais
conhecida, com frequéncia de 1 em 25.000 nascimentos.

A PWS é uma condicdo genética caracterizada pelo inicio precoce da obesidade
resultante da hiperfagia, atividade fetal diminuida, hipotonia muscular, retardo
mental, baixa estatura e hipogonadismo hipogonadotréfico. Frequentemente, a PWS
€ causada por uma delecdo herdada paternalmente na regido cromossémica
15g11.2—-g12, menos comumente por uma dissomia materna uniparental e,
raramente, por defeito no mecanismo de imprinting gendmico no cromossomo 15
(BUTLER, 2009). A causa de hiperfagia nessa sindrome ainda ndo esta esclarecida,
no entanto, evidéncias sugeriram que a producao elevada de grelina, observada nas
células estomacais desses pacientes, pode aumentar o apetite, atuando no sistema
nervoso central (CUMMINGS et al., 2002).
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Os estudos que objetivam identificar variantes causadoras da obesidade
monogénica e sindromica tém sido esclarecedores, pois esses tipos de obesidade

apresentam alta penetrancia e etiologia menos complexa que a obesidade comum.

3.1.1.3 Obesidade multifatorial

A teoria de James V. Neel, em 1962, descreve a hipétese do "gene poupador”, em
que genes que predispdem a obesidade teriam uma vantagem seletiva em
populacdes que no passado frequentemente passavam por periodos de inani¢cdo. No
ambiente “obesogénico” atual, caracterizado pelo aumento da ingestdo de alimentos
altamente caldricos e 0 sedentarismo, pessoas que possuem esses genes tornam-
se facilmente obesas (MCALLISTER et al., 2009; RAYNE et al., 2010).

Somente em 1977, a importancia da genética na obesidade comum comecou a ser
esclarecida, quando Feinleib e colaboradores observaram, pela primeira vez, que a
agregacao familial para a obesidade era mais devido aos fatores genéticos que aos
ambientais. Em 1990, Stunkard e colaboradores - com uma amostra constituida de
93 pares de gémeos idénticos criados separados, 154 criados juntos, 218 pares de
gémeos fraternos criados separados e 208 criados juntos - observaram que o
coeficiente de herdabilidade do indice de massa corporal (IMC) para mulheres foi de
0,66 e para homens 0,70, ou seja, o IMC é uma caracteristica fortemente

influenciada pelos genes.

Bouchard e colaboradores (1990) analisaram 12 pares de gémeos idénticos
oferecendo uma dieta com excesso de calorias. Durante todo o estudo, os
participantes permaneceram no ambiente hospitalar com atividade fisica controlada,
mantendo um estado de sedentarismo. Os autores notaram uma enorme
semelhanca na resposta a supernutricdo - em relacdo ao peso, porcentagem de
gordura, massa de gordura e estimativa de gordura subcutéanea - entre um gémeo e
seu par. J4 entre os diferentes pares de gémeos, foi observada uma variacao trés
vezes maior nessa resposta que entre 0 gémeo e seu par. O estudo concluiu que a

semelhanca na adaptacdo a supernutricdo dos intrapares de gémeos € devido aos
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fatores genéticos envolvidos nesse fenbmeno. Desde entdo, outros estudos foram

realizados e indicaram alta herdabilidade da obesidade comum.

A obesidade comum é uma condicao poligénica, ou seja, depende da interacdo de
multiplos genes, e também do ambiente, sendo classificada como uma doenga
multifatorial. Esses genes interagem de modo que cada um deles contribui
moderadamente para um efeito metabdlico maior, resultando na obesidade (LOOS,
BOUCHARD, 2003).

A identificacdo de genes envolvidos na obesidade multifatorial baseia-se em
diferentes estratégias de estudo. Varias abordagens, incluindo a estratégia do Gene
Candidato e Estudos de associacdo gendmica (GWAS), tém sido frequentemente
utilizadas na procura por genes associados a obesidade (LIU et al., 2003). De forma
geral, muitos genes relatados podem ser classificados em duas grandes categorias:
0s genes que afetam as funcdes do sistema nervoso central e os que atuam
perifericamente, muitas vezes através do tecido adiposo (AT). A Figura 2 sumariza
alguns genes associados com medidas antropométricas relacionadas a obesidade

comum e seus respectivos locos.

Nome do gene Locos
_» NEGR1 1p31
';- SEC16B, RASAL2 1925
. LYPLALT, ZC3H11B 1gM
— SDCCAGS 104344
TMEM18 2p25
7 Near ETVS 3q27
- Near GNPDAZ 4p13
;7 TRAP2B 6p12
NCR3,AIF1, and BATZ Gp21
PRL 6p22.2p21.3
A - MSRA Bp23.1

©PTER 1o0pi12

v MTCHZ 11pi12
 BDNF region 11p14
C12orf51/PTPN11 1224
S FAIMZ, BCDINSD 12913
* NAXN3 14031
\ SH2B1 region 16p11,2
\ MAF 1602223
\ FTo= 16q22.2
_ W' nect 18q11.2
MC4Rb 18q22

"\ kCTD15 1991311

Figura 2 Genes associados com medidas antropométricas
relacionadas a obesidade comum e seus respectivos locos. IMC:
indice de massa corporal. RCQ: Razdo cintura quadril. CC:
Circunferéncia da cintura. “Indica associagdo com diabetes
mellitus tipo 2. ® Indica associacdo com obesidade monogénica.
Fonte: Herrera, Lindgren, 2010.

Mc
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3.1.2 Epidemiologia da obesidade

O IMC é a técnica mais amplamente utilizada para avaliar a obesidade em estudos
epidemioldgicos, por basear-se apenas em dados antropométricos, ser de simples
aplicacéo e de baixo custo. O peso em adultos é comumente classificado através
deste indice, que € definido como o peso da pessoaem quilos dividido pelo
quadrado da sua altura em metros (kg/m?). Individuos com IMC igual ou maior que
25 estdo com excesso de peso, sendo que aqueles com IMC igual ou maior que 30
sao classificados como obesos. De acordo com o valor de IMC, a obesidade pode
ser classificada em grau |, grau Il e grau Ill (ou grave) e esta relacionada ao risco de
surgimento de comorbidades, como o T2DM e doencas cardiovasculares (WHO,
2012) (Tabela 1).

Tabela 1 Classificacdo do excesso de peso em adultos pelo IMC.
Classificacdo IMC Risco de comorbidades
Baixo (mas com alto risco para outros

Baixo Peso <185 L
problemas clinicos)
Variacdo Normal 18.5 - 24.99 Médio
Excesso de Peso 2250
Sobrepeso 25.0- 29.99 Aumentado
Obesidade Grau | 30.0 - 34.99 Moderado
Obesidade Grau Il 35.0 - 39.99 Alto
Obesidade Grau Il 240.0 Muito Alto

IMC: indice de massa corporal.
Fonte: WHO (adaptado).

A circunferéncia da cintura e a relacdo cintura-quadril sdo medidas utilizadas para
identificar o acumulo de gordura regional: a obesidade abdominal (androide,
conhecida como “mag¢a”) ou a inferior (gindide, conhecida como “péra”, caracterizada
pela deposicdo de gordura em torno dos quadris, coxas e nadegas) (Figura 3).
Apesar de homens e mulheres poderem apresentar os dois tipos de distribuicéo
corporal de gordura, o padrédo androide € mais comumente encontrado nos homens,
enquanto o padrdo gindide € o mais frequente entre as mulheres. O padrdo de
distribuicdo corporal € uma observagdo importante, pois a obesidade abdominal esta

relacionada ao aumento do risco de doencas, principalmente, as cardiovasculares
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(VAGUE, 1947; KARASTERGIOU et al.,, 2012). No entanto, o surgimento de
comorbidades pode acontecer tanto na obesidade androide quanto na gindide,

dependendo do grau de obesidade apresentado e de cada individuo.

‘ Aumento da lipélise

Aumento da captagao de FA
apos a refeigao

Diminuigao da captagéo de
acidos graxos livres

lAumento de leptina e |J
adiponectina

Aumento da captagio de

acidos graxos
Aumento da liberagéo de
adiponectina e leptina

Figura 3 Principais diferencas na distribuicdo de gordura corporal entre os sexos. FA

acidos graxos livres.

Fonte: Karastergiou et al., 2012 (adaptado).

Entre 1980 e 2008, a obesidade mais que dobrou em todo o mundo, aumentando a

prevaléncia dessa enfermidade em varios paises, alcancando mais de 10% da

populacdo mundial. O excesso de peso ocupa a quinta posi¢cao como fator de risco

para a mortalidade, sendo que cerca de 2,8 milhdes de adultos morrem a cada ano

como resultado do sobrepeso/obesidade (WHO, 2012a).

A Pesquisa de Orcamentos Familiares 2008-2009, realizada pelo Instituto Brasileiro

de Geografia e Estatistica (IBGE), mostrou que em 2008-2009 mais da metade dos

brasileiros apresentavam excesso de peso. Entre os homens, 12,5% eram obesos -

representando 25% dos casos de excesso de peso - e entre as mulheres 16,9%

eram obesas — representando 33,33% dos casos de excesso de peso. Essa

pesquisa também verificou um aumento continuado de excesso de peso e

obesidade na populacéo brasileira adulta a partir de 20 anos desde 1974-1975 até

2008-2009, como mostra a Figura 4.
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Figura 4 Prevaléncia do excesso de peso e obesidade
na populacdo adulta brasileira com 20 anos ou mais de
idade, por sexo, entre 0s anos de 1974-1975 a 2008-
20009.

Fonte: Pesquisa de Orgamentos Familiares 2008-2009
(adaptado).

O aumento acelerado do excesso de peso entre os brasileiros conduz a um cenario
preocupante: acredita-se que atualmente o sobrepeso alcance cerca de 65% da
populacao brasileira, percentual idéntico ao encontrado na populagdo dos Estados
Unidos. A WHO estima que no Brasil, em 2015, a prevaléncia da obesidade
alcancara 39,7% das mulheres e 21,6% dos homens com idade superior a 30 anos
(WHO, 2012a).

Segundo o Inquérito Domiciliar sobre Comportamentos de Risco e Morbidade
Referida de Doencas e Agravos nao transmissiveis: Brasil (2003), a realidade
capixaba segue a tendéncia brasileira. Nos anos de 2002-2003, a prevaléncia de
sobrepeso na populacéo de Vitoria era de 29,2% e de obesidade era de 8,2%. Essa
pesquisa mostrou ainda que a prevaléncia de excesso de peso em homens e

mulheres capixabas correspondeu a 44% e 32%, respectivamente.

A mudanca no estilo de vida da populacdo mundial, caracterizada por uma
diminuicdo da atividade fisica, devido a natureza cada vez mais sedentéria de
muitas formas de trabalho, aos novos modos de transporte e a urbanizagédo
crescente (WHO, 2012a), contribui fortemente para o aumento do excesso de peso.
Esse fato explica a prevaléncia elevada da obesidade em paises com renda alta, e 0

rapido aumento dessa doenca nos paises em desenvolvimento.



31

3.1.2.1 As comorbidades associadas a obesidade

O excesso de peso é um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cronicas, tais como as doencas cardiovasculares, T2DM, asma,
dislipidemias e alguns tipos de cancer, que contribuem fortemente tanto para 0s
anos de vida perdidos por morte prematura, quanto para os anos de vida com
incapacitacdo. Estima-se que o0 excesso de peso contribua significativamente para o
desenvolvimento das principais doencas cronicas: em 44% para o desenvolvimento
do T2DM, 23% para a cardiopatia isquémica e entre 7% a 41% para o cancer (WHO,
2012a). Aléem disso, a obesidade produz discriminacdo, preconceito e excluséo
social (FELIPPE et al, 2003) e também foi relacionada aos transtornos psiquiatricos,

principalmente a depressdo (DOBROW et al, 2002).

A obesidade representa, assim, um grave problema de saude publica, além de
causar gastos ao sistema de saude. No Brasil, as doencas crénicas representam
uma grande parcela das despesas com assisténcia hospitalar no SUS e no Setor
Suplementar. O Ministério da Saude, no ano de 2005, estimou que cerca de R$3,8
bilhdes foram gastos em cuidados ambulatoriais e R$3,7 bilhdes em internacéo,
totalizando aproximados R$7,5 bilhGes/ano em gastos com DOENCAS CRONICAS.

3.1.2.1.1 O diabetes mellitus tipo 2

O T2DM é uma das doencas cronicas mais frequentes no mundo, sendo a quarta
causa de morte nos paises com renda alta e alcangcando numeros epidémicos em
paises com renda média e baixa. Em 2011, o Brasil ocupou a quinta posicéo entre
0S paises com maior numero de individuos com T2DM (aproximadamente 12,4

milhdes de adultos na populacdo entre 20-79 anos) (IDF, 2012).

Por ser classificada como uma doenca multifatorial na maior parte das familias, além
dos fatores genéticos, os fatores ambientais sdo essenciais para o surgimento dessa

doenca, sendo a obesidade, seguida do envelhecimento, os principais fatores de
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risco para o desenvolvimento do T2DM. A glicemia de jejum alterada e a tolerancia
diminuida a glicose também s&o consideradas fatores de risco importantes para
essa doenca, uma vez que sdo reconhecidos como estados de transicdo entre a
normalidade e o T2DM (IDF, 2012).

Devido ao aumento da demanda de insulina, ocasionada pela resisténcia periférica a
esse hormoénio, as ilhotas pancreaticas aumentam a massa de células f
pancreaticas, bem como sua capacidade secretora (CHANG-CHEN et al. 2008). Em
longo prazo, em alguns individuos, essa adaptacéo pode ndo ser preservada, devido
a uma falha da capacidade das células 3 secretoras (KAHN, 1998). As principais
anormalidades nas ilhotas do pancreas, que ocasionam o T2DM, sao a reducédo da
massa de células B e o funcionamento ineficaz dessas células (FLOREZ, 2008;
VOIGHT et al., 2010). Assim, a resisténcia a insulina, juntamente com a insuficiéncia
das células B pancreaticas em secretar insulina, sdo eventos iniciais da fisiopatologia
do T2DM, que € caracterizado por niveis crénicos de hiperglicemia (LEAHY et al.
2010).

Evidéncias mostraram que quanto mais avancado o estado de intolerancia a glicose,
mais grave é a disfuncdo endotelial (CABALLERO et al., 1999). A exposi¢do do
endotélio a hiperglicemia e aos niveis elevados de acidos graxos livres,
caracteristicos do T2DM e estados de resisténcia a insulina, ocasiona a producao de
superoéxido, que reage com o NO - molécula vasodilatadora produzida a partir do
metabolismo da L-arginina pela NO sintase endotelial (eNOS) - reduzindo a
biodisponibilidade dessa substancia (BAHIA et al., 2006; SCHAIANE; SILVA,
IRIGOYEN, 2010), o que leva a disfungdo endotelial (macro e microangiopatia),
resultando em perda funcional e faléncia de mudltiplos 6rgéos, principalmente dos

rins, olhos e coracdo (ADA, 2010).

Os mecanismos celulares que causam a disfungdo das células B pancreaticas,
devido ao aumento da resisténcia a insulina, ainda n&o estdo totalmente
esclarecidos. Algumas hipdteses tém sido sugeridas, como o estresse oxidativo, 0
estresse do reticulo endoplasmético, a deposicdo de amildide no péancreas,
deposicdo ectépica de lipidos no figado, muasculo e péancreas, lipotoxicidade e
glicotoxicidade (WEIR; BONNER-WEIR, 2004; PRENTKI, NOLAN, 2006; HULL et


http://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=643&q=SCHAIANE%3B+SILVA,+IRIGOYEN&spell=1&sa=X&ei=dIDTUfe-KsW30AGs7oGQDw&ved=0CCgQBSgA
http://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=643&q=SCHAIANE%3B+SILVA,+IRIGOYEN&spell=1&sa=X&ei=dIDTUfe-KsW30AGs7oGQDw&ved=0CCgQBSgA
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al., 2004; HARDING, RON, 2002). Todos esses eventos podem ser relacionados a
supernutricdo crénica, desse modo, a maioria dos casos de resisténcia a insulina
estd associada a obesidade (MCCARTHY, 2010). Um evento que destaca a
importancia da relacdo entre o pancreas e o WAT € que a resisténcia a insulina do

WAT pode colaborar para a falha das células 8 pancreaticas (WEIR et al., 2001).

Uma vez que a obesidade contribui para diminuir a qualidade de vida de milhdes de
pessoas, além de ocasionar grande impacto econémico, torna-se indispensavel o
esclarecimento dos mecanismos que causam a obesidade e suas comorbidades,

principalmente o T2DM.
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3.2 O TECIDO ADIPOSO BRANCO

Nas ultimas décadas, devido ao aumento da prevaléncia de sobrepeso no mundo e
a descoberta de que o WAT nédo atua somente como isolante térmico e mecanico,
ou simplesmente como um depdsito de armazenamento de energia, mas sim um
orgao enddcrino fundamental para o controle da homeostase metabdlica (ZHANG,
1994; KERSHAW, FLIER, 2004), esse tecido passou a ser alvo de intensa
investigacao.

3.2.1 Células e matriz extracelular do tecido adiposo branco

O WAT é composto principalmente por adipocitos, que séo células grandes esféricas
uniloculares, envolvidas por uma ECM rica em colageno, além de ser bastante
vascularizado. Em adipécitos maduros, uma grande goticula de gordura preenche
quase todo o volume celular, sendo delimitada somente por uma monocamada
lipidica reforcada por proteinas estruturais (OHSAKI et al.,, 2009). Outros
componentes do WAT séo as fibras nervosas e as células do estroma, como o0s pré-
adipacitos, células endoteliais, fibroblastos, leucocitos e macrofagos, bem como

células-tronco mesenquimais (Figura 5).
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Figura 5 Estrutura do adipdcito unilocular (A) e do tecido adiposo branco (B). RE: Reticulo
endoplasmatico.
Fonte: Wronska, Kmiec, 2012 (adaptado).
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O WAT ¢é classificado histologicamente como um tipo especializado de tecido
conjuntivo frouxo, assim, grande parte de sua massa ndo celular € devido aos
componentes da ECM. Nao somente as moléculas que compdem a ECM sé&o
diferentes entre os diversos tecidos, mas também a quantidade de cada constituinte,
0s quais fornecem um suporte estrutural e de fixagado celular distintos para cada
tecido (DIVOUX, CLEMENT, 2011). Os adipdcitos e as células estromais do WAT
sintetizam as moléculas da ECM, sendo o0s constituintes principais as proteoglicanas
e as proteinas fibrosas (MARIMAN, WANG, 2010) (Figura 9).

A lamina basal, uma camada especializada da ECM, é formada por um complexo de
proteinas que forma a base de todo o epitélio e é sintetizada por alguns tipos de
células nado epiteliais, tais como as células musculares lisas e os adipdcitos. A sua
composicdo e montagem varia de acordo com o estado fisiolégico e/ou
patofisioldgico do tecido (LEBLEU, MACDONALD, KALLURI, 2007). A lamina basal
do WAT parece essencial para a sobrevivéncia dos adipdcitos, pois essa estrutura
protege a célula de impactos mecéanicos que podem levar a ruptura da goticula de
gordura e morte celular. Com a auséncia deste “esqueleto externo” a goticula de
gordura poderia ser facilmente rompida, uma vez que apenas uma monocamada de
lipidios e proteinas forma o limite entre a gordura armazenada e o citosol
(MARIMAN, WANG, 2010).

Um componente importante da lamina basal € o COL18A1, uma proteoglicana nao
fibrilar, membro do subgrupo das multiplexinas (OH et al., 1994). A clivagem do
COL18A1 resulta em fragmentos peptidicos, sendo o0s mais conhecidos a
endostatina (O'REILLY et al.,, 1994) e o FZC18 (ELAMAA et al., 2003), que
demonstraram ser ativos em varios processos celulares, incluindo a apoptose,
proliferacdo e adipogénese (HANAI et al., 2002; QUELARD et al., 2008; MOMOTA et
al., 2011; HENDAOUI et al., 2012).

Apesar de estudos em animais terem demonstrado que o COL18A1 participa da
diferenciacdo de adipdcitos, além de ser um gene importante para o diabetes
(INOUE-MURAYAMA et al., 2000; BROWN et al., 2005; BALWIERZ et al., 2009;
BISHOP et al.,, 2010; KURKI et al., 2012), poucos estudos tem sido realizados em

humanos. Errera e colaboradores (2008) observaram, em experimentos in vitro, que
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0 COL18A1 é altamente expresso durante a diferenciacdo de adipdcitos humanos.
Além disso, 0 nosso grupo observou que o polimorfismo de nucleotideo Unico
€.1136C> T no dominio FZC18 esta associado a obesidade em individuos com
T2DM. No entanto, ndo ha estudos sobre a expressdo do COL18A1 nos diferentes
depodsitos de WAT e sua correlagdo com parametros clinicos, principalmente, em

individuos com obesidade e com tolerancia normal a glicose.

3.2.2 As fungdes do tecido adiposo branco

O WAT ¢é o maior reservatorio de energia do organismo, sendo capaz de armazenar
de maneira eficiente o excesso de calorias ingerido na alimentacdo. Os trigliceridios
transportados na corrente sanguinea, por quilomicrons e lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL), sofrem acdo da lipase lipoprotéica (LPL), liberando &cidos
graxos e glicerol. A LPL é produzida nos adipédcitos, secretada para as células
endoteliais adjacentes e se encontra ancorada na face lumial do endotélio capilar de
varios tecidos extra-hepaticos.

Os acidos graxos liberados séo captados pelos adipdcitos, ativados a acil-coenzima
A e transferidos ao glicerol. Um intermediario essencial para a reesterificacdo é o
glicerol-3-fosfato, formado a partir do catabolismo da glicose na via glicolitica, pois
os adipdcitos nao séo capazes de fosforilar o glicerol endégeno, ja que ndo possuem
a respectiva quinase. Assim, as células adiposas precisam de glicose para que
ocorra a biossintese dos trigliceridios. Os trigliceridios armazenados séo hidrolisados
a acidos graxos e glicerol, sofrendo acdo das enzimas triacilglicerol lipase e lipase
horménio sensivel (KARASTERGIOU et al., 2012) (Figura 6).

Os trigliceridios estdo continuamente sendo hidrolisados e ressintetizados no
adipécito. O glicerol derivado da lipdlise € liberado na corrente sanguinea e
reutilizado no figado. A maior parte dos acidos graxos formados na lipdlise sera
reesterificada se o glicerol-3-fosfato for abundante, como no periodo pés-prandial.

Em contraste, se o glicerol-3-fosfato estiver escasso em virtude do baixo aporte de
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glicose para os adipdcitos, por exemplo, no jejum ou no T2DM, os acidos graxos
serdo liberados na corrente sanguinea. Assim, a captacao da glicose pelo adipdcito
€ um importante determinante do destino dos acidos graxos do adipécito, isto €, se
eles serdo liberados para o sangue ou reesterificados intracelularmente. A insulina é
o principal estimulante da captacdo de glicose pelos adipécitos e,
consequentemente, a lipogénese, enquanto as catecolaminas e o0 glucagon
estimulam a lipdlise (KARASTERGIOU et al., 2012).

A ECM do WAT também funciona como ancorador dos adipécitos, fornecendo
pontos de ligacdo para receptores de superficie celular, além de ser uma fonte de
fatores de sinalizacdo que modulam uma variedade de processos de celulares, tais
como angiogénese, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular, bem como
resposta imune (NIEMELA et al., 2008).

L T——

Glicerol

8angue QM

AEL““ VLDL ‘ Glicerol

Glicose

Figura 6 Esquema simplificado da sintese e degradacéo de triglicerideos nos
adipécitos. TG: Trigliceridios. QM: Quilomicrons. VLDL: Lipoproteinas de
densidade muito baixa. LPL: Lipase lipoprotéica. LHS: Lipase horménio
sensivel. AG: Acidos graxos. LHS: Lipase hormdnio sensivel.

Fonte: Carvalho, Collares-Buzato, 2005.
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7

Um aspecto importante do WAT, é que esse tecido € considerado um 0Orgéo
enddécrino que expressa e secreta uma variedade de peptideos bioativos,

conhecidos como adipocinas, as quais possuem acédo local (autécrina/paracrina) e

sistémica (enddcrina). A Tabela 2 sumariza as principais adipocinas e suas funcoes.

Tabela 2 Exemplos de adipocinas produzidas no tecido adiposo branco.

Simbolo oficial

Nome completo

Fungdes principais

LEP

Leptina

Ingestéo de alimentos
Resisténcia a insulina, Anti —

ADIPOQ Adiponectina inflamatério

RETN Resistina Resisténcia a insulina, Inflamacéo
NAMPT Visfatina Resisténcia a insulina
ITLN1 Omentina Resisténcia a insulina
SERPINA12 Serpina derivada do TA visceral Resisténcia a insulina
APLN Apelina Vasodilatacdo

CETP Proteina de transferéncia de colesteril éster Metabolismo de lipideos
LPL Lipase lipoprotéica Metabolismo de lipideos
HSL Lipase horménio-sensivel Metabolismo de lipideos
PLIN1 Perilipina Metabolismo de lipideos
RBP4 Proteina ligante de retinol 4 Metabolismo de lipideos
ASP Porteina estimulante de acilacao Metabolismo de lipideos
AT Il Angiotensina Il E;?;éi?ério sanguinea, pro-
ACE Enzima conversora de angiotensina Presséo sanguinea
AGT Angiotensinogénio sanguineo Pressao sanguinea
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa Inflamacao

IL-6 Interleucina 6 Inflamacéo

CRP Proteina C reativa Inflamacao

Adipsina Fator D do complemento Inflamacéo

MCP-1 Proteina quimiotatica de mondcitos 1 Atracdo de macréfagos
ICAM-1 Molécula de adeséo intercelular 1 Atracdo de macrofagos
PAI-1 Inibidor do ativador de plasminogénio 1 Fibrindlise

Fonte: Hajer, Haeften, Visseren, 2008 (adaptado).

Além das adipocinas, o WAT também expressa receptores que permitem ao tecido
responder aos sinais provenientes dos diversos sistemas que interagem com o WAT
(KERSHAW, FLIER, 2004) (Tabela 3).
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Tabela 3 Exemplos de receptores expressos no tecido adiposo branco.

Tipos de receptores Simbolo oficial Nome completo
Receptores de horménios IRS1 Receptor de insulina
enddcrinos tradicionais GCGR Receptor do glucagon
GHR Receptor do hormdnio de crescimento
Receptor do horménio estimulante da
TSHR tireoide
Receptores nucleares NR3C1 Receptor de glicocorticoide
MED1 Receptor de vitamina D
THR Receptor de hormdnio da tireoide
Receptor Ativado por proliferadores de
PPARG peroxissoma Gama
AR Receptor de androgénios
ESR Receptor de estrogénio
PGR Receptor de progesterona
Receptores de adipocinas LEPR Receptor de leptina
IL6R Receptor de interleucina 6
Receptor de fator de necrose tumoral
TNF-aR alfa

Receptores de catecolaminas ADRB1, ADRB2, ADRB3
ADRA1, ADRA2

Adrenoreceptor beta 1,2 e 3
Adrenoreceptor alfal, 2 e 3

Fonte: Kershaw, Flier, 2004 (adaptado).

A expressao das adipocinas e dos receptores possibilita a participacdo do WAT em

uma variedade de processos biologicos, incluindo o metabolismo energético e o

controle dos sistemas neuroenddcrino e imunolégico.

3.2.3 Os diferentes depoésitos de tecido adiposo branco

Desde o século passado, Vague (1947) notou que o padrdo de distribuicdo da

gordura corporal exercia efeitos sobre a saude dos individuos. Ele observou que a

obesidade androide era mais associada ao diabetes e a doencas cardiovasculares

gue a obesidade gindide. Desde entdo, estudos mostraram que em humanos, o

WAT apresenta diferencas de metabolismo, conforme a localizacdo anatdmica, e

que os diferentes depdsitos desse tecido exercem maior impacto sobre o
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desenvolvimento e a progressdo de doencas metabdlicas do que a massa total de
gordura (WAJCHENBERG et al., 2000; TCHERNOF A et al., 2006; DESPRES,
LEMIEUX, 2006).

A distribuicdo corporal do WAT pode ser dividida em dois depdsitos principais:
subcutaneo (SAT) e visceral (VAT). O VAT envolve 6rgéos internos da cavidade
abdominal e mediastino, enquanto o SAT consiste em uma camada de gordura sob
a pele, chamada de hipoderme, que se acumula principalmente nas regides
abdominal, glutea e femoral. O VAT abdominal pode ser dividido em trés depdsitos
principais: omental, que & a gordura mais superficial que circunda os intestinos;
mesentérico, que é a gordura mais profunda em torno dos intestinos, e o
retroperintoneal, que se localiza perto dos rins no lado dorsal da cavidade abdominal
(WRONSKA, KMIEC, 2012) (Figura 7). Além disso, quantidades menores de VAT
sdo encontradas no mediastino (VAT intratoracico) e em torno de Orgaos
especificos, tais como o coracdo (VAT epicardico), estdbmago (VAT epigéastrico) e

vasos sanguineos (VAT perivascular) (10ZZ0, 2011).
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Figura 7 Localizagdo anatdbmica dos maiores depositos de tecido adiposo branco visceral e
subcutaneo.
Fonte: Wronska, Kmiec, 2012 (adaptado).
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Tchkonia e colaboradores (2005) descobriram que o SAT é rico em pré-adipocitos
de replicacao e diferenciacao rapidas, ao passo que o VAT omental € abundante em
pré-adipocitos de replicacdo e diferenciacdo mais lentas. Esse grupo, em 2007,
mostrou que a variacdo na funcdo dos depdsitos de WAT € atribuida, ao menos em
parte, a diferencas nas propriedades inerentes dos progenitores das células
adiposas. Em 2007, esse grupo mostrou que pré-adipocitos isolados do mesmo
individuo - provenientes de SAT, VAT mesentérico e VAT omental - e cultivados em
condicBes idénticas, mantiveram as caracteristicas especificas do depdsito de

gordura, mesmo apos muitas passagens.

Estudos mostram as diferencas metabdlicas entre SAT e VAT e, consequentemente,
seus efeitos distintos sobre o desenvolvimento de doencas. Tchernof e
colaboradores (2006) verificaram diferencas metabdlicas entre os adipdcitos do SAT
e VAT de 55 mulheres saudaveis.

O grupo constatou que, em comparacdo com adipdcitos do VAT omental, adipocitos
do SAT sdo maiores, tém maior atividade da LPL, e sdo mais lipolitico em termos
absolutos, o que pode refletir uma maior capacidade de armazenamento de gordura
nesse depdsito em mulheres. Tem sido proposto que o excesso de VAT, devido a
sua alta atividade lipolitica e drenagem no sistema porta do figado, pode aumentar a
captacdo hepatica de acidos graxos, a gliconeogénese, bem como a producao de
VLDL, que juntos, podem diminuir a resposta do figado a insulina, ajudando a
promover o surgimento do T2DM (MIYAZAKI et al. 2002).

O SAT e VAT apresentam diferentes perfis de expressdo génica, gerando a
capacidade de resposta distinta desses depositos aos diversos estimulos recebidos
pelo WAT. Além disso, a oferta local de oxigénio, nutrientes e hormonios também

sao essenciais para a resposta do tecido.
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3.2.3.1 Os perfis de expressao génica do VAT e SAT

A andlise da expressdo génica no SAT e VAT é utilizada, por exemplo, em
pesquisas que objetivam melhorar o entendimento sobre i) o surgimento das
comorbidades associadas a obesidade, i) as transformac¢des que acontecem
durante a expansdo do WAT - por exemplo, a angiogénese, inflamacéao,
diferenciacéo e hipertrofia dos adipdcitos e iii) as modificacbes que ocorrem neste

tecido durante a restricdo caldrica e estabilizacdo do peso.

Gabrielsson e colaboradores (2003) compararam o perfil expressdo génica entre
SAT e VAT de homens obesos e observaram que os genes dos componentes do
complemento C2, C3, C4, C7 e Fator B foram mais expressos em VAT que em SAT.
O grupo sugeriu que a alta expressdo de genes do complemento no VAT pode
sugerir que o sistema complemento estd envolvido no desenvolvimento da
adiposidade visceral e/ou contribui para as complicacdes metabdlicas associadas

ao aumento da massa de gordura visceral.

Vohl e colaboradores (2004) compararam o perfil de expressdo génica do VAT e
SAT em 10 homens obesos, normoglicémicos e normolipidémicos. Esse grupo
identificou cerca de 347 genes diferencialmente expressos entre VAT e SAT. Em
relacdo aos genes envolvidos com o metabolismo de lipidios, eles observaram que o
gene do receptor adrenérgico a-2A - associado a um efeito antilipolitico - estava
menos expresso em VAT, o que explica o aumento de lipdlise observada em
adipécitos do VAT em comparacao aos do SAT. Esse estudo mostrou que a IL-6 foi
mais expressa em VAT e a leptina em SAT. Genes envolvidos em vias de
desenvolvimento também foram expressos de maneira distinta entre os tecidos. O
CEBPA e membros da familia homeobox foram mais expressos em SAT que em
VAT, ao passo que o CEBPD foi mais expresso em VAT. Esse grupo sugeriu que a
diferenca de expressado de genes que atuam na via WNT, tais como o CEBPA,
poderia refletir as diferencas da capacidade de adipogénese entre os depdsitos de
WAT. Como citado anteriormente, os achados de Tchkonia e colaboradores (2005),
que pré-adipécitos provenientes do SAT possuem replicacdo e diferenciagdo mais

rapidas que os do VAT omental, corroboram essa hipotese.
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ZHa e colaboradores (2009), utilizando Reagcdo em Cadeia da Polimerase
guantitativa (QPCR), compararam a expressao de alguns genes entre VAT e SAT de
chineses magros e obesos. O gene da leptina foi menos expresso no VAT tanto de
magros quanto de obesos. Entre os magros, ndo houve diferenca de expressao do
TNF-a entre VAT e SAT, ao passo que os genes do toll-like receptor 4 — que medeia
a expressao de varias citocinas - e do receptor de glicocorticoide foram menos
expressos em VAT. Ja entre os obesos, os genes TNF-a e do receptor de
glicocorticoide foram mais expressos em VAT. Esse estudo mostrou que, além da
diferenga de expressédo entre SAT e VAT, a expressao dos genes no WAT ¢ distinta

entre magros e obesos.

Sonnenberg e colaboradores (2008), observaram por gPCR que a expresséo da IL-6
no WAT é maior que em outros tecidos, tais como 0 sanguineo e o 0sseo, que
sabidamente expressam essa citocina. Fried, Bunkin e Greenberg (1998), com
experimentos in vitro, mostraram que adipocitos isolados do VAT secretavam mais

IL-6 que os provenientes do SAT.

A expansdo exorbitante do WAT observada na obesidade é dependente da
angiogénese. Com o0 objetivo de comparar a angiogénese dos SAT e VAT de
pacientes obesos, Ledoux e colaboradores (2008) utilizaram um modelo in vivo e
analises por gPCR da expressdo génica do VEGF. Ambosos
depositos expressaram VEGF sem diferenca significativa e, juntamente com andlises
funcionais realizadas, esse estudo mostrou a importancia do VEGF para a

angiogénese no SAT e VAT.

Capel e colaboradores (2009), utilizando as técnicas de Microarray e QqPCR,
investigaram a regulagcdo da expressédo génica de WAT de mulheres obesas em
diferentes fases de um programa de dieta para perda de peso e sua relacdo com a
sensibilidade a insulina. Véarias andlises bioquimicas e analises de expressdao no
SAT foram realizadas durante o periodo do programa. Macrofagos e adipdcitos do
SAT apresentaram padrdes distintos de expressao génica durante as fases da dieta.
Além disso, a melhora na sensibilidade a insulina foi associada as mudancas nos

grupos de genes expressos em cada fase do programa de perda de peso.
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Wang e colaboradores (2009) classificaram 72 pacientes obesos em dois subgrupos
distintos, baseado no padrdo do perfil de expressao génica do SAT e do tecido
muscular esquelético. Os pesquisadores observaram que os subgrupos respondiam
diferentemente ao tratamento com efedrina e cafeina. Esse estudo mostrou a
importancia da expressao génica do SAT e do tecido muscular na resposta a terapia
adrenérgica para combater a obesidade, além de confirmar que a diferenca de
expressao génica entre os tecidos pode influenciar no fenotipo da obesidade e,

portanto, ser utilizada para caracterizar subfenétipos.

Em geral, o SAT parece ser mais eficiente na captacdo direta dos acidos graxos,
apresentar maior atividade da lipase lipoprotéica e secretar mais proteinas
protetoras cardiometabdlicas, como leptina e adiponectina. JA& o VAT parece
apresentar menor captacdo de &cidos graxos livres e aumentar a lipGlise por
diminuicdo da sensibilidade a insulina, além de estar relacionado a maior secrecao
de adipocinas ligadas a processos proé-inflamatérios, como IL-6 e TNF-a. De fato, as
evidéncias indicam que as diferencas regionais de expressdo entre SAT e VAT,
tanto em individuos magros quanto obesos, podem definir diferencas funcionais

entre esses depasitos.

3.2.4 A disfuncéo do tecido adiposo branco na obesidade

Ha diferentes hipGteses para explicar as causas das alteracdes metabdlicas
observadas na obesidade, principalmente a da resisténcia a insulina, que estao
relacionadas a disfuncdo do WAT. A hipotese das adipocinas propde que na
obesidade, o WAT secreta mais adipocinas que causam resisténcia a insulina e
poucas que levam a sensibilidade a insulina. Na hipétese da inflamacdo, a
obesidade esta associada ao aumento da secrecédo de quimiocinas que promovem a
infiltracdo dos macrofagos, os quais produzem citocinas que podem impactar
negativamente sobre a sensibilidade a insulina. Na hipétese de expansédo do WAT, o
excesso de gordura é depositado em VAT e ectopicamente, principalmente no

figado e no musculo esquelético, prejudicando o funcionamento desses 0Orgaos.
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Esses eventos contribuem para o surgimento das alterag6es metabdlicas associadas
a obesidade (SETHI, VIDAL-PUIG, 2007; VIRTUE, VIDAL-PUIG, 2008). Uma
proposta mais recente, € que a hipdxia no WAT de individuos com excesso de peso
(VIRTANEN et al.,, 2002; KABON et al.,, 2004; FLEISCHMANN et al., 2005),
promovida pela expansdo maxima do WAT, possa constituir a base fundamental das
modificagdes que ocorrem nesse tecido e levam as comorbidades da obesidade.

Todas as modificacbes no WAT, comentadas acima, podem contribuir para o
surgimento de doengas associadas a obesidade, como o T2DM e a intolerancia a
glicose (GOODPASTER et al., 2003), a hipertensédo arterial e as dislipidemias
(CARNEIRO et al.,, 2003), consequentemente, levando a sindrome metabdlica
(DESPRES, LEMIEUX, 2006). No entanto, na maioria dos casos de obesidade,
ocorre a sinergia dos eventos que caracterizam essas hipéteses, sendo dificil isolar
a contribuicdo de cada mecanismo elucidado para o surgimento das comorbidades.
Apesar disso, a hipotese da expansdo parece ser a que melhor abrange as
principais modificacdes no WAT que explicam o surgimento das doencas associadas

a obesidade.

3.2.4.1 A expansao do tecido adiposo branco

Atualmente, acredita-se que se o0 WAT de um individuo expandir, mantendo a sua
funcionalidade para armazenar gordura de forma eficiente e adequada, esse sujeito
permanecera metabolicamente saudavel, mesmo que se torne obeso (KARELIS,
BROCHU, RABASA-LHORET, 2004; TAN, VIDAL-PUIG, 2008).

A hipertrofia e hiperplasia do WAT s&o os principais processos que contribuem para
a expansdo desse tecido (RUTKOWSKI, DAVIS, SCHERER, 2009). A hipertrofia,
aumento do volume dos adipdcitos existentes, acontece em resposta a funcdes
metabdlicas tipicas, como lipogénese e lipdlise. Tais respostas sao dependentes do
estado nutricional do individuo, do seu gasto energético, da influéncia de horménios

(catabdlicos ou anabdlicos), da atividade de enzimas envolvidas nesses processos e
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do tipo de depodsito do WAT. A hiperplasia, caracterizada pelo aumento do nimero
de células adiposas que compdem o tecido e por adipdcitos de menor volume, é
dependente da adipogénese, processo de diferenciacdo dos adipocitos (QUEIROZ
et al., 2009; GRAY, VIDAL-PUIG, 2007).

O balanco energético cronicamente positivo observado na obesidade, que leva a
expansdo maxima do WAT, caracterizada por adipécitos hipertroficos, ocasiona a
disfuncéo desse tecido, com consequente complicacédo a saude do individuo (Figura
8).
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Figura 8 Expansdo do tecido adiposo branco como um fator importante na prevencdo de
lipotoxicidade e complicacdes metabdlicas associadas. TAB: Tecido adiposo branco.

O SAT representa a solucao fisiolégica para estocagem de energia, depositando
trigliceridios na hipoderme. Quando o SAT alcanca seu limite maximo de
armazenamento de gordura, além do excesso de gordura em VAT, ocorre o depésito
de gordura ectopica. O acumulo de gordura nos 6rgdos é a causa central de
lipotoxicidade em individuos obesos, sendo responsavel por grande parte dos efeitos
negativos da obesidade (SETHI, VIDAL-PUIG, 2007; VIRTUE, VIDAL-PUIG, 2008).

Entdo, conclui-se que a deposicdo de gordura em SAT, indiretamente, gera um



47

efeito protetor contra lipotoxicidade (MANOLOPOULOS, KARPE, FRAYN, 2010)
(Figura 9).
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Figura 9 Modelo mostrando a contribuicdo do tecido adiposo subcutédneo da regido gluteo-femoral
como um possivel protetor metabdlico. Dois fenotipos da obesidade séo mostrados: A) O excesso
gordura é preferencialmente acumulado na regido gluteo-femoral, tendo pouco impacto sobre o perfil
de risco metabdlico; B) O excesso de gordura é acumulado em VAT principalmente da regido
abdominal (0o que pode ser avaliado por um aumento da circunferéncia abdominal), bem como no
figado, pancreas e muasculo devido a falta (absoluta ou relativa) de SAT ou a presenca de adipdcitos
hipertrofiados resistentes a insulina, desencadeando um conjunto de anormalidades metabdlicas,
referida como a sindrome metabdlica. SAT: Tecido adiposo subcutaneo. VAT: Tecido adiposo
visceral.

Fonte Lemieux, 2004.

Um evento crucial para a adipogénese e expansdo do WAT é a angiogénese (CAO,
2007; LIINEN, 2008), sendo que o fator de crescimento endotelial A (VEGFA) possui
funcdo central nesse processo de vascularizagdo (CAO, 2007; FOLKMAN, 2006). O
VEGFA participa de processos que induzem a migracdo e proliferacdo de células
endoteliais e esta4 diretamente associado ao crescimento do endotélio vascular
(CELEC, YOUNEMITSU, 2004; FERRARA, 2004). Os vasos recém-formados
fornecem oxigénio, componentes nutricionais, fatores de crescimento, horménios e

células inflamatdrias, para manter a homeostase adequada do WAT, todos os quais


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Manolopoulos%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20065965
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sdo cruciais para a sua expansao (CAO, 2010). Entdo, o desenvolvimento do
suprimento vascular através da angiogénese é um passo limitante para a expansao
adequada do WAT (SUN, KUSMINSKI, SCHERER, 2011) (Figura 10).
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Figura 10 Expanséo saudavel e inapropriada do tecido adiposo branco. (A) Expansédo saudavel do
WAT consiste no aumento do WAT através do recrutamento de células precursoras adipogénicas,
juntamente com uma resposta angiogénica eficiente e remodelamento da ECM adequado. Existem
diferencas individuais em relacdo ao potencial de expansao do WAT. (B) Em contraste, a expansao
inapropriada consiste em adipécitos hipertréficos, angiogénese limitada e subsequente hipéxia. Como
resultado, podem ocorrer fibrose e recrutamento de macréfagos, ocasionando a um fenétipo de

inflamacéo que é fortemente associado a resisténcia a insulina. WAT: Tecido adiposo branco. ECM:
Matriz extracelular.

Fonte: Sun, Kusminski, Scherer, 2011.

Apesar do aumento da incidéncia mundial do T2DM estar associado ao aumento da
prevaléncia da obesidade (IDF), algumas evidéncias clinicas parecem contradizer a
ligacdo direta entre excesso de peso e resisténcia a insulina (VIRTUE, VIDAL-PUIG,
2008). Por exemplo, a lipodistrofia € uma condi¢cdo clinica caracterizada pela
auséncia do AT. Pela caréncia desse tecido, esses pacientes sao incapazes de

armazenar gordura adequadamente e apresentam deposi¢cdo ectopica de gordura.
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Apesar de serem extremamente magros, apresentam alteracdes metabdlicas, como
dislipidemias e diabetes (BARROSO et al., 1999, SAVAGE et al., 2003). Ademais, o
uso de agonistas de PPARG, uma classe de antidiabéticos que sdo potentes
indutores de diferenciacéo de adipdcitos - consequentemente aumenta o numero de
células adiposas - melhora a sensibilidade a insulina, enquanto aumenta o peso dos
pacientes (NICHOLS, GOMEZ-CAMINERO, 2007).

Embora essas evidéncias parecam ir de encontro a associacao entre o aumento de
peso e o0 aparecimento da T2DM, tanto na obesidade, quanto na lipodistrofia, 0 WAT
ndo é capaz de armazenar lipidios adequadamente, sendo que o aumento do
namero de células adiposas parece ser essencial para a funcionalidade apropriada
do WAT.

Interessantemente, Arner e colaboradores (2010) observaram que mulheres com
maior numero de adipdcitos em SAT, ou seja, com tecido adiposo hiperplasico,
apresentaram melhor perfil metabdlico e distribuicdo de gordura corporal que
aquelas com adipdcitos hipertréficos, apesar de ambos os grupos apresentarem IMC
similares. Além disso, na amostra total composta por homens e mulheres, adipdcitos
hipertréficos foram associados a baixa sensibilidade a insulina e altos niveis de

insulina plasmatica.

Recentemente, Veilleux e colaboradores (2011) corroboraram a hipétese de que a
hiperplasia e hipertrofia s&o indicadores do perfil metabdlico. Eles notaram uma
associacdo entre adipdcitos hipertréficos do VAT omental e hipertrigliceridemia,
independente do nimero de adipdcitos do SAT, composicao corporal e distribuicéo
de gordura. Esses resultados mostraram que a hipertrofia do VAT omental, mas néo
a do SAT, parece ser um indicador independente de hipertrigliceridemia em

mulheres.

De fato, as evidéncias sugerem que os adipdcitos hipertroficos estao relacionados a
um maior risco cardiometabdlico. Essa associacao parece ocorrer, principalmente,
pois os adipécitos hipertroficos 1) promovem hipdxia no tecido, que leva ao
recrutamento de macrofagos e, assim, aumento da inflamacdo (VIRTANEN et al.,
2002; KABON et al., 2004; FLEISCHMANN et al.,, 2005) e 2) sdo associados a
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expressdo de adipocinas pro-inflamatérias (HOSOGAI et al., 2007; YE et al., 2007;
CHEN et al., 2006; WANG et al., 2007).

A insuficiéncia do fornecimento de oxigénio para o WAT induz apoptose das células,
atraindo macréfagos que aumentam a inflamacgéo nesse tecido. Estudos em animais
e em células humanas mostraram que a expressao e secre¢do de adipocinas,
incluindo leptina, IL-6 e o VEGF, séo estimuladas pela hipoxia, enquanto a producdo
de ADIPOQ é diminuida (HOSOGAI et al., 2007; YE et al., 2007; CHEN et al., 2006;
WANG et al., 2007).

Em camundongos obesos, a hipoxia estimula a expressdo do transportador de
glicose 1 nos adipécitos (HOSOGAI et al., 2007), o que pode contribuir para a
lipogénese e, consequentemente, hipertrofia das células adiposas. Além disso,
experimentos in vitro, com células 3T3-L1, mostraram que a hipoxia leva a inibicao
da expressdo da isoforma 2 do PPARG - fator de transcricdo essencial para a
diferenciacédo dos adipdécitos, expresso exclusivamente no WAT - e isso foi suficiente

para bloquear a adipogénese (YUN et al., 2002; LIN et al., 2006).

A hipoxia provoca, ainda, mudangas nas cargas das enzimas envolvidas na sintese
de colageno e, consequentemente, o funcionamento ineficaz dessas enzimas. Sob
essas condicdes, pode-se esperar uma desestabilizacdo da ECM, causando morte
celular e a atracdo dos macréfagos (MARIMAN, WANG, 2010) contribuindo para a
inflamagédo do WAT. Além disso, os macrofagos estimulam o remodelamento da
ECM pela secrecdo de metaloproteinases de matriz (UNOK et al., 2008), além de

induzir os adipdcitos a expressarem essas proteinases (O’HARA et al., 2009).

IL-6 e TNF-a sdo umas das principais citocinas estudadas na obesidade, visto que
tem sido descrita a associagdo positiva entre a produgdo dessas moléculas e o
tamanho do adipécito (BAHCECI et al., 2007; SKURK et al., 2007), entre a redugéo
na massa de gordura e a diminuicdo dos niveis séricos de IL-6 e TNF-a (BASTARD
et al., 2000) e que individuos magros apresentam concentracdes séricas menores
dessas citocinas em relacdo a sujeitos com excesso de peso (HANSEN et al., 2010;
BASTARD et al., 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bahceci%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17505154

51

Skurk e colaboradores (2007), estudando SAT, mostraram que adipOcitos
hipertroficos direcionaram a secrecdo das adipocinas para citocinas pro-
inflamatorias. O aumento do tamanho dos adipdcitos foi associado a uma maior
secrecdo das citocinas pro-inflamatorias, por exemplo, IL-6, IL-8, TNF-a e a proteina
quimiotatica de mondcitos 1, enquanto levou a diminuicdo da IL-10, uma citocina

anti-inflamatoéria.

Apds anos de pesquisa, entretanto, a funcéo da IL-6 na obesidade e na resisténcia a
insulina ainda é controversa (ALLEN, FEBBRAIO, 2010). Estudos correlacionam
niveis de IL-6 com a resisténcia a insulina, obesidade e capacidade de prever a
ocorréncia de T2DM (LAGATHU et al., 2003; ROTTER, NAGAEV, SMITH, 2003), ao
passo que outras evidéncias consideram essa citocina um agente anti-inflamatorio,
contribuindo para oxidacgdo lipidica e maior captacdo de glicose (XING, GAULDIE,
COX, 1998; CAREY et al., 2006).

Por outro lado, os estudos em relacdo a funcdo do TNF-a na obesidade e suas
comorbidades s&o mais consistentes. Em modelos experimentais de obesidade
induzida por dieta, niveis de TNF-a no WAT aumentam proporcionalmente com a
adiposidade (BOUCHER et al., 2005). O TNF-a provoca um agravamento da
resisténcia a insulina e doenca inflamatéria (MOLLER, 2000). Yang e Chen (2007),
utilizando experimentos em um modelo de células hepéaticas com esteatose em
cultura, observaram que o TNF-a promove a sintese de trigliceridios. Além disso,
Cawthorn e colaboradores (2007) mostraram que o TNF-a € um potente inibidor da

adipogénese.

A inflamacéo crénica nao resolvida pode ser responsavel pela fibrose, caracterizada
pela sintese e deposicdo excessiva dos componentes da ECM (WYNN, 2007). A
fibrose progressiva do WAT, em individuos com obesidade, pode instituir uma
limitacdo mecéanica para a hipertrofia dos adipécitos e, desse modo, promover a
deposicdo ectopica de gordura (SZENDROEDI, RODEN, 2009), o que pode

ocasionar em complicacdes metabodlicas.

Recentemente, Divoux e colaboradores (2010) observaram uma fibrose mais

acentuada em VAT omental e em torno dos adipécitos de pacientes obesos que de
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individuos magros. A fibrose em VAT omental foi associada a adipécitos com menor
didmetro. Além disso, um maior numero de células inflamatorias foi encontrado no
VAT omental fibrético, ao passo que o SAT fibrotico foi caracterizado por ser
hipocelular. Interessantemente, o VAT omental fibrético foi associado a melhores
niveis plasmaticos de trigliceridios. Apesar de a fibrose parecer contribuir para o
acumulo de gordura ectépica (SZENDROEDI, RODEN, 2009), nesse estudo de
Divoux et al.,, a fiborose em VAT omental pareceu contribuir para um melhor perfil

lipidico.

3.2.5 A adipogénese

Compreender a complexidade da adipogénese € de grande importancia para o
esclarecimento da fisiopatologia das doencas metabdlicas humanas associadas a
obesidade, uma vez que 1) o maior numero de adipdcitos maduros no WAT parece
contribuir para um melhor perfil metabdlico (ARNER et al., 2010; VEILLEUX et al.,
2011) e 2) a disfuncdo do WAT, caracterizada pela hipertrofia de adipdcitos, parece
estar associada a incapacidade de produzir novas células adiposas (ARNER et al.,
2010).

Nos adultos, o parénquima do WAT € constituido principalmente por adipdcitos
maduros, porém, devido a presenca de células tronco mesenquimais e pré-
adipdcitos, ocorre renovagdo dos adipdécitos, sendo que individuos com hipertrofia
do WAT geram 70% menos novos adipocitos por ano que individuos com hiperplasia
(ARNER et al.,, 2010). As mudancas na expressdo génica durante as fases da
adipogénese tém sido caracterizadas principalmente com experimentos in Vvitro,
através da utilizacdo de linhagens celulares, sendo a 3T3 a mais utilizada
(MACDOUGALD, LANE, 1995; ROSEN, MACDOUGALD, 2006).

O inicio da diferenciacao dos adipécitos - chamada de determinagéo - ocorre quando
as células-tronco mesenquimais, residentes no estroma do WAT, perdem a

capacidade de se diferenciar em outras linhagens mesenquimais e comprometem-se
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com a linhagem adipocitaria, tornando-se pré-adipOcitos. Apesar dos eventos
moleculares nessa fase nao serem totalmente conhecidos, as CEBPB e CEBPG séao
expressas e, possivelmente, estimulam a expressdo do PPARG, cujo gene contém
sitios CEBP na sua regido promotora. As células, entédo, restauram o ciclo celular e
entram em expansao clonal. Em seguida, retiram-se permanentemente do processo
de ciclo celular e entram na segunda fase da adipogénese, chamada de
diferenciacéo terminal (NTAMBI, KIM, 2000; FARMER et al., 2006).

Os componentes da ECM parecem ser importantes para a fase inicial da
adipogénese. Estudos com linhagens de pré-dipdcitos 3T3-M2 com menor atividade
da enzima prolil-hidroxilase — envolvida nas modificacbes das moléculas de
colageno necessarias para a montagem de mondmeros e fibras de colageno —
mostraram que essas células foram incapazes de acumular trigliceridios e,
consequentemente, diferenciarem-se em adipécitos (GREEN, MEUTH, 1974).
Ibrahimi e colaboradores (1992) mostraram que a inibicdo da sintese de colageno
bloqueou, de maneira dose-dependente, a diferenciacdo e o acumulo de
trigliceridios em pré-adipdcitos derivados de células embrionarias de camundongos
10T1/2. Esse efeito foi observado somente em pré-adipécitos e ndo em adipécitos
maduros. Ademais, em células 3T3-L1, o blogueio da enzima prolil-hidroxilase 1,
expressa nos estagios iniciais da adipogénese, impede a diferenciacdo dos pré-
adipécitos (FLOYD et al., 2007). Esses resultados sugerem que 0os componentes da

ECM séo essenciais para a diferenciacao dos pré-adipocitos em adipocitos maduros.

Os eventos moleculares da diferenciagéo terminal sdo mais conhecidos e consistem
em uma cascata de eventos transcricionais que resultam na diferenciagdo de
adipécitos (ROSEN, MACDOUGALD, 2000). Essa fase inicia por ativacdo do
PPARG e do CEBPA, fatores de transcricdo que regulam um ao outro positivamente
para manter seus niveis de expressao génica (CHRISTODOULIDES et al., 2009;
LOWE, O'RAHILLY, ROCHFORD, 2011). Os PPARG e CEBPA estimulam a
expressao de genes codificantes de proteinas que caracterizam os adipécitos, tais
como as proteinas necessarias para o metabolismo de lipidios, o transporte de
glicose sensivel a insulina, receptores e adipocinas. Nessa etapa, as células
adquirem caracteristicas morfolégicas de adipécitos, como acumulo de goticulas de

lipidio e nucleo periférico.
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Embora sejam fundamentais para a fase tardia de diferenciacdo, os PPARG e
CEBPA nao sao expressos na fase de determinacado, indicando que ndo estéao
envolvidos nessa fase inicial da adipogénese (NTAMBI, KIM, 2000). A via canbnica
WNT é a principal via de sinalizacdo envolvida na diferenciacdo dos adipdcitos, por
controlar a expressdo dos fatores de transcricio PPARG e CEBPA
(CHRISTODOULIDES et al.,, 2009; LOWE, O'RAHILLY, ROCHFORD, 2011).

Figura 11 sumariza os estagios da diferenciacao dos adipdcitos.

CARACTERISTICAS TIPO CELULAR EVENTOS MOLECULARES
/ o ?
\ /‘..ﬁ,(l"

Multipotente «precurssor mesenquimal

|

Determinacéo ’\\?/ Pref-1 L 4 :'a“’;:gges
- Parada de crescimento Pré adlpéclto
- Mitoses pos confluentes e
- Expansao clonal e e C/IEBPB Remodelagem
Inicial V / OO( > | PPARY do citoesqueleto
Comprometimento @) Oh /' I’ C/EBPa
\\ e Genes do adipocito
Tardio 5» Adipéci!o jovem Enzimas lipogénicas
Diferenciacio terminal — Proteinas ligantes de AG
/? \ Fatores secretados
Outros

Adipéém maduro

Figura 11 Uma visdo geral dos estdgios de diferenciacdo dos adipdcitos. As células-tronco
mesenquimais multipotentes sdo capazes de se diferenciar em adipécitos, condrécitos, osteoblastos
e midcitos. Quando exposto a um ambiente favoravel, essas células passam por expanséo clonal e,
consequentemente, diferenciagdo terminal: expressdo de proteinas exclusivas e aquisicdo de
caracteristicas morfologicas de células adiposas, como acumulo de goticulas de gordura que
coalescem e nucleo periférico. A expressao dos principais genes que acompanha esse processo esta
indicada a direita. PPAR-y: Receptor y ativado por proliferadores de peroxissomas. C/EBP: Proteina
amplificadora ligante ao CCAAT. Pref-1: Fator pré-adipcito 1. ECM; Matriz extracelular. AG: Acidos
graxos.

Fonte: Fonseca-Alaniz et al., 2006 (adaptado).
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3.2.5.1 A sinalizagdo WNT

A importancia da via canbnica WNT na diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais tem sido extensivamente estudada nas ultimas décadas (Figura 12).
O gene Wingless foi descoberto em Drosophila devido a sua atuacdo como
morfégeno no desenvolvimento de asas. Em humanos, a via WNT € homologa a via
Wingless da Drosophila (PAPKOFF et al., 1996). As proteinas Wnts sé&o
glicoproteinas secretadas, que possuem uma cadeia de &cido graxo ligada
covalentemente a sua extremidade N-terminal, o0 que aumenta a sua afinidade com a
superficie celular (WILLERT et al., 2003). Essas proteinas agem de forma autécrina
e paracrina (TAIPALE, BEACHY, 2001; LOGAN, NUSSE, 2004), atuando no controle
de muitos aspectos do desenvolvimento e do controle da transcricdo génica em
animais (HUELSKEN et al., 2000; HUELSKEN et al., 2001; GRIGORYAN et al.,
2008).

Células-tronco
Wit mesenquimais Wnt

Wit Osteoblastos
Mioblastos

P Pré-adipocitos
° genes

Pré-adipdcitos

Estimula

Wit
}— " : % """"" adipogénese

catenin

\

LY

SSOBN =
)

'

A
S Genes de adipogénese

Adipécitos

Figura 12 A via candnica WNT regula o direcionamento do comprometimento das células tronco-
mesenquimais. A ativagdo da sinalizacdo WNT promove a diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais em midcitos e ostedcitos. A ativacdo da via WNT bloqueia a diferenciagdo dos
adipécitos, inibindo a expressao do PPARG e CEBPA, reguladores centrais da adipogénese. Esses
fatores de transcricdo séo induzidos diretamente pelos CEBPB e CEBPD em resposta ao estimulo
adipogénico, que também serve para direcionar a via WNT can6nica. PPARG e CEBPA regulam-se
um ao outro positivamente para manter seus niveis de expressao génica e ativar a expressao de
genes alvo que definem o fenétipo dos adipdécitos.

Fonte: Christodoulides et al., 2009.
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As Wnts ativam pelo menos trés tipos de vias de sinalizacdo intracelular: 1) a via
Wnt/ B-catenina (também conhecida como via candnica) que é centrada na proteina
reguladora génica B-catenina; 2) a via de polarizacdo planar que coordena a
polarizacéo das células no plano de um epitélio em desenvolvimento e depende das
GTPases da familia Rho e 3) a via Wnt/Ca?" que estimula o aumento do Ca®" com
consequéncias semelhantes as descritas para as outras vias (RAO, KUHL, 2010)
(Figura 13). Foram descobertos 19 genes que codificam Wnts e 10 receptores
Frizzled (FZD) em humanos. A seletividade da via para cada ramo parece ser
determinada por cada Wnt, pela disponibilidade dos receptores e co-receptores, bem
como pela afinidade de cada complexo Wnt-receptor. A antecipacédo do desfecho da
sinalizacdo é complicada, pois muitas vias podem ser ativadas em paralelo, mas em

diferentes graus, dependendo do contexto celular (SOKOL et al., 2011).

A via canbnica de sinalizacdo Wnt atua pela regulacdo da protedlise de uma
proteina multifuncional chamada de B-catenina, que forma o complexo E-caderina/[3-
catenina/a-catenina, com funcéo na adesao célula-célula (JAMORA, FUCHS, 2002)
e na regulacao génica (CADIGAN, NUSSE, 1997).

Na auséncia da sinalizacdo Wnt, as [B-cateninas que nao estdo associadas a
caderinas sdo rapidamente degradadas no citoplasma. Essa degradacdo depende
de um grande complexo de degradacdo proteico, que se liga a B-catenina e a
mantém fora do ndcleo enquanto promove a sua protedlise. O complexo contém,
pelo menos, outras quatro proteinas: duas serinatreonina-quinase 1) a caseina-
quinase 1a (CK1a), que fosforila a B-catenina na serina 45 (LIU et al., 2002) e a 2)
glicogénio-sintase-quinase 3B (GSK3B); que a fosforila nas serinas 33 e 37 e na
treonina 41 (YOST et al., 1996); além de duas proteinas suporte que estabilizam o
complexo 1) a axina e 2) a proteina da polipose adenomatose de colo (APC). As
fosforilagbes marcam a B-catenina para a ubiquitinacdo e degradacdo rapida nos
proteossomos, impedindo o0 seu acumulo no citoplasma e, subsequente,

translocacao para o nucleo (HART et al., 1999).
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Figura 13 Um esquema geral das vias canfnica (a esquerda) e ndo candnica (a direita) da
sinalizagdo Wnt.
Fonte: Rao, Kuhl, 2010.

Na presenca de Wnt, a cascata de eventos inicia com a ligacdo das Wnts ao
dominio rico em cisteina dos receptores da familia FZD, proteinas transmembrana
de sete seguimentos, e aos co-receptores relacionados com o receptor LDL 5/6
(LRP5/6) (CADIGAN, LIU, 2006). O complexo Wnt-FZD-LRP-5/6 formado fosforila e
ativa a Dishevelled (Dsh), proteina de suporte necessaria a transmissao do sinal
(MALBON, WANG, 2009). Os detalhes dos eventos posteriores ainda sao pouco
conhecidos, entretanto sabe-se que 1) ativagcdo da Dsh inibe a quinase GSKS3p,
diminuindo a fosforilagcdo da B-catenina e 2) as quinases GSK3 e CK1y fosforilam a
cauda citosélica do receptor LRP para recrutar e inativar a axina, rompendo o
complexo de degradacdo (KIMELMAN, XU, 2006; CASPI et al.,, 2008). Dessa

maneira, a fosforilagdo e subsequente degradacdo da B-catenina sado inibidas,
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permitindo um acumulo gradual de B-catenina ndo-fosforilada e sua translocacéo

para o nucleo, onde controla a transcrigdo génica.

Os genes alvo da sinalizacdo Wnt/ B-catenina normalmente sdo reprimidos por um
complexo inibidor de proteinas reguladoras génicas. O complexo inclui proteinas da
familia T cell factor/lymphocyte enhancer factor (TCF/LEF) ligados a uma proteina
co-repressora da familia Groucho. No nucleo, a B-catenina se liga as proteinas
TCF/LEF, deslocando o Groucho e funcionando como um co-ativador, induzindo a
transcricdo de genes-alvo de Wnt (KIMELMAN, XU, 2006). Assim, a sinalizag&o por
Wwnt/ B-catenina desencadeia uma mudanca de repressdo para ativacao
transcricional. A sinalizacdo Wnt/ B-catenina regula a transcricdo de muitos genes
envolvidos na proliferacéo, diferenciacéo, sobrevivéncia celular e apoptose, incluindo
0 c-Myc, que codifica um potente estimulador do crescimento e da proliferacao
celular, e 0o CCND1 codificador da ciclina D1, que age no controle ciclo celular (HE et
al., 1998; TETSU, MCCORMICK, 1999). A ativacdo dessa via inibe a adipogénese,
através do bloqueio da inducdo dos fatores de transcricdo CEBPA e PPARG
(CHRISTODOULIDES et al., 2009; LOWE, O'RAHILLY, ROCHFORD, 2011).

Recentemente, demonstrou-se que, sob certas condicdes, as células do sistema
imunologico também podem expressar Wnt-5, um fator que inibe a adipogénese em
seres humanos. Bilkovski e colaboradores (2011) encontraram que Wnt-5 é
expressa em macrofagos do WAT de individuos obesos e com T2DM. Além disso,
com experimentos in vitro em células 3T3-L1, o grupo mostrou que os macréfagos
alteram a adipogénese, ndo somente através de citocinas pro-inflamatorias

classicas, mas também por meio da secre¢édo de moléculas de sinalizagdo Whnt.

A sinalizagdo Wnt pode ser modulada por antagonistas extracelulares, tais como a
familia das proteinas secretadas relacionadas ao Frizzled (sFRP), o fator inibidor
wnt (WIF) e os membros da familia Dickkopf (Dkk). Esses inibidores bloqueiam a via
Wnt por diferentes mecanismos: as sFRP se ligam as Wnts e aos receptores FZD, o
WIF se liga ao Wnt e os Dkk se ligam ao complexo receptor FZD-LRP-5/6 de Wnt
(KAWANO, KYPTA, 2003; MACDONALD, TAMAI, HE, 2009). Além desses, outras
moléculas, tais como a endostatina e o FZC18, ambos os fragmentos provenientes
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da clivagem do COL18A1, podem inibir a via Wnt (HANAI et al., 2002; QUELARD et
al., 2008).

As sFRP sdo a maior familia de inibidores Whnt, inicialmente identificadas como
moléculas sollUveis implicadas nos estagios precoces de desenvolvimento
embrionario (LEYNS et al.,1997; WANG et al. 1997) e como moduladores da
apoptose (MELKONYAN et al. 1997). Essa familia, que contém cinco elementos em
humanos - sFRP1 a sFRP5 - receberam esse nome, pois a regido N-terminal dessas
proteinas contém uma sequéncia homéloga ao dominio extracelular dos receptores
Frizzled (HOANG et al. 1996; LEYNS et al. 1997; LIN et al. 1997; WANG et al. 1997).

Pouco tem sido estudado sobre a influéncia das sFRP na diferenciacdo dos
adipdcitos, bem como na obesidade e suas comorbidades. Recentemente, Lagathu
e colaboradores (2010) mostraram que o sFRP1 regula a adipogénese humana,
bem como é importante para a acumulacao de lipidios durante a diferenciacdo dos
adipdcitos. Esses autores também observaram que a expressdo do SFRP1 no WAT
aumenta durante a adipogénese e diminui gradualmente com a supernutricao
cronica. Além disso, Ehrlund e colaboradores (2013) correlacionaram positivamente
os niveis de expressdo do SFRP1 com a sensibilidade a insulina. Neste contexto, o
esclarecimento das moléculas que modulam a via canbnica WNT, pode contribuir
para um melhor entendimento sobre a adipogénese e as alteragcdes no metabolismo

da glicose.

Uma melhor compreenséo sobre a expressao dos genes envolvidos na adipogénese
e na inflamag&o, que ocorrem no WAT durante a obesidade, pode possibilitar a
identificacdo de genes com potencial de se tornarem novos alvos terapéuticos para
a prevencdo e tratamento excesso de peso, bem como para as comorbidades
associadas a essa doenca.
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ABSTRACT

The increasing worldwide prevalence of type 2 diabetes (T2D) has been associated with the
increasing incidence of excessive weight gain and obesity. Depots of adipose tissue (AT)
have distinct functional properties that differently impact on the health. Experimental
evidence during the last decade has shown that wingless-type (WNT) signaling is crucial for
adipogenesis. We hypothesize that alterations in the gene expression profile in the AT of
obese subjects with glucose disorders (T2D and impaired glucose tolerance-IGT) might
contribute to a diabetes milieu. Samples of subcutaneous (SAT) and visceral adipose tissue
(VAT) from women with severe obesity were excised during bariatric surgery. The patients
were separated into T2D/IGT and normal glucose tolerance (NGT) groups. TNF-a in serum
was measured using ELISA. We performed expression analysis of the genes implicated in
Whnt signaling (SFRP1, CEBPA, PPARG) and inflammation (IL-6, TNF-a and ADIPOQ) from
SAT and VAT using quantitative PCR. The expression of CEBPA was higher in SAT than in
VAT in both groups, and the CEBPA mRNA levels in the SAT were higher in the T2D/IGT
than those in the NGT. The expression of SFRP1 in VAT was lower in the T2D/IGT than in
the NGT. Furthermore, SFRP1 expression in VAT was inversely associated with
triglycerides. In summary, these results suggest that the protective effect of SAT expansion
on metabolism might reflect, at least in part, the increased expression of CEBPA in SAT, and
the reduced expression of SFRP1 in VAT could induce might trigger metabolic complications,
such as T2D. These finding provide new perspectives for the understanding glucose

homeostasis disorders in obesity.

Keywords: diabetes, Wnt signaling, inflammation, SFRP-1, CEBPA
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1. INTRODUCTION

Obesity, an inflammatory chronic condition with global epidemic, can cause insulin resistance
and lead to type 2 diabetes (T2D)[1]. Depots of adipose tissue (AT), produce and secrete a
variety of diverse bioactive mediators, or adipokines, such as interleukin-6 (IL-6), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1) and adiponectin
(ADIPOQ), that are important in several cell functions, including apoptosis, immunity, lipid
and glucose metabolism and adipogenesis[2]. Alterations in adipokine expression can

contribute to the pathophysiology and co-morbidities of obesity[3,4].

The activation of Wingless-type (Wnt)/b-catenin pathway inhibits adipogenesis through
repressing the induction of CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA) and peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARG)[5], which are essential transcriptions
regulators for the terminal differentiation of adipocytes[6]. The inhibition of newly emerging
adipocytes leads to dysfunctional AT through adipocyte hypertrophy and might trigger
metabolic complications, such as an insulin resistance and the accumulation of triglyceride-

derived toxic metabolites in ectopic tissues[7-9].

In this context, we hypothesize that individuals with obesity and alterations in glucose
tolerance exhibit alterations in gene expression in AT. The aim of this study was to verify
whether the subcutaneous (SAT) and visceral (VAT) of severely obese women with
alterations in glucose tolerance exhibit differences in the expression of the genes SFRP1,
CEBPA, PPARG, IL-6, TNF-a and ADIPOQ in, involved in adipogenesis and inflammation,
compared with severely obese women with normal glucose tolerance (NGT). In addition, we
measured the TNF-a in the serum of these women and assessed the correlation of these

genes with clinical parameters.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Subjects

The Committee on Ethics in Human Research of the Federal University of Espirito Santo
approved this study (protocol number 049/06) and written informed consent was obtained
from each participant. A group of 32 women between 20-45 years of age was selected
among patients (N=65) with class Ill obesity (defined based on body mass index (BMI) = 40
kg/m?). These women were enrolled in the Bariatric Surgery Program of the Cassiano
Antonio Moraes University Hospital/Federal University of Espirito Santo, Brazil. For the
present study, the exclusion criteria included (a) inflammatory disease other than obesity, (b)
infectious diseases, (c) hypo- or hyperthyroidism, (d) use of anti-obesity or anti-inflammatory

medication at the time of the study and (e) they reported being postmenopausal.

The worldwide definition of metabolic syndrome, in accordance with the International
Diabetes Foundation, was used to establish the diagnostic criteria for T2D, impaired glucose
tolerance (IGT), hypertension and metabolic disorders[10]. To assess whether the SAT and
VAT of women with severe obesity exhibit alterations in glucose tolerance and present
differences on gene expression compared with NGT, we stratified these women into two
groups: T2D/IGT (nT2D=5 and nIGT=6) and NGT (n=21). In the T2D/IGT group, 3 subjects
were receiving antidiabetic therapy (n=2, metformin; n=1, metformin with insulin). There were

no patients with impaired fasting glucose.

2.2 Anthropometry, body composition and biochemical parameters

All subjects were assessed according to the multidisciplinary clinical protocols of the Bariatric
Surgery Program for data related to body weight (kg), BMI (kg/m?), waist and hip
circumference (WC)[11], and percentage body fat (%BF) which were obtained through the
electric bioimpedance method (EB), using a Body Stat® 5000 device. The SAT area was
calculated using previously published equations[12]. Data related to the oral glucose test

tolerance (OGTT) and fasting glucose, triglyceride, total cholesterol, high-density lipoprotein
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(HDL) and low-density lipoprotein (LDL) levels were analyzed according to the routine

biochemical analyses of the hospital laboratory.

2.3 Serum measurements of TNF-a

Serum concentrations of TNF-a was determined through the Enzyme Linked-Immuno-
Sorbent Assay (ELISA) method using Invitrogen™ Human TNF-a UltraSensitive kits (intra-
assay percentage average coefficient of variation - %CV= 5.9; inter-assay percentage
average - %CV = 8.5; sensitivity <0.09 pg/mL). The plates were read on a DIAS microplate
reader (Dynex Technologies The Microtiter® Company) at 450 nm. The absorbance values
were used to calculate the TNF-a concentrations in pg/mL, using linear equations based on

the standard curves.

2.4 Adipose tissue samples, RNA isolation and synthesis of cDNA

SAT from the abdominal wall and VAT from an omental site were collected during bariatric
surgery. The AT samples were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
further analysis. A total of 80-100 mg of SAT and VAT from 32 women was homogenized
using a Tissue Ruptor (Qiagen, Valencia, CA), and total RNA was isolated using an RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturer’s instructions.
The RNA quality and concentration were evaluated using ®Nanodrop 1000 and 1% agarose
gel electrophoresis. The cDNA was synthesized from 2000 ng of total RNA using Superscript

Il (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions and stored at -20°C.

2.5 Quantitative PCR analysis

Quantitative PCR (qPCR) was used in order to verify the gene expression levels in SAT and
VAT from women with severe obesity. A total of 1 ul (30 ng) of each cDNA sample was
mixed with 2.5 ul of each 1 uM primer, 12.5 ul of 1X SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) and DNase/RNase-free water to a total volume of 25 pl. The qPCR reactions

were performed in triplicate using the ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System
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(Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). The primers for the endogenous control genes
succinate dehydrogenase complex, subunitA (SDHA), hypoxanthine phosphoribosyl
transferase 1 (HPRT1) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
genes studied were described in Table 1. The cycle threshold (Ct) was defined as the cycle
number at which a significant increase in fluorescence signal was first detected. The
amplification efficiency (E) of each primer was calculated according to the equation E=10
(1/slre) " The GeNorm v3.4 program facilitated the use of all three endogenous genes to

calculate the normalization factors for each sample[13]. The expression values were

calculated according to Pfaffl[14].

2.6 Statistical Analysis

The data are presented as the means * the standard error of the mean (SEM) for the number
of subjects indicated in the legends of the tables and figures. The fasting glucose,
triglycerides, total cholesterol, HDL and gene expression data were logie-transformed prior to
analysis. The untransformed values are shown in the tables, but the statistical analyses were
performed on the log-transformed values. Normality was evaluated using the D'Agostino-
Pearson normality test. Fisher's exact tests were used to verify whether the frequency of co-
morbidities was different between the T2D/IGT and NGT groups. Student’s paired t-test was
used to compare the gene expression levels between the SAT and VAT. For the comparison
between two groups with normally distributed data, the statistical significance was evaluated
using Student’s unpaired t-test. For non-parametrically distributed data, the Mann Whitney
test was used. Pearson (r) and, when appropriate, Spearman (rs) correlation coefficients
were calculated to determine the strength of the associations. Data analyses were performed
using GraphPad Prism 5.00 software for Windows (GraphPad Software, San Diego,

California).
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3. RESULTS

3.1 Subject characteristics

The data associated with anthropometry, body composition and the biochemical analysis in
the T2D/IGT and NGT groups are presented in Tables 2 and 3. The occurrence of metabolic
syndrome was more frequent in the T2D/IGT group than in the NGT group. The T2D/IGT
group was distinct for age, fasting glucose, OGTT, hip circumference, waist-to-hip ratio,
triglyceride, total cholesterol and LDL levels. No difference in the TNF-a serum concentration

was observed between the groups.

3.2 Adipose tissue expression and its relationships with clinical variables

The expression levels of the CEBPA were higher in the SAT than in the VAT of both groups
(Fig. 1). There were no differences between SAT and VAT of both groups for expression of
ADIPOQ, IL-6, PPARG, SFRP1 and TNF-a (Fig. 1). AT depots of T2D/IGT and NGT groups
only displayed a distinct gene expression for CEBPA and SFRP1. The CEBPA mRNA in SAT
was higher in the T2D/IGT group than in the NGT group; and the SFRP1 expression in VAT
was lower in the T2D/IGT group than in the NGT group (Fig. 1). The only correlations
observed between the expression of genes and clinical variables were summarized in Figure

2.

3.3 Associations between the gene expression levels in VAT and SAT

In SAT, the SFRP1 expression was positively correlated with ADIPOQ (r=0.44; p=0.02) and
CEBPA expression (r=0.42; p=0.03). In VAT, CEBPA and TNF-a expression was inversely
associated (r=-0.48, p=0.01); SFRP1 expression was positively correlated with PPARG
(r=0.52; p=0.007) and ADIPOQ (r=0.40, p=0.04) expression; the expression of ADIPOQ was

positively associated with IL-6 expression (rs=0.45, p=0.02).
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4. DISCUSSION

The increasing worldwide prevalence of T2D has been associated with the increasing
incidence of excessive weight gain and obesity[1]. The impact of changes in AT function in
obesity might be a risk for the development of T2D[4]. The present study compared the
expression of genes involved in inflammation and adipogenesis in depots of AT from women

with severe obesity with alterations in glucose tolerance and those with NGT.

Increasing age, waist circumference, waist-to-hip ratio and weight gain are risk factors for
T2D[1]. Thus, the individuals in the T2D/IGT group were slightly older than those in the NGT
group. Previous reports have not shown whether obesity or T2D are responsible for
metabolic disorders, as most of the study participants with T2D were obese[3,15]. Moreover,
the T2D and NGT groups comprised both women and men participants [3,16]. Therefore, the
observed alterations of parameters in T2D patients might be influenced through excess AT
and gender. Although all of the women in this study were classified with class Il obesity,
those with T2D/IGT presented the greatest waist-to-hip ratio and highest triglyceride, total
cholesterol and LDL levels. Despite the fact that different waist-to-hip ratios were observed in
both groups, the waist measurements were similar. Gluteal-femoral SAT depots in the hip
exhibit protective effects in metabolism[17]; indeed, the hip circumference of NGT women

was greater than those with T2D/IGT.

Corroborating evidence which showed that TNF-a is involved in insulin resistance[18] and
synthesis of triglycerides[19], we observed that SAT TNF-a expression was positively
correlated with fasting glucose and triglyceride levels. Increasing evidence have shown that
TNF-a is a potent negative regulator of adipogenesis through promoting the stabilization of b-
catenin, preventing the induction of PPARG and CEBPA expression[20]. In accordance with
this data, we observed that both TNF-a in the serum and VAT TNF-a expression were
inversely associated with VAT CEBPA expression. We also found that the CEBPA

expression in SAT was higher than in VAT in both groups. In addition, the greatest
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expression of CEBPA in the SAT of T2D/IGT obese patients might be a compensatory
stimulus to increase adipogenesis avoiding metabolic diseases because enlarged adipocytes
are more associated with insulin resistance and other complications than new fat cells[15,

21, 22].

Lagathu et al. (2010)[23] showed that SFRP1 participates in human adipogenesis and it is
also important for lipid accumulation. SFRP1 antagonize Whnt signaling through binding and
sequestering Wnt from receptors[24], then the reduction of SFRP1 expression might
contribute to the reduction of adipogenesis and increases of hypertrophic adipocytes that
trigger to metabolic complications[15, 21, 22]. In addition, current evidence pointed that
SFRP1 mRNA levels were altered in obesity, correlated positively with insulin sensitivity and
increased the release of adiponectin [25]. For the first time, we showed that the VAT SFRP1
expression was lower in women with T2D/IGT than those with NGT and it was negatively
correlated with triglyceride levels. We also verified that CEBPA, PPARG and ADIPOQ

expression were positively correlated with SFRP1 expression.

The main challenge of this study was the exclusion of obese T2D women in postmenopausal
period. As a result, we performed this study with IGT, a state recognized as being a stage
before diabetes, and T2D patients with different duration of disease, which might interfere
with gene expression levels. Nevertheless, the results in this paper might reflect the early
state of T2D, because about half the group was comprised of women with IGT and those
with T2D had short duration of diabetes, since they are relatively young. In addition, habitual
physical activity was not controlled between the two groups. Physical activity affects
adipokine and inflammatory marker levels[26], improves blood glucose control and prevents
or delays T2D[27]. Consequently, these factors could complicate the interpretation of these

findings.
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5. CONCLUSIONS

Our results provide new insight into contribution of the depot-specific AT to T2D/IGT in
obesity. CEBPA mRNA expression was higher in SAT than in VAT of all women and it was
highest in women with T2D/IGT. SFRP1 mRNA expression in VAT was lower in T2D/IGT
than NGT group. These data showed that Individuals with severe obesity and alterations in
glucose tolerance exhibited difference in expression of CEBPA and SFRP1 pro-adipogenic
genes. These finding offer new perspectives for the characterization of arising disorders in

homeostasis glucose in obesity.
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Table 1: gPCR primers to measure targets transcripts levels of genes studied

and endogenous control genes.

Gene Forward Primer Reverse Primer

ADIPOQ CCCTGGTGAGAAGGGTGAGA AAAGCCTCGGGGACCTTCAG
CEBPA CATTGTCACTGGTCAGCTCCA AAGAACAGCAACGAGTACCGG
IL-6 AATTCGGTACATCCTCGACG TTCTGCCAGTGCCTCTTTGC
PPARG GGGGGTGATGTGTTTGAACT GCGATCTTGACAGGAAAGACA
SFRP1 CAGCGAGTTTGCACTGAGGA GTCCTTCTTCTTGATGGGCC
TNF-a TCTCGACTTTGCCGAGTCTG CGTTTGGGAAGGTTGGATGT
SDHA  TGGGAACAAGAGGGCATCTG CCACCACTGCATCAAATTCATG
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGAT TTCTCCATGGTGGTGAAGAC

All sequences are listed from 5° to 3. ADIPOQ: Adiponectin. CEBPA:
CCAAT/enhancer binding protein alpha. IL-6: Interleukin 6. PPARG:
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma. SFRP1: Secreted frizzled-
related protein 1. TNF-a: Tumor necrosis factor-a. SDHA: Succinate
dehydrogenase complex, subunit A. HPRT1: Hypoxanthine phosphoribosyl

transferase 1 and GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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Table 2: Characteristics of women of NGT (n=21) and

T2D/IGT (n=11) groups.

NGT T2D/IGT
Co-morbidities n (%) n (%) p value
Metabolic syndrome 13(62) 11 (100) 0.03*
Hypertension 14 (67) 9 (82) 0.44
Dyslipidemia

TG>150mg/dL 6 (29) 6 (55) 0.25
TC>200mg/dL 5 (24) 7 (64) 0.05
HDL <50 mg/dL 18 (86) 10 (91) 1.0
LDL > 100 mg/dL 11 (52) 9 (82) 0.14

Glucose disorders
T2D 0 (0) 5 (45) -
IGT 0 (0) 6 (55) -

NGT: Normal glucose tolerance group. T2D/IGT: Type 2

diabetes and impaired glucose tolerance group. TG:

Triglycerides. TC: Total cholesterol. HDL: High-density

lipoprotein. LDL: Low-density lipoprotein. All statistical

comparison was performed with

test,*p<0.05.

Fisher’'s

exact
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Table 3: Anthropometry, body composition and biochemical parameters of women of the

90

NGT and T2D/IGT groups

NGT (n=21) T2D/IGT (n=11)
Variables Mean+SEM Range MeanSEM Range p value
Age (years) 343+ 1.0 25-42 378+ 1.9 21-43  0.03*
Weight (kg) 1135+ 2.6 97-139 1085+ 2.4 92.7-121.9 NS
BMI (kg/m?) 42.7+0.4  40-44.9 41.9+0.5 40-44.9 NS
Waist circumference
(cm) 119.8+1.5 107-138 121.3+1.8 112-133 NS
Hip circumference (cm) 133.6+1.68 118-145 125.6+1.16 119-134  0.00**
Waist-to-hip ratio 0.89 +0.01 0.78-0.99 0.97 +0.02 0.87-1.1  0.00**
Body fat (kg) 56 +1.6 42.6-72.4 52.4+ 1.4 46-60 NS
%Body fat 49.3+0.6 41-52.1 48.3+ 0.7 42.8-50.7 NS
Fasting glucose (mg/dL) 87.5+19 70-105 139.5+21.7 76-320  0.00***
OGTT (mg/dL) 100+4.2  63-137 191.9+21.1°  145-379  0.00***
Triglycerides (mg/dL) 126.2+10.4 68-228 3975+ 0.4 68-2180 0.02*
Total cholesterol
(mg/dL) 176 +7.5 104-258 243+30.3  137-481  0.00*
HDL (mg/dL) 43.3+2.3 29-74 38.3+3.8 16-64 NS
LDL (mg/dL) 106.8+7.9 27.6-167 150.1+18.9 78-289  0.02*
IL-6 (pg/mL) 3.12+0.36" 1.40-564 3.96+0.36° 1.95-6.34 NS
TNF-a (pg/mL) 0.73+0.15° 0.09-1.77 1.08 £ 0.23° 0.10-1.77 NS

NGT: Normal glucose tolerance group. T2D/IGT: Type 2 diabetes and impaired glucose

tolerance group. BMI: Body mass index. OGTT: Oral glucose tolerance test. HDL: High-

density lipoprotein. LDL: Low-density lipoprotein. IL-6: Interleukin 6. TNF-a: Tumor

necrosis factor-a. All statistical comparison was performed with Student’s unpaired t test,

except for age and %body fat that was performed with Mann Whitney test,*p<0.05,
*p<0.01, **p<0.001. °n=9. *n=13. °n=7. “n=15.



91

- 0+
2 ) p=0.03 ,
I |
p=0.00 ' p=0.00 Y
< 11 v < -1 u v y
= Z ] v
g . R . vl .
* +*
§ " . . vy * < " * _% .’0’.
04 #_‘_ -2+ M
L g &
T | E=* s v . 9 . N
& - toet ] ‘.
k] 1 | | . vy ** 5 .34 *
u .
L ]
2 4 T v T Y
SATT2DIGT VATT2DIAGT  SATNGT VATNGT SATTIDIGT VAT T2DIGT  SATNGT VAT NGT

v L
]
v ** [ ]
.
" o \ :’ <« 0 T T v 1
g 11 " v . z mm v 19.C3¢
& M :0 % oot Yyy oot
E . v lav E PN
=3 o n *
= g . v
3 v s v *
S -2 n ** S v *
M ‘et < 24 A\ *
o v
L | ] v
- e M .
-3 T T T T -3
SATT2DIGT VAT T2DIGT  SAT NGT VAT NGT SATT2DNGT VAT T2DIGT  SATNGT VAT NGT
0= 1.0
) p=0.04 ,
| | r 1
. < g5 .
=P - ° 4 IS4 3 o8 . v
14 v ] .
: | e e * E |atw g 330
% o %
2
S 2] - : : - . \EM *
J g v 0.
S -0.54 . .
. .
3 T T T T -1.0-
SAT T2D/IGT VAT T2DIIGT SAT NGT VATNGT SAT T2D/IGT VAT T2D/IGT SATNGT VATNGT

Figure 1: SAT and VAT mRNA expression in women with type 2 diabetes (T2D) and
impaired glucose tolerance (IGT) compared with normal glucose tolerance (NGT). ADIPOQ:
Adiponectin. IL-6: Interleukin 6. TNF-a: Tumor necrosis factor-alpha. CEBPA:
CCAAT/enhancer binding protein alpha. PPARG: Peroxisome proliferator-activated receptor

gamma. SFRP1: Secreted frizzled-related protein 1. SAT: Subcutaneous adipose tissue.

VAT: Visceral adipose tissue.
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Figure 2: Correlation between gene expression and clinical parameters. TNF-a: Tumor

necrosis factor-alpha. CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein alpha. SFRP1: Secreted

frizzled-related protein 1. TG: Triglycerides. SAT: Subcutaneous adipose tissue. VAT:

Visceral adipose tissue. Dotted lines represent the 95% Confiance interval.
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COL18A1 expression in visceral adipose tissue: Better clinical outcomes in
women with severe obesity?

Artigo submetido a revista Obesity Surgery.
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ABSTRACT

Indroduction/Purpose: Collagen XVIII (COL18A1) is highly expressed during human
adipogenesis. Our aim was to evaluate the associations between SAT and VAT COL18Al
expression and clinical parameters. Materials and Methods: SAT and VAT samples were
collected from 16 non-diabetic women with severe obesity during bariatric surgery. Analysis
of COL18Al1 expression was performed by quantitative PCR. Biochemical levels were
analyzed in the hospital laboratory and the body composition was measured through electric
bioimpedance. Results: An analysis of COL18A1 levels showed that in 6 out of 16 patients
were 1.5-fold higher in SAT than in VAT. After separating the patients into two groups with
SAT/VAT COL18A1 expression ratios of >1.5 (group H) and <1.5 (group L), group H
showed lower values of body mass index, % body fat and SAT area compared with group L.
Further, SAT COL18A1 expression was negatively correlated with SAT area and % body fat.
Group L showed lower values of oral glucose tolerance than group H. VAT COL18Al
expression was inversely correlated with fasting glucose and positively correlated with HDL
levels. Conclusion: Our data show that highest COL18A1 expression in VAT seems to lead to

better clinical outcomes in women with obesity.

Keywords: obesity, COL18A1, adipogenesis, visceral adipose tissue, subcutaneous adipose

tissue
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INTRODUCTION

The dynamic extracellular matrix (ECM) protein composition of adipose tissue (AT) is
essential for the normal function of adipocytes[1]. An important component of the basement
membrane of the ECM is a non-fibrillar collagen XVIII (COL18A1), a proteoglycan[2,3].
COL18A1 cleavage results in two small fragments called endostatin[4] and frizzled motif
domain (FZC18)[5], which have been shown to be active in several cell processes, including
proliferation, apoptosis and adipogenesis, through the inhibition of wingless-type (Wnt)
signaling pathways[6-9]. Experimental evidence during the last decade has shown that Wnt
signaling is crucial for adipogenesis. The activation of this pathway translocates [-catenin
into the nucleus, where it binds to members of the T-cell factor/lymphoid-enhancing factor
(TCF/LEF) family and coactivates expression of Wnt target genes[10,11]. The functional
results of this signaling pathway is the inhibition of adipogenesis via the blockade of
CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA) and the peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARG), which are essential transcriptional regulators of adipocyte

differentiation[12-14].

We have previously demonstrated that COL18A1 is highly expressed during human adipocyte
differentiation and that SNP ¢.1136C>T in the FZC18 domain is associated with obesity in
type 2 diabetic patients[15]. However, it might be important to investigate whether COL18A1
is involved in obesity independent of diabetes, and if COL18A1 shows different associations
in subcutaneous (SAT) and visceral (VAT) adipose tissue. Therefore, we tested the hypothesis
that COL18A1 expression in the SAT and VAT is associated with clinical parameters in non-
diabetic women with severe obesity. In addition, we investigated whether the PPARG and

CEBPA expression in AT is associated with COL18A1 expression.
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MATERIALS AND METHODS

Subjects

The Committee on Ethics in Human Research of the Federal University of Espirito Santo
approved this study (protocol number 049/06) and written informed consent was obtained
from each participant. A group of 16 women with class 111 obesity (defined based on body
mass index (BMI) > 40 kg/m?), and the women were admitted to the Bariatric Surgery
Program of Hospital and Clinics of the Federal University of Espirito Santo. For the present
study, the exclusion criteria included (a) type 2 diabetes or impaired glucose tolerance, (b)
inflammatory disease other than obesity, (c) infectious diseases, (d) hypo- or hyperthyroidism,
(e) use of anti-obesity or anti-inflammatory medication at the time of the study, or if (f) they

reported being postmenopausal.

The worldwide definition of metabolic syndrome, in accordance with the International
Diabetes Foundation[16], was used to establish the diagnostic criteria for glucose disorders
and metabolic syndrome. The American Association of Clinical Endocrinologists’ guidelines
for the management of dyslipidemia and prevention of atherosclerosis (AACE)[17] were used
to establish the diagnostic criteria for lipid disorders. Lipid concentrations were classified as
follows: Total cholesterol (TC)<200 mg/L=optimal, 200-239 mg/L=borderline and >240
mg/L=very high-risk; Low-density lipoprotein (LDL) <100 mg/dL=optimal, 100-149
mg/L=Dborderline and 200-239 mg/L=very high-risk; High-density lipoprotein (HDL)<50
mg/L=very high-risk, >60 mg/L=optimal and Triglycerides (TG) <150 mg/dL=optimal, 150-
199 mg/L=borderline and 200-499 mg/L=very high-risk. Arterial hypertension was defined as
systolic pressure >140 mmHg and/or diastolic pressure >90 mmHg or if the patient was using

anti-hypertensive medication.
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Anthropometry, body composition and biochemical parameters

All subjects were assessed according to the multidisciplinary clinical protocols of the
Bariatric Surgery Program for data related to body weight (kg), BMI (kg/m?), waist and hip
circumference, and percentage body fat (%BF), which were obtained through the electric
bioimpedance method using a Body Stat® 5000 device. The SAT area was calculated using
previously published equations[18]. The oral glucose test tolerance (OGTT) and fasting
glucose, TG, TC, HDL and LDL levels were analyzed according to the routine biochemical

analyses of the hospital laboratory.

Adipose tissue samples, RNA isolation and synthesis of cDNA

SAT from the abdominal wall and VAT from an omental site were collected during bariatric
surgery. The AT samples were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
further analysis. A total of 80-100 mg of samples from women was homogenized using a
Tissue Ruptor (Qiagen, Valencia, CA), and the total RNA was isolated using an RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturer’s instructions.
The RNA quality and concentration were evaluated using ®Nanodrop 1000 and 1% agarose
gel electrophoresis. The cDNA was synthesized from 2000 ng of total RNA using Superscript
Il (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions and stored at -

20°C.

Quantitative PCR analysis

Quantitative PCR (gPCR) was used to verify the relative gene expression levels in SAT and
VAT from patients. A total of 1 pL (30 ng) of each cDNA sample was mixed with 2.5 puL of
each 1 uM primer, 12.5 pL of 1X SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,

Foster, CA, EUA) and DNase/RNase-free water to a total volume of 25 pL. The qPCR
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reactions were performed in triplicate using the ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection
System (Applied Biosystems). The primers for the succinate dehydrogenase complex, subunit
A (SDHA), hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1), glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), PPARG, CEBPA and COL18A1 genes were designed according to
Errera et al.[17]. The cycle threshold (Ct) was defined as the cycle number at which a
significant increase in fluorescence signal was first detected. The amplification efficiency (E)
of each primer was calculated according to the equation E=10 Cs°*9 The GeNorm v3.4
program facilitated the use of all three endogenous genes to calculate the normalization

factors for each sample[19]. The expression values were calculated according to Pfaffl[20].

Statistical Analysis

The data are presented as the means * the standard error of the mean (SEM) for the number of
subjects indicated in the legends of the tables and figures. Normality was evaluated using the
Kolmogorov-Smirnov normality test. Because the HDL data were not normally distributed,
this variable was log;o-transformed prior to analysis. For comparison between the two groups
with normally distributed values, statistical significance was evaluated with Student’s t test
for independent samples. For non-parametric data (e.g., % BF, body fat mass and
triglycerides), the Mann Whitney test was used. Student’s t tests for paired samples were used
for comparisons between SAT and VAT gene expression levels. The Pearson (r) correlation
coefficient was calculated to determine the strength of associations. Significance was
accepted at P<0.05. All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 for

Windows (version 5.00.288).



103

RESULTS

Patient characteristics

Table 1 summarizes the anthropometric and biochemical parameters of the patients. The
subjects averaged 35+5 years of age. Only 2 out of the 16 women did not have dyslipidemia:
13 were classified as having very high-risk HDL concentrations; 1 was classified as having
very high-risk LDL concentrations and 6 were classified as borderline for LDL; 1 was
classified as having very high-risk TC concentrations and 4 were classified as borderline; and
1 was classified as very high-TG concentrations and 1 was classified as borderline. None of
them presented a common form of dyslipidemia characterized by three lipid abnormalities:
elevated TG and LDL and reduced HDL. Although none of the subjects was diagnosed with
type 2 diabetes or impaired glucose tolerance (exclusion criterion), it is important to note that

9 subjects had metabolic syndrome. Hypertension was observed in 11 women.

Clinical parameters and gene expression of COL18A1

The statistical analysis showed that the relative COL18A1 expression levels were similar in
SAT and VAT (SAT: 0.319+0.039 vs. VAT: 0.256+0.038, P=0.113). Despite this finding, we
noted that in 6 out of 16 patients, the COL18A1 mRNA levels were at least 1.5 times higher in

SAT than in VAT, with range of 1.60 to 8.10 (Table 2).

Based on literature evidence indicating that (i) the remodeling of the ECM is critical for the
expansion of AT and (ii) there is a possible protective effect of the expansion of the SAT
compared to VAT on metabolism, we assessed whether a higher SAT COL18Al/VAT
COL18AL1 expression ratio is related to clinical parameters in women with severe obesity. To
address this question, the patients were separated into two groups: (a) those who have 1.5

times or greater COL18A1 expression levels in SAT relative to VAT [SAT/VAT>1.5 (group
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H)] and (b) those who have lower values in SAT than in VAT [SAT/VAT<1.5 (group L)]
(Table 2). Figure 2 summarizes the differences in clinical parameters among women in groups
H and L. Group H exhibited lower BMI (41.7+0.7 kg/m?) than group L (43.4+0.3 kg/m?,
P=0.026). Moreover, group H had significantly lower values of % BF (47.2+1.3) and SAT
area (76316 cm?) compared with group L (50.3+0.5, p=0.042 and 808+10 cm?, P=0.026).
Indeed, SAT COL18A1 mRNA was negatively correlated with SAT area (r=-0.54; P=0.030)

and % BF (r=-0.52; P=0.040).

Among the biochemical parameters examined, no difference in blood glucose was observed
between group H (92.5£1.8 mg/dL) and group L (84+3.2 mg/dL, P=0.071). Nevertheless,
OGTT showed significantly higher values in members of group H (115.5+3.6 mg/d) than in
members of group L (95.1+4 mg/dL, P=0.004) and COL18A1 mRNA in VAT was inversely

correlated with fasting glucose (r=-0.55; P=0.026).

When we use the criterion of a SAT COL18A1/VAT COL18A1 expression ratio of > 2, we
observed that 11 women were in the range of SAT/VAT < 2 and 5 were in the range of
SAT/VAT > 2. It is remarkable that women with the lowest SAT/VAT ratio presented higher
BMI (43%0.3 kg/m?) and SAT area (804+1.0 cm®) than those with SAT/VAT ratios > 2
(41+0.8 kg/m?, P=0.046 and 707+2.0 cm? P=0.037). In addition, the group with SAT/VAT
ratios < 2 also had lower OGTT (97+4 mg/dL) than those with SAT/VAT ratios > 2 (115+4
mg/dL, P=0.021).

A positive correlation between VAT COL18A1 expression levels and HDL levels (r=0.65;
P=0.006) was observed. Indeed, the patients with low HDL (< 40 mg/dL) had the lowest
relative levels of VAT COL18A1 expression (0.172+0.054) compared with patients with high

HDL (> 40 mg/dL) (0.322+0.044, P=0.048). This association was not observed in SAT (data
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not shown). No significant difference in COL18A1 mRNA was observed when subjects with
high LDL levels and normal LDL values were compared, and the same result was observed
when subjects with and without metabolic syndrome and hypertension were compared (data
not shown). It was not possible to analyze the COL18A1 expression differences between
individuals with and without changes in TG levels because only 2 women had abnormal

levels of TG.

Further, we evaluated whether there was an association between COL18A1 expression and
adipogenesis-related genes. No significant correlation between COL18A1l expression and
CEBPA (SAT: r=-0.21, p=0.421; VAT: r=-0.05; P=0.868) or PPARG (SAT: r=-0.13,

P=0.631; VAT: r=-0.16, P=0.550) were detected in depots of AT.

DISCUSSION

The aim of this study was to examine COL18A1 expression levels in depots of AT from
women with class 11l obesity. This is the first time that AT depot-specific expression of
COL18AL1 has been reported in humans. We found significant associations between the levels

of COL18A1 expression in both SAT and VAT and clinical parameters.

Although recent studies have shown that gene expression-related metabolism dysfunction in
patients with obesity is more strongly associated with VAT than with SAT[21], we noted that
the patients with higher COL18Al expression levels in SAT than in VAT exhibited
significantly higher levels of OGTT. It is remarkable that this same group has the lowest area
of SAT, a specific fat depot that has been related to protective effects in metabolism[22].
Interesting, we observed that COL18A1 mRNA in SAT was inversely correlated with SAT

area and % BF, whereas COL18A1 mRNA in VAT was inversely correlated with fasting
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glucose. These data suggest that the expression of COL18A1 in SAT might interfere with the
expansion of SAT, whereas in VAT, the expression of COL18A1 might be related to
protective effect on initial alterations in glucose metabolism in obesity, because even both
groups showing no changes in glucose tolerance, OGTT revealed that the Group L is more

tolerant to glucose than Group H.

We observed a positive correlation of VAT COL18A1 mRNA with the concentration of HDL.
Although existing evidence suggests that COL18A1 has important functions in the
metabolism of lipids, including LDL and TG[23-25], there is a lack of studies relating of the
relationship between COL18A1 and HDL. Additional studies might clarify whether COL18A1

in AT can act as a proteoglycan involved in the metabolism of HDL.

Inappropriate expansion of AT, which is characterized by hypertrophic adipocytes, may
trigger metabolic complications, such as insulin resistance[26] and altered lipid profile[27].
To investigate whether COL18A1 expression is correlated with the expression of the majors
transcriptional regulators of adipogenesis, we verified whether COL18A1 mRNA was related
to the expression of CEBPA and PPARG in SAT and VAT; however, we did not find a

significant association between the expression levels of these genes.

The main challenge of this study was the inclusion of women with class 111 obesity and with
normal glucose tolerance. As a result, the small sample size is a major limiting factor to this
study. In summary, despite high BMI and body fat, women with severe obesity who have high
COL18A1 expression in VAT seem to have better glucose and HDL levels and other
outcomes, most likely due to a large area of SAT, which is a depot of AT related to protective

metabolic effects. Thus, further investigation should be performed to clarify the role of
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COL18A1 in expansion of AT and metabolism of carbohydrate and lipid in subjects with

obesity.
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Figure 1 Difference in clinical parameters between women from group L (COL18A1 mRNA
SAT/VAT<L1.5) and women from group H (COL18A1 mRNA SAT/VAT>1.5). BMI: Body
mass index. BF: Body fat. OGTT: Oral glucose tolerance test. SAT: Subcutaneous adipose

tissue. VAT: Visceral adipose tissue.
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Table 1 Anthropometric and biochemical parameters of women (N=16).

Parameters Mean + SEM Range
Weight (kg) 111+3.2 97-139
BMI (kg/m?) 42.7+0.4 40-45
WC (cm) 116+7 107-125
W/H ratio 0.88+0.01 0.77-0.96
BF (kg) 55+1.97 42.6-72.5
% BF 49.2+0.68 41-52.1
SAT area (cm?) 442+12.8  358.5-549.4
Glucose (mg/dL) 87+2.3 70-105
OGTT (mg/dL) 102+3.8 70.6-122
TG (mg/dL) 10949.9 69-207
TC (mg/dL) 17749.7 104-258
HDL (mg/dL) 44.7+2.9 31-74
LDL (mg/dL) 110+10 27.6-167
TSH (ug/mL) 2.60+0.38 0.30-4.90

BMI: Body mass index. WC: Waist circumference. W/H: Waist to hip ratio. BF: Body fat.
SAT: Subcutaneous adipose tissue. OGTT: Oral glucose tolerance test. TG: Triglycerides.
TC: Total cholesterol. HDL: High-density lipoprotein. LDL: Low-density lipoprotein. TSH:

Thyroid-stimulating hormone.



Table 2 Distribution of COL18A1 mRNA levels.

SAT/VAT
SAT VAT COL18A1
COL18A1 COL18Al expression
expression expression ratio
Group L
1 0.072 0.198 0.364
2 0.221 0.349 0.633
3 0.264 0.399 0.661
4 0.346 0.458 0.755
S 0.278 0.327 0.850
6 0.323 0.332 0.975
7 0.586 0.579 1.011
8 0.046 0.045 1.019
9 0.225 0.208 1.077
10 0.537 0.365 1.469
Group H
1 0.178 0.111 1.604
2 0.485 0.218 2.227
3 0.551 0.231 2.389
4 0.429 0.153 2.796
S 0.364 0.090 4.058
6 0.357 0.044 8.101

114

Group L: COL18A1 mRNA SAT/VAT < 1.5. Group H: COL18A1 mRNA SAT/VAT > 1.5.

SAT: Subcutaneous adipose tissue. VAT: Visceral adipose tissue. COL18AL: collagen, type

XVIII, alpha 1.



115

4.3 CAPITULO 3

Gastric Bypass and Sleeve Gastrectomy: The same impact on IL-6 and TNF- a.
Prospective Clinical Trial.

Artigo publicado na revista Obesity Surgery.
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Abstract

Background Due to the association between the quantity of
adipose tissue and concentrations of interleukin-6 (IL-6) and
tumor necrosis factor (TNF-cx), this work aimed to assess
the effects of Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) and sleeve
gastrectomy (SG) procedures on seum IL-6 and TNF-o
concentrations.

Methods This study evaluated serum IL-6 and TNF-o
levels, as well as routine anthropometric and biochemical
values, before and 1 year post-bariatric surgery. Fifty per-
cent of patients (n=24) underwent RYGB, and 50 % (n=24)
underwent SG. Prior to bariatric surgery, IL-6 and TNF-a
mRNA expression levels in subcutaneous adipose tissue
(SAT) and visceral adipose tissue (VAT) were investigated
in obese women.
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Results There was a significant reduction (p<0.05) in all
anthropometric and routine biochemical measurements in
patients in the RYGB and SG groups | year post-surgery.
The serum concentrations of IL-6 and TNF-o were reduced
following surgery in both groups (p<0.05). No differences
in the relative expression levels of IL-6 and TNF-at were
found between SAT and VAT prior to bariatric surgery.

Conclusions RYGB and SG procedures demonstrated a
similar impact on adipokine levels in women 1 year post-
surgery. Both techniques may improve the course of chronic
diseases and the state of inflaimmation associated with

obesity.
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Introduction

Obesity is a global epidemic and is associated with a state of
chronic inflammation [1-5]. Adipose tissues can produce
and secrete proteins known as adipokines, including leptin,
adiponectin, interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor-
alpha (TNF-ct). These proteins may represent a link between
obesity and associated co-morbidities, including cardiovas-
cular diseases, type 2 diabetes, and certain cancers, among
other conditions [6-8]. IL-6 and TNF-c are of particular
interest due to their significant pro-inflammatory properties,
as well as their roles in the regulation of cardiovascular
function and in various adipocyte functions, including insu-
lin resistance [3, 4, 9].

Surgical treatment of morbid obesity has been shown to
be an effective strategy for achieving long-term weight loss
and reducing co-morbidities [10]. The Roux-en-Y gastric
bypass (RYGB) is the most common bariatric technique
used [11-13] compared to the sleeve gastrectomy (3G)
technique [14]. To our knowledge, a comparative analysis
of the effects of RYGB and SG procedures on inflammatory
biomarkers has not been conducted. Therefore, we deter-
mined the impact of RYGB and 5G on the serum concen-
trations of IL-6 and TNF-ot in women before and 1 year

post-surgery.

Subjects and Methods
Subjects

Female participants (n=48) enrolled at the Bariatric Surgery
Program of the HUCAM/UFES, Cassiano Antonio Moraes
University Hospital, Federal University of Espirito Santo,
were selected for the study. The participants were between
21 and 59 years of age, had body mass indices (BMIs)
between 40 and 45 kg/m®, and presented with histories of
multiple unsuccessful attempts to reduce their weight. The
participants did not have histories of mental illness, use of
illicit drugs, high risk for surgery, admission to compulsive
sweet-eating habits, or previous digestive tract surgery. All
subjects had no other inflammatory diseases, were free of
infectious diseases, and were not receiving anti-obesity or
anti-inflammatory drugs at the time the study was initiated.
The diagnostic criteria used for diabetes, including impaired
glucose tolerance, hypertension, and metabolic syndrome,
were established by the International Diabetes Foundation
[15].

Volunteers who met inclusion and exclusion criteria were
recruited from our program, and the women at the top of a
waitlist for bariatric surgery were selected. Patients were
consulted individually and confidentially regarding their
preferences for either surgical technique following an

explanation of the advantages and disadvantages of each
method as determined by the Committee on Ethics in
Human Research of the Federal University of Espirito
Santo—UFES (approved protocol number 049/06).
Patients were then allocated to two groups based on their
selected surgical method, and all patients signed informed
consent before surgery. This study was registered at
clinicaltrials.gov (NCT00873405) [16].

Of the total sample, 50 % of the participants (n=24)
underwent RYGB, and 50 % (n=24) underwent S5G. These
groups were evaluated during the preoperative period and
monitored for 1 year post-surgery by the same nultidisciplinary
team.

Surgical Techniques

The procedures were performed by the same surgeon, using
identical laparotomic procedures, as determined by the
Unified Health System (Brazilian Public Health System),
and the same type of anesthesia. The RYGB procedure was
standardized with a 40-cm biliopancreatic limb length and
150-cm alimentary limb length. The gastric pouch was
formed, starting 10 cm distal to the esophago-gastric junc-
tion, using a linear stapler/cutter (30 mm blue loads, Tyco®)
applied along a 32 Fr Fouchet tube. A custom gastro-
jejunostomy was performed. The SG pouch was created
using the same linear stapler/cutter device applied along a
32 Fr Fouchet tube, beginning 5 cm from the pylorus and up
to the angle of His. In both procedures, a 3-mm-wide
Silastic® ring was inserted around the gastric pouch 5 cm
distal to the esophago-gastric junction, creating an outlet
lumen diameter of 12 to 13 mm to standardize the tech-
niques and minimize bias, as reported by Miguel et al. [17].
All staple lines were strengthened using a sero-serosa run-
ning polypropylene suture and tested with methylene blue
solution.

Anthropometric Variables

All of the patients were monitored according to the
multidisciplinary clinical protocols of the Bariatric Surgery
Program. Monitoring analyses were based on data related to
body weight (kg) [18], BMI (kg/m?) [19], waist circumfer-
ence (WC) [20], percentage body fat (%BF), and lean body
mass (%BM), which were measured by the electric
bioimpedance [21] method (EB) with the use of the Body
Stat® 5000 device.

To evaluate the percentage of excessive weight that was
lost (%EWL), an ideal weight was calculated based on the
tables of Metropolitan Life Insurance, as recommended by
Deitel and Greenstein [22] and the Society for Brazilian
Bariatric Surgery [23] ( ideal weight [kg] = 53.975 +
[(height[m] — 1.524) = 53.5433]). Weight loss was defined
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as the difference in weight before and after surgery (weight
loss [kg| = weight before surgery — weight after surgery) and
evaluated by the following formula: %EWL =
weight loss (kg) / (weight before surgery [kg| — ideal weight
lkg]) x 100.

We also calculated the percentage of excess BMI that was
lost (%EBMIL) based on the difference between the BMI
before and after the surgery (EBMIL (kg/m?) = BMlyespe
—BM s, ), as well as a calculation of the excess BMI (BMI
before surgery, 24.9), which was 24.9 kg/m” above the normal
range of BMI according to the World Health Organization
[19]. Therefore, the %EBMIL was calculated using the for-
mula: %EBMIL = lossof BMI (kg/m’ ) /excessive BMI
(kg/m?) x 100., adapted from Deitel and Greenstein [22]
and Deitel et al. [24]. The percent body fat loss
(%BFL) was evaluated by the reduction in body fat
multiplied by 100 and divided by body fat before sur-
gery (%BFL = [BFpeore — BFatier] % 100/BFpetore ). The
reduction in WC (LWC) was evaluated as the difference
between the WC values before and after surgery (LWC = W
Coctore — wcnfb:r)

Blood and Adipose Tissue Samples

Blood samples were collected after 10 h of fasting. The
samples were centrifuged, and the sera were collected.
Subcutaneous adipose tissue (SAT) from the abdominal wall
and visceral adipose tissue (VAT) from an omental site were
collected during the RYGB and SG surgeries. Sera and
adipose tissues were immediately frozen in liguid nitrogen
and stored at —80 °C until analysis. Data related to biochem-
ical levels of fasting glucose, triglycerides, and total and
relative fractions of cholesterol (HDL and LDL) were ana-
lyzed according to routine biochemical laboratory analyses.
The Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) was evaluated
according to the criteria of the International Diabetes
Federation (http://www.idf.org/fact-sheets/impaired-
glucose-tolerance).

Serum Measurements of IL-6 and TNF-x

The serum concentrations of IL-6 and TNF-o¢ were deter-
mined by the enzyme linked immuno-sorbent assay method
using the Invitrogen™ Human TNF-o UltraSensitive kits
(average intra-assay coefficient of variation, %CV=5.9; av-
erage inter-assay percentage, %CV=28.5; sensitivity<
0.09 pg/mL) and Invitrogen™ Human IL-6 US Ultra
Sensitive (average intra-assay coefficient of variation,
%CV=6.41; average inter-assay percentage, %CV=7.8;
sensitivity < 104 fg/mL).

The plates were analyzed with a DIAS Microplate Reader
device (Dynex Technologies The Microtiter® Company) at
a wavelength of 450 nm. The absorbance values were used

@) Springer

to calculate the concentrations of IL-6 and TNF-o¢ in pg/mL,
using linear equations based on the standard curves. These
measurements were carried out in duplicate and the average
of the two values was used for data analyses. Samples with
values under detection limits were substituted with the min-
imum detectable value. The difference (Dif) of TNF-xx and
IL-6 was calculated as differences between the serum cyto-
kine concentrations before and after surgery using the fol-
lowing formulas: DifIL-6 = IL-fpefore — [L-6ager and
Dif TNF-@ = TNF-tthetore — TNF-aafter.

RNA Isolation from Adipose Tissues and Synthesis
of cDNA

A total of 80-100 mg of SAT and VAT from 33 women was
homogenized with Tissue Ruptor (Qiagen), and the total
RNA from homogenate was isolated using RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit (Qiagen). During extraction, the RNA was
treated with DNase I (RNase-Free DNase set, Qiagen)
according to the manufacturer’s protocol. RNA quality and
concentration were evaluated using Nanodrop 1000 and
agarose gel. Only samples measuring the 260/280 nm ab-
sorbance ratio=1.8-2.1 were used in the quantitative PCR
(qPCR). cDNA was synthesized from 2,000 ng of total RNA
using Superscript II (Invitrogen™), according to the manu-
facturer's recommendations, and stored at —20 °C. Some
patient samples were excluded from analyses due to poor-
quality RNA.

Quantitative PCR Analysis

qPCR was used to verify the IL-6 and TNF-ot mRNA expres-
sion levels in the SAT and VAT of obese women. A total of 1 pl
(30 ng) of each cDNA sample was mixed with 2.5 pl of | pM
each primer, 12.5 pl of 1X SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), and DNase/RNase-free water to a total
volume of 25 pl. gPCR reactions were performed in triplicate
using ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System
(Applied Biosystems) with a standard temperature protocol
Primers were designed with the assistance of Primer-BLAST
(http://www.ncbinlm nih.gov/tools/primer-blast/) (genes—IL-
6: SSAATTCGGTACATCCTCGACG3' [forward] and 5°
TTCTGCCAGTGCCTCTTTGC3' [reverse]; TNF-o: 5
TCTCGACTTTGCCGAGTCTG3' [forward] and 5°
CGTTTGGGAAGGTTGGATGTS' [reverse], endogenous—
SDHA [succinate dehydrogenase complex subunit A]: 5
TGGGAACAAGAGGGCATCTGS' [forward] and 5
CCACCACTGCATCAAATTCATG3' [reverse]; HPRTI [hy-
poxanthine phosphoribosyltransferase] 1: 5'
TGACACTGGCAAAACAATGCA3Z' [forward] and 5'
GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT'3 [reverse]; transcript con-
trol genes—GAPDH [glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase]: S'CCATCTTCCAGGAGCGAGATS' [forward] and 5
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Table 1 Baseline and 1 year - .
post-surgery characteristics Variable Baseline 1 year post-surgery”
1 (%) 1 (%)
RYGB +8G RYGB  8G RYGB +8G RYGB  8G
Menopause 24 0(0) 2(8) NA NA NA
Co-morbidities
Analysis of frequency was cal- Hypertension (T 16 (66) 18 (33) 10(21) 4(16) 6(25)
culated using Fisher’s exact test Dyslipidemia
RYGB Roux-en-Y gastric by- Triglycerides =150 mg/dL 18 (38) 10 (42) 8(33) 1(2) 1(4) 0 (0)
pass, SG sleeve gastrectomy, Total cholesterol =200 mg/dL. 20 (42) 8(33) 12 (50) 5(104) 1(4) 4 (16)
HDL high-density lipoprotein, .
IGT intolerance glucose test, HDL=50 mgn_iL 40 (83) 20(B3) 20 (B3) 19(40) 8(33) 11(46)
NA not applicable Hyperglycemia
*Baseline: RYGB vs. SG, Type 2 diabetes 11 (23) 2(8) 9 (37 0(0) 0(0) 0(0)
p=0.05; 1 year post-surgery: IGT B (17) 4(16) 4 (16) 0{0) 0{0) 0 (D)
RYGB vs. SG,p>0.05; Baseline  Np classification 1(2) 1{4) 0 (0) 0(0) 0(0) NA

vs. | year post-surgery, p=0.035

TTCTCCATGGTGGTGAAGACS' [reverse]). The cycle
threshold (Ct) was defined as the cycle number at which a
significant increase in the fluorescence signal was first detected.
A standard curve for each primer set was generated by serial
dilution of a randomly chosen ¢cDNA sample based on the
linear relationship between the Ct and the logarithm of the
initial cDNA amounts. Each sample was run in duplicate, and
the mean values of the duplications were used to calculate the
slope. The amplification efficiency (£) of each primer was
calculated according to the equation E = 100~/
GeNom v3.4 was used to determine the most stable endoge-
nous controls (SDHA, HPRT1, and GAPDH) and to calculate
the normalization factors for each sample [25]. Expression
values were calculated according to [26].

Statistical Analysis

The results are presented as medians and means with stan-
dard error of means (SEM). Nonparametric Wilcoxon
signed-rank test for matched pairs and Mann—-Whitney test
were used to compare data as indicated. To analyze correla-
tions between variables, we used Spearman comrelation test,
and frequency analyses were calculated with Fisher's exact
test. Differences were considered significant at p=0.05. All
statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5
for Windows (version 5.00.288).

Results

Preoperative Period

The mean age of enrolled women was 35.5£1.1 years, with no
differences between the group mean ages (RYGB=33.8+

1.3 years vs. 3G=37.2+1.7 years, p=0.179). The datarelating
co-morbidities, anthropometry, body composition, and bio-
chemical levels are described in Tables 1 and 2. Women in
the RYGB group were heavier and had more body fat than
women in the SG group. Although participants in the RYGB
group began the study weighing 8 kg more than women in the
SG group, both groups had similar BMIs, which is likely due
to the height differences between groups (RYGB=1.66%
0.01 mvs. 83G=1.60+0.01 m, p=0.005).

In all patients, no differences were observed between the
relative expression levels of IL-6 and TNF-o¢ for SAT and
VAT prior to baratric surgery. No group differences were
identified in cytokine expression (Fig. 1). Furthermore, there
were no differences in IL-6 and TNF-x serum concentrations
between the RYGB and 8G groups before bariatric surgery
(Fig. 2). In both types of adipose tissue examined, no correla-
tions were observed between mRNA IL-6 and mRNATNF-x
expression (SAT n=20, r=—0.08, p=0.75; VAT n=25,
r=022, p=0.29), between IL-6 mRNA levels and IL-6 serum
concentration (SAT n=17, r=-0.09, p=0.73; VAT n=17,
r=0.07, p=0.77), nor between TNF-ox mRNA levels and
TNF-a¢ serum concentration (SAT n=17, r=—0.09, p=0.72;
VAT »=0.12, p=0.62). A comelation was observed between
IL-6 and TNF-at levels in serum (n=335, r=0.33, p=0.053).

Relative expression and serum levels of cytokines did not
correlate with anthropometric parameters or body composi-
tion parameters, including weight, BMI, body fat, WC, %BF,
and %BM (data not shown). The analysis of biochemical
parameters demonstrated that [L-6 serum levels were positive-
ly correlated with LDL levels, whereas TNF-ot serum levels
were positivel y correlated with fasting ghicose, glucose toler-
ance, and triglyceride levels (Table 3). Baseline data demon-
strated homogeneity between the groups prior to surgery
(Tables 1 and 2).

4l Springer



120

OBES SURG (2013) 23:1252-1261

1256

uosuredwos dnoxFenu “sdnoad e o (0o d .

£L=4,
0T=t,
Eh=tig
[Z=u,
El=t,
FE=i,
[c=i,
Gl=t,

b=t

tApdmsgsod tead | pue swmpseq w0 sa goAY wosuedwos dnondmun ‘cyp=d, pm 100 .

maoidody Aisuap-mo| 77 ‘waosdody Ansuap-ydn Fgpy 1521 20uRia]0) asoon|F [0 [ 100 Xapul ssew Apoq [pyg ‘Awopansed [enma asafs 0g ‘sseddq ansed A-us-xnoy goly
Apansadsar ‘pasn aram 1531 Jues-poudis uoxoo( s pue 1591 Saunyp -uuepy ‘suosuedwos dnodenm pue dnosfimm o], sesapuared w yHS pue ueaw uA sanjea mipaw se pauasaid aae vm(g

LlLsF0s01) v56 UsaSOF6TE FOPFLF6) 16 (CLF¥6(T1) 90El (T 1IF6 L1 901 (LoFaTTI) 911 (1w a1
LI TFF0S) 08 q{zraer) S1s ' 1¥ros) os (€T 1F) o€ (ozgor) OF (S1FT 1) 6 (/) JaH
LalPOFTELI 191 U 4+0°6F61S1) 8F1 F(oeFeer)ost (I8¥9gal) o861 (To179°661) 6L (r6F9 L61) THI ("1pyBur) jomisajoys [may,
T{LeFaes) 6L U (FLIFOTE) 1L F(C8FoLR) vL (FoIF86£1) S'SII (§L8FE€ST) STEN (sP¥so61) SETl (p/8wr) sapuaod]du ],
FEFFraL) 08 (0S¥ TR 89 PSEFISL)SL 2O TIFT6RI) ST q(geresi) ol (6 LFR6TI) 611 (Tp/Auw) LID0
(T 1Fc08) 18 (€ 1roza) €18 (6'0F918) 18 TorFetinsis (6'SFE'86) €6 (6'SFRPO1) €6 (TpyBw) asoon
0 1F589) 989 (IF00L) £0L (Lo0Fe69) 8769 (soFeIs)¥is (o0F0°18) TOS (FoFT 18} 1§ s £poqoy,
o 1Fe1eleie (I'TF00€) 86T (LoFL0e) €08 (S0 L8k L8F (o0F0er) 86t (FOFa8F) I'6t 185 Apoqu;
(TrrLzedete (€ 1¥eza LIT (60F9TTV 61T AE0FETE) €18 HS1FL98) 998 (60F ¥ #S) €S (84) 18y Apog
F1¥L68) 68 ©'1¥606) 16 01F€06) 16 (rrFogi €81 (L1FvoT) el (01T 6Ll S611 (Ua) 20UAUNIND ISTEM
(COFLLT) 9769 OOFELT TIT (POFSLT €LT (E0FCTH) LTF (FOFSTR) TF (TOFSTH) 9T (Juy3q) e
OTFUIL 9FL (B TFEFPL €L (P IFLTLTTL ol CTFFLOL) 8901 «lTTFFSID) 1S 1L (FIFF 111 8°601 () Ty,
(pg=4) DS (pT=1) GOAY (8F=8) DS + GDAY (PT=0) DS (pT=t) OAN (8 =) DS + DAY
(NES F usaw) ueIpafy (AAS F ueaur) wepay
eefaodmsasod meak | =TI e | SHBLIBA

siaeweed Exwagaog pue ‘womsoduos Apog ‘Anawodonpury 7 aqe]

@ Springer



OBES SURG (2013) 23:1252-1261

121

a

0.3

]

: o
% 4 A ©
» fa
: | - o o
= A
I 044
¥ 00
i §§é g

0.0 4 O Lﬁ%—‘. -

RYGB VAT  RYGB SAT

$G VAT

Fig. 1 Relative IL-6 and TNF-ox gene expression levels in visceral
adipose tissue (FAT) and subcutaneous adipose tissue (SAT). Data are
expressed as median values with interquartile range indicated. a IL-6
mRMA relative expression levels in the RYGB and SG groups.
Intragroup comparison to VAT vs. SAT=p>0.05 to all groups. Intergroup

Post-operative Period

At | year post-surgery, there was a significant reduction in
the IL-6 and TNF-ox serum concentrations in both groups
(intragroup comparison; Fig. 2). Remarkably, no post-
operative differences in cytokine concentrations were ob-
served for participants in either the RYGB or SG groups
(intergroup comparison; Fig. 2).

An analysis of inflammatory biomarkers of all partici-
pants (RYGB + 8G), as well as between the RYGB and 8G
groups, indicated no correlation between I1L-6 and TNF-or
serum levels. A negative correlation was observed between
HDL levels and IL-6 serum concentration (Table 3).

No differences were observed in Dif IL-6 and Dif TNF-o
between the RYGB and SG groups (Dif IL-6: RYGB=2.27+
0.39 pg/mL and SG=2.89£0.50 pg/mL, Mann—Whitney p=
0.377; Dif TNF-o: RYGB=0.47+0.14 pg/mL and $G=0.84+
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Fig. 2 Serum IL-6 and TNF-a concentrations. Data are expressed as
median values with interquartile range indicated. a Intragroup compar-
ison to IL-6 serum, ***p<0.0003 to all groups. Intergroup comparison
to [L-6 serum in baseline and 1 year post-surgery moments, p=0.05. b
Intragroup comparison to TNF-o serum, **¥p<0.0001 to RYGB+,
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comparison to VAT and SAT=p>0.05 between groups RYGB vs. 5G. b
TNWF-ot mENA relative expression levels in RYGB and SG groups.
Intragroup comparison VAT vs SAT=p>=005 to all groups. Intergroup
comparison to VAT and SAT=p>0.05 between groups RYGB vs SG

0.23 pg/mL; Mann—Whitney p=0.145). In all participants
(RYGB + 8G), the Dif IL-6 was correlated with Dif TNF-ox
(Fig. 3).

Patients in both groups displayed a reduction in BMI
(35.1£0.9 %; min=17.5 %; max=>50.7 %). It is noteworthy
that, 1 year post-surgery, only 11 patients (23 %) were classi-
fied as obese, with a BMI range of 30-33 kg/m”. Both RYGB
and SG groups presented with reductions in anthropometry
and body composition parameters (Table 2). RYGB and SG
procedures had similar effects on anthropometric parameters,
such as % EWL (RYGB=76.4+2.7 % vs. SG=T74.3+3 %; p=
0.836), %EBMIL (RYGB=86.4%3.1 % vs. SG=84.9+2.9 %;
p=0.476), %BFL (RYGB=37.7£2.0 % vs. SG=34.6= 1.9 %;
p=0.235), and LWC (RYGB=29.8+1.9 cm vs. 8G=28.5+
1.3 cm; p=0.483). However, the RYGB group showed greater
reductions in body fat than the 8G group (RYGB=34.2+
1.5 kg vs. 8$G=29.6+0.9 kg; p=0.031).

o

TNFiz SERUM CONCENTRATION

i-year Baseline 4.year
RYGE G 5G

RYGE
+5G «5G

**p<0.008 to RYGB and SG groups. Intergroup comparison to TNF-
o serum in baseline and 1 year post-surgery moments, p>0.05. To
intergroup and intragroup comparisons, Mann-Whitney test and
Wilcoxon signed-rank test were used, respectively
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Table 3 Cormrelation between biochemical parameters and serum IL-6 and TNF-a concentrations

IL-6 TNF-u

Baseline 1 year post-surgery Baseline 1 year post-surgery
Ghucose (mg/dL) 0.15 (36) 0.25 (38) 0.35% (38) 0.10 (36)
OGTT (mg/dL) 0.21 (30) 0.29 (26) 0.35% (32) 0.01 (26)
Triglycerides (mg/dL) 0.01 (33) 0.21 (33) 0.35% (36) 0.00 (33)
Total cholesterol (mg/dL) 0.30 (33) —0.13 (33) 0.17 (36) 0,00 (33)
HDL (mg/dL) —0.21 (35) —.45%#* (34) —0.22 (38) —0.03 (33)
LDL (mg/dL) 0.44%# (35) 0.01 (34) 0.21 (38) 0.00(33)

The data were tested by Spearman comelation. Data are expressed as r, coefficient of correlation, and the sample size in parentheses

OGTT oral ghicose tolerance test, HDL high-density lipoprotein, LDL low-density lipoprotein

**p<0.01; ¥p<0.05 (baseline and 1 year post-surgery)

With the exception of total cholesterol and LDL levels,
the RYGB and SG groups presented with similar biochem-
ical profiles (Tables | and 2). The RYGB group presented
with lower total cholesterol and LDL levels than the SG
group. Participants from the RYGB group were classified as
optimal regarding their LDL values (<100 mg/dL), whereas
the participants from the SG group had LDL levels classi-
fied as near optimal (100-129 mg/dL) [27].

There was a significant reduction in the frequency of co-
morbidities across both groups (Table 1).

Discussion

The major goal of this study was to determine whether
RYGB and SG procedures impact the serum IL-6 and
TNF-x concentrations in women | year post-bariatric sur-
gery. Furthermore, the correlations between serum IL-6 and
TNF-ox levels and gene expression profiles, biochemical
marker levels, anthropometric parameters, and body com-
position were determined.

Our results demonstrated that both the RYGB and 3G
procedures effectively reduced serum IL-6 and TNF-a

4-

L TNF-c (pg/miL)

A A0 [ ) @
-4 A L6 (pgimL)

Fig. 3 Spearman comelation between Dif IL-6 and Dif TNF-a. All the
RY GB + SG data (n=35) were used in this analysis [»=0.38, confidence
interval=0.042 to 0.69, *p=0.02]. Dorted lines represent the 95 % CI

@) springer

concentrations 1 year post-surgery and were associated, in
part, with the loss of body fat. Other studies have reported
no noticeable reductions in these serum cytokine concentra-
tions following different types of bariatric surgery proce-
dures. Miller et al. [28] observed that IL-6 and TNF-ax
serum levels were not different at baseline, at 3 weeks, or
at 3 and 6 months post-laparoscopic Rowx-en-Y gastric
bypass. Similarly, Laimer et al. [29] did not find significant
differences in levels of either 1 year post-gastric banding
intervention. However, it is worth mentioning that patients
in the above study had a mean post-surgery BMI=30 kg/m’;
therefore, they were still classified as obese. Studies have
demonstrated that reductions in BMI values between 40 and
30 kg/m” slightly affected 1L-6 and TNF-or plasma concen-
trations in morbidly obese patients [28, 29].

Our study demonstrated that the surgical procedures were
effective in reducing anthropometry and altering body com-
position | year post-surgery. Patients from the RYGB group
presented with greater weight and body fat reduction than
patients from the SG group. This observation was supported
by the work of Tice et al. [30], which demonstrated that
RYGB patients lost more weight than patients in other
treatment groups. Furthermore, the post-RYGB %EWL
recorded for patients in the present study was comparable
to levels described by Kruseman et al. (71.719.1 %) [31].
Weight loss in SG procedures varies significantly (from 36.0
to 85.0 %) depending on the timing of follow-up assess-
ments after surgery (ranging from 3 to 36 months) [31-33].
In our study, 8G induced a considerable %9 EWL (approxi-
mately 70 %) at 1-year follow-up.

The decreases in IL-6 and TNF-o serum concentrations
observed in our study could be explained by the significant
reductions in BMI (from 42.5 to 27.5 kg/m® | year post-
surgery). Indeed only 11 patients presented with post-
surgical BMI ranges between 30 and 33 kg/m”.

Despite the fact that women in the RYGB group
presented with greater body fat loss than women from the
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SG group, both groups showed similar reductions in serum
IL-6 and TNF-x concentrations post-surgery.

There is evidence that a decrease in fat mass leads to a
reduction in IL-6 and TNF-a serum levels [34] and that lean
subjects show lower IL-6 and TNF-x serum concentrations
compared to those of obese subjects [34, 35], suggesting
that adipose tissue plays a central role in regulating serum
cytokine concentrations.

Previous studies indicated that VAT and SAT tissues are
biologically distinct based on their gene expression profiles
[36, 37]. It has been proposed that VAT gene expression is
more strongly related to damaged metabolism than SAT in
obese individuals [38, 39]. In our study, VAT and SAT
exhibited similar IL-6 and TNF-x gene expression levels,
in accordance with a previous study conducted on obese
patients [40]. Furthermore, the literature indicates that the
expression of IL-6 VAT and SAT in obese individuals is
normally higher than tissue expression in nomal weight
individuals [41]. Higher values of TNF-ox expression in
the VAT of obese subjects compared to lean subjects have
also been reported [42].

The present study demonstrated a positive correlation be-
tween serum IL-6 and TNF-ox concentrations (p=0.053) prior
to surgery. It is important to note that previous work has
demonstrated crosstalk between 1L-6 and TNF-ox expression
[43, 44], and the expression of these cytokines was affected by
the NF-kB regulatory network [45]. Accordingly, in all of the
patients in our study, the differences in serum cytokine con-
centrations demonstrated a link between IL-6 and TNF-ot.

In our study, cytokine mRNA expression levels in adi-
pose tissue did not correlate with circulating levels in mor-
bidly obese women in either the RYGB or SG groups.

Our results indicated that the preoperative serum I1L-6 and
LDL concentrations were positively correlated. Furthemmore,
a negative correlation between TNF-o¢ and plasma glucose
and triglyceride concentrations was also observed. After sur-
gery, HDL was negatively correlated with serum IL-6 con-
centrations, in agreement with previous work [46—48].

Although Brolin et al. [49] reported that a 1-year follow-up
period may be considered a relatively short time to evaluate
lipid profiles between different surgical procedures, our study
revealed improvement in these biochemical parameters.
RYGB successfully decreased fasting glucose levels and oral
glucose tolerance test responses, as previously demonstrated
[50-53], and the fasting glucose levels were also similar for
women receiving the SG procedure, as previously described
by our group [54] and Vidal et al. [55]. Additionally, both
procedures resulted in improved plasma lipid concentrations
(Table 2). The results of both surgical procedures can be
attributed to caloric restriction, whereas outcomes of the
RYGB procedure can also be associated with nutrient malab-
sorption [56]. These changes observed in both groups were
associated with a reduced frequency of co-morbidities.

Conclusion

RYGB and SG procedures had similar impact on cytokine
levels in women 1 year post-surgery. Both types of baratric
surgery were effective in facilitating weight loss and reduc-
ing the frequency of co-morbidities. Both techniques may
improve chronic diseases and the state of inflammation
associated with obesity.
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4.4 CAPITULO 4

A expressao do gene VEGFA é reduzida em tecido adiposo subcutaneo de
mulheres com obesidade grave e alteracfes natolerancia a glicose.

Artigo em preparacéao.
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A expressdo do gene VEGFA é reduzida em tecido adiposo subcutéaneo de

mulheres com obesidade grave e altera¢cdes na tolerancia a glicose

Fabiano P S Honorato, Karine L Araujo-Dasilio, Elaine C Viana, Gustavo P S Miguel, Flavia

de Paula, Nazaré S Bissoli, Maria Rita S Passos-Bueno, Flavia | V Errera

1. INTRODUCAO

O tecido adiposo é altamente vascularizado e sua expansado durante a progressao
da obesidade depende de intensa atividade angiogénica (CAO, 2007; FOLKMAN,
2006). O VEGFA ¢ o principal fator envolvido na angiogénese e atua diretamente no
endotélio vascular, induzindo a proliferacdo e migracdo de células endoteliais,
promovendo a vascularizacdo do tecido. Desse modo, € crescente o niamero de
pesquisas indicando que o VEGFA esté relacionado ao desenvolvimento e expansao
do tecido adiposo, sendo considerado um novo alvo terapéutico no tratamento
contra a obesidade (CELEC e YOUNEMITSU, 2004; FERRARA, 2004).

Sabendo que uma expansao ineficiente do tecido adiposo esta associada a um pior
perfil metabdlico, neste trabalho foi verificado i) se a expressao do gene VEGFA é
diferente entre tecido adiposo subcutéaneo (TAS) e visceral (TAV) de mulheres com
obesidade grave, ii) se a expressao do VEGFA em TAS e TAV de mulheres com
obesidade grave é diferente entre aquelas com e sem alteracdes na tolerancia a

glicose e iii) se ha correlacédo entre a expressao do VEGFA e adiponectina.

2. METODOLOGIA

2.1 Sujeitos e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade
Federal do Espirito Santo - UFES, com o protocolo numero 049/06. A amostra deste
estudo foi constituida por um total de 33 pacientes do sexo feminino com obesidade
grau Il e participantes do Programa de Cirurgia Bariatrica do Hospital Universitario

Cassiano Antonio Moraes, da Universidade Federal do Espirito Santo
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(HUCAM/UFES). Os seguintes critérios de exclusdo foram utilizados: a) presenca de
doencas inflamatorias, a ndo ser a obesidade, b) presenca de doencas infecciosas e
tireoidianas previamente conhecidas; c) uso de anti-depressivos ou drogas anti-
obesidade durante o periodo do estudo e d) pacientes que se declaravam no

periodo de climatério ou pdés-menopausa.

O DM2, o Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) e a hipertensdo foram
classificados de acordo com critérios da IDF (2006). Foram realizadas andlises na
amostra total e também em amostras estratificadas por alteracdes da glicemia, de
modo que tanto a presenca de DM2 quanto de tolerancia diminuida a glicose (IGT)
foram consideradas alteracdes na tolerancia a glicose. As principais caracteristicas

clinicas das pacientes encontram-se expostas na Tabela 1.

2.2 Antropometria, Composicado Corporal e Parametros Bioquimicos

Todas as pacientes foram acompanhadas seguindo os protocolos clinicos
multidisciplinares do Programa de Cirurgia Bariatrica, os quais viabilizaram a
obtencdo dos dados dessa pesquisa. Foram analisados dados relativos ao peso
corporal (kg), IMC (indice de Massa Corporal) (kg/m?) e circunferéncia abdominal
(cm), bem como porcentagem de gordura corporal (%) e porcentagem de massa
magra (%), os quais foram medidos pelo método de bioimpedancia elétrica com uso
do Body Stat® 5000 device. Além disso, também foram verificados dados
bioguimicos relativos aos niveis do TOTG, Teste de Glicemia em Jejum,
Triglicerideos, Colesterol Total e fracdes.

2.3 Amostras de Tecido Adiposo, Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

As amostras de TAS, da parede abdominal, e TAV, do omento, foram coletadas
durante a cirurgia bariatrica. Essas amostras foram congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -80°C até o isolamento do RNAmM. Um total de 80-100 mg de cada
amostra de TAS e TAV das 33 pacientes foi homogeneizado em Qiazol com auxilio
do Tissue Ruptor (Qiagen). O RNA total foi tratado com DNase | (Kit RNase-Free
DNase set, Qiagen) e isolado usando o Kit RNeasy Lipid Tissue Mini (Qiagen). A
qualidade e a concentracdo do RNA foram avaliadas usando NanoDrop® ND-1000 e
gel de agarose 1%. O cDNA foi sintetizado a partir de 2000ng de RNA usando Kit

Superscript 1l (Invitrogen™), de acordo com as recomendacdes do fabricante, e
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armazenado a -20°C até a realizacdo da PCR quantitativa em tempo real (QRT-
PCR).

24 .Anélise de PCR quantitativa em tempo real

Um total de 1ul (30ng) de cada amostra de cDNA foi misturada a 2.5 yl de primer
especifico a 1 yM, 12.5 pl de 1X SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
e DNase/RNase-free water para um volume final de 25 ul. As rea¢des de qPCR
foram realizadas em triplicatas usando ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection
System (Applied Biosystems) com protocolo de temperatura padréo. Os primers dos
genes controles enddgenos (SDHA, HPRT1 e GAPDH) e dos genes VEGFA e
ADIPOQ estao listados na Tabela 2. O Ct (Cycle threshold) foi definido como o
namero do ciclo em que um aumento significativo no sinal da fluorescéncia foi

detectado pela primeira vez.

Uma curva padrdo para cada conjunto de primers foi gerada pela diluicdo em série
de amostras aleatdrias de cDNA, com base na relacao linear entre o Ct e o logaritmo
da quantidade inicial de cDNA. Cada uma dessas reacdes foi feita em duplicata e as
médias foram usadas para calcular o declive. A eficiéncia de amplificacdo (E) de
cada primer foi calculada de acordo com a equacdo E=10¢"e) O programa
GeNorm v3.4 foi usado com todos os 3 genes enddgenos para calcular o fator de
normalizacdo para cada amostra. Os valores de expressdo foram calculados de
acordo com Pfaffl (2001).

2.5 Andlises Estatisticas

Como os valores referentes a glicemia em jejum, colesterol total, HDL, triglicerideos
e expressdo génica ndo apresentaram distribuicdo normal, foram utilizados testes
nao-paramétricos para a analise de dados. O numero exato de pacientes foi
diferente para cada analise e encontra-se especificado nos resultados. O teste
pareado de Wilcoxon foi usado para comparacao de valores relativos de expressao
génica entre TAS e TAV. Para a comparacdo entre dois grupos ndo pareados a
significancia estatistica foi avaliada de acordo com o Teste de Mann-Whitney.
Coeficientes de Correlacdo de Spearman foram calculados para avaliar a forca da
associacdo. Para as andlises estatisticas foi adotada uma significancia de p<0.05.
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Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism
5 para Windows (verséo 5.00.288).

3. RESULTADOS

3.1 Expressdo de VEGFA nos depdsitos TAS e TAV e sua Correlacdo com
parametros clinicos e Adiponectina

Foram observados valores médios de expressdo de VEGFA semelhantes entre TAS
e TAV (0.021 £ 0.002 vs. 0.021 + 0.003, p=0.76, n=25). No TAS, a idade foi
correlacionada negativamente ao VEGFA (n=29, r=-0.4409, p=0.0167). No TAV, este
gene foi positivamente associado ao excesso de peso (n=28, r=0.3824, p=0.044) e
negativamente associado aos niveis de colesterol total (n=27, r=-0.3957, p=0.0411)
e HDL (n=28, r=-0.4130, p=0.0289). Nenhuma correlag¢ao significativa foi encontrada
em relagéo ao IMC, circunferéncia abdominal e porcentagem de gordura corporal. A
expressdo de RNAmM do gene VEGFA foi positivamente correlacionada a expressao
de Adiponectina tanto no TAS (n=29, r=0.5793, p=0.001) quanto no TAV (n=28,
r=0.5523, p<0.01).

3.2 Expresséo de VEGFA entre pacientes com DM2/IGT e NGT

A amostra total foi subdividida em pacientes com alteracdo na tolerancia a glicose
(com DM2 e IGT) e aquelas com tolerancia normal a glicose (NGT). Foi possivel
observar que, no TAV, pacientes DM2/IGT apresentaram expressao de VEGFA
menor que NGT (n=19; p=0,0491) (Figura 1). Nesses grupos, nao foram observadas
diferencas significativas entre a expressdao de VEGFA do TAS e do TAV, assim
como na amostra total. A expressdo de RNAmM do gene VEGFA foi positivamente
correlacionada a expressao de adiponectina tanto no TAS (n=11, r=0.66, p<0.05)
quanto no TAV (n=9, r=0.86, p<0.01) do grupo DM2/IGT e também no TAS e TAV
grupo de NGT (TAS: n=18, r=0.57, p=0.01; TAV: n=19, r=0.40, p<0.01).
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4. DISCUSSAO

A adipogénese estd diretamente relacionada a angiogénese do tecido adiposo e
nesse contexto o gene VEGF desempenha funcdo importante. Assim, alguns
estudos relatam o aumento dos niveis séricos (SILHA et al., 2005; MIYAZAWA-
HOSHIMOTO et al.,, 2003) e de RNAmM no tecido adiposo(LEDOUX et al., 2008)
deste gene na obesidade. Alguns autores encontraram correlagdes positivas entre
os niveis de VEGF e o IMC, sugerindo a associacao dessa molécula com o excesso
de peso (MIYAZAWA-HOSHIMOTO et al., 2003; LOEBIG et al., 2010; SIERVO et al.,
2012). Nesses estudos a amostra geralmente apresentava grande variagdo nos
valores de IMC. No entanto, a amostra do presente estudo (Tabela 1) apresentou
apenas individuos com obesidade grau 3 e IMC variando entre 40,0 e 44,9. E
possivel que essa caracteristica da amostra inviabilizou correlagcdes de expressao
génica com este indice. Apesar disso, a expressdo de VEGFA foi correlacionada
positivamente a variavel excesso de peso, a qual influencia no célculo do IMC.

Miyazawa-Hoshimoto et al. (2003), em uma amostra de 38 obesos, mostram que as
concentragfes séricas de VEGF circulante sédo positivamente correlacionadas a area
de TAV e ndo a area de TAS, obtidas por meio de tomografia computadorizada.
Nesse estudo, a expressdo de VEGFA foi similar em TAS e TAV. Dados
semelhantes também foram observados por Ledoux et al. (2008) em um modelo de
estudo in vivo, no qual uma porcdo de tecido adiposo dos individuos da amostra
(obesos, constituindo de homens e mulheres, com 22% de diabéticos) foi
mergulhada e estimulada em membrana corioalantéide de frango. Nesses resultados
foi mostrado que ndo houve diferengas significativas entre TAS e TAV quanto a
expressao de RNAmM dos genes VEGFA e VEGFC. Nesse, a expressdo de VEGFA
permaneceu semelhante entre o0s depdsitos mesmo quando a amostra foi
subdividida, de acordo com presenca de alteragbes na tolerancia a glicose,
indicando que TAS e TAV expressam VEGFA em niveis bastante proximos e

simultaneamente, mesmo em grupos com perfis diferentes.

No presente estudo, a expressdo do gene VEGFA também foi associado a dados
bioguimicos e parametros clinicos, estando esse gene negativamente
correlacionada aos niveis de HDL e Colesterol total no TAV. Alguns estudos indicam

efeitos  especificos na angiogénese gerados por dislipidemias ou
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hipercolesterolemias (BLANN et al., 2001; RYU et al., 2006; JANG et al., 2000).
Esses estudos mostram que altos niveis lipidicos podem prejudicar o
desenvolvimento de vasos sanguineos em diferentes tecidos. A correlacdo negativa
entre niveis de colesterol e VEGFA corrobora esses dados e demonstra que esse
efeito pode ocorrer durante a obesidade. Porém, essa associa¢cdo ainda necessita

de mais esclarecimentos.

Além desses resultados, a idade das pacientes foi correlacionada negativamente ao
VEGFA, sugerindo que este parametro pode influenciar na expressdo do gene.
Alguns autores corroboram essa hipdtese e discutem que a angiogénese €
prejudicada pelo envelhecimento (MIENO et al., 2006; HOFSTAETTER et al., 2007;
RIVARD et al., 1999).

A expressdo de VEGFA no grupo das DM2/IGT é menor que em NGT (Figura 1).
Estudos indicam que os niveis de glicose podem interferir na angiogénese (OREN et
al., 2003; LING et al. 2012). Assim, por meio de analises in vitro, Dubois et al. (2010)
mostraram que ilhotas pancreaticas, ap0s receberem tratamento com altos niveis
glicémicos, apresentaram significativa diminuicdo das concentragbes séricas de
fatores pro-angiogénicos e da expressdo do RNAm de VEGFA. Dessa forma, a
alteracdo de expressdo observada em DM2/IGT pode estar associada a

glicotoxicidade gerada pelos altos niveis de glicose.

A hipdtese da expanséao do tecido adiposo propde que esse processo nao € ilimitado
e gue a capacidade reduzida de expansdo desse tecido é um fator determinante
para o surgimento de comorbidades associadas a obesidade (TAN e VIDAL-PUIG,
2008). Assim, e possivel que o desenvolvimento da hiperglicemia e de outras
comorbidades em obesos seja devida a uma reducdo na capacidade do tecido
adiposo em expandir-se, a qual parece ser influenciada geneticamente. Entdo, a
baixa expressdao de VEGFA no TAV de DM2/IGT pode ser reflexo de uma
adipogénese limitada mediada por uma baixa atividade angiogénica do tecido

adiposo nesses individuos.

Um dos principais resultados desse estudo foi a correlagdo positiva consistente

observada entre VEGFA e ADIPOQ no TAS e no TAV, mesmo depois que a amostra
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total foi estratificada de acordo com as alteracfes na tolerancia a glicose. Nesse
contexto, Nannipieri et al. (2007) analisaram o gene da adiponectina no TAS e no
TAV de obesos com DM2, obesos com IGT, obesos normais e magros controle e foi
observado que a presenca ou auséncia de diabetes ndo gerou nenhum efeito
adicional significativo na expressédo de ADIPOQ. Assim, é possivel que, no presente
estudo, a conservacdo das correlacdes entre VEGFA e ADIPOQ, mesmo apés a
estratificacdo da amostra, seja em razédo de que alteracdes da glicemia ndo geram

grandes influéncias na expresséo deste gene no tecido adiposo.

A adiponectina € sintetizada e secretada exclusivamente pelo tecido adiposo e sua
atividade € muitas vezes associada a uma funcéo protetora contra aterosclerose e
diabetes (SHIBATA et al., 2004; OKAMOTO et al., 2002; UKKOLA e SANTANIEMI,
2002; YAMAUCHI et al., 2001). A producdo de adiponectina decresce durante o
desenvolvimento da obesidade e individuos obesos possuem a expressao dessa
molécula em niveis menores que individuos ndo obesos (KIESS et al., 2008; KERN
et al., 2003; SILHA et al., 2003). A funcdo da adiponectina na angiogénese ainda
ndo estad bem definida e permanece controversa. Enquanto alguns estudos indicam
que a adiponectina possui propriedades antiangiogénicas e antitumorais
(Brakenhielm et al. 2004) outros autores sugerem que essa Mmolécula possui
atividade promotora de angiogénese (SUN et al.,, 2011; SHIBATA et al.,, 2004,
NAKAMURA et al.,, 2009; EREN et al., 2009; OUCHI et al., 2004). Esse resultado
sugere que a reducdo da expressdo de VEGFA e sua correlagcdo com ADIPOQ no

TAV esta associado a um quadro metabdlico pior em mulheres obesas.

Ha evidéncias da presenca de dimorfismo sexual nas concentracdes séricas de
VEGF, em que mulheres apresentam niveis maiores dessa molécula que homens
(SILHA et al., 2005). Nesse contexto, a amostra deste estudo foi homogénea, sendo

constituida exclusivamente por mulheres com obesidade grau lll.

Em sintese, neste estudo as concentracbes de RNAmM de VEGFA foram
semelhantes no TAS e no TAV. Alteracdes na tolerancia a glicose e nos niveis de
colesterol estdo associados a expressdo reduzida do VEGFA no TAV. Esses
resultados sdo importantes, pois contribuem para gerar mais esclarecimentos sobre

a expressédo do gene VEGFA no tecido adiposo de mulheres obesas.
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