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RESUMO

A obesidade ¢ uma desordem multifatorial que envolve agentes hereditarios, ambientais e
estilo de vida, e suas consequéncias ndo sdo apenas sociais ou psicologicas, mas também
estdo relacionadas a presenca de comorbidades como a hipertensdo arterial, diabetes tipo 2 e
doengas cardiovasculares, sendo considerada pela Organizagdo Mundial da Satide como uma
epidemia global. A obesidade ¢ definida como uma doenga associada a inflamagdo cronica de
baixo grau, caracterizada pelos elevados niveis circulantes de citocinas inflamatorias e
proteinas de fase aguda e ao excesso de adipocinas no tecido adiposo. A cirurgia baridtrica,
importante forma de tratamento para a obesidade morbida, tem dentre seus efeitos positivos a
melhora do perfil inflamatorio devido a redugdo do tecido adiposo. Contudo, esse
procedimento produz alteracdes na anatomia e fisiologia gastrointestinal, as quais tém
consequéncias na absor¢do de alimentos, podendo resultar em deficiéncias de micronutrientes
como vitaminas e sais minerais. Sabe-se que varios micronutrientes podem contribuir para a
reducdo de disturbios associados a obesidade devido a habilidade de regular a expressao
génica, modular a adipogénese e o processo inflamatdério. Diante desse cendrio, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a relacdo entre a ingestdo de micronutrientes, o perfil de
citocinas plasmaticas circulantes e o padrdo de expressdo dos genes IL-6, IL-10 e TNF-0. em
mulheres com obesidade moérbida (n =30), antes e apds suplementagdo nutricional com as
vitaminas A, B6, B12, C, E e D3, acido folico, ferro, selénio e zinco, e a cirurgia bariatrica.
Os dados obtidos mostraram que apenas para as vitaminas C e D3 foram detectadas
concentragdes séricas abaixo dos valores de referéncia apds a suplementagdo e cirurgia
bariatrica. Com relagdo as citocinas TNF-a, VEGF e MCP-1, todas apresentaram
concentragOes mais altas nas mulheres obesas em relacdo as eutroficas, confirmando o estado
inflamatdrio associado a obesidade. Para a IL-6, TNF-a e o VEGF foram detectadas reducdes
significativas apos a cirurgia bariatrica, resultado também encontrado para a expressdo dos
genes IL-6 e TNF-o. A concentragdo sérica de IL-10 e sua expressdo génica ndo mostraram
diferenca significativa entre os grupos. Concluindo, a suplementag¢do nutricional foi efetiva
para a manutengdo da concentragdo sérica de micronutrientes dentro dos padrdes normais
apos a cirurgia e, juntamente com o procedimento cirirgico, foi capaz de reduzir as

concentragdes das citocinas inflamatorias IL-6, TNF-o ¢ VEGF.

Palavras-chave: cirurgia bariatrica; gendmica; processo inflamatério; suplementagao
nutricional.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disorder involving hereditary and environmental factors and
lifestyle, its adverse effects are not only social or psychological, but are also related to the
presence of comorbidities such as hypertension, type 2 diabetes and cardiovascular disease,
being considered by World Health Organization as a global epidemic. Obesity is defined as a
disease associated with chronic low-grade inflammation characterized by elevated levels of
circulating cytokines and acute phase proteins and excess of adipokines in adipose tissue.
Bariatric surgery, important treatment for morbid obesity, has among its positive effects the
improvement of inflammatory profile promoted by the reduction of adipose tissue. However,
this procedure leads to changes in the gastrointestinal anatomy and physiology and,
consequently, alters the absorption process, which may result in micronutrient deficiencies
such as vitamins and minerals. It is known that several micronutrients may contribute to the
reduction of obesity-related disorders due to the ability to regulate gene expression, modulate
adipogenesis and inflammation. In this context, the present study aimed to evaluate the
relationship between micronutrient intake, the expression pattern of IL-6, IL-10 and TNF-a
genes and the profile of circulating plasma cytokines in women with morbid obesity (n = 30)
before and after dietary supplementation with vitamins A, B6, B12, C, D3, and E, folic acid,
iron, selenium, zinc, and bariatric surgery. The data showed that only vitamin D3 and C serum
concentrations were detected below reference values after supplementation and bariatric
surgery. The circulation levels of TNF-a, VEGF and MCP-1 cytokines were significant higher
in obese women compared to normal weight women, confirming the inflammatory state
associated with obesity. IL-6, TNF-a and VEGF circulation levels were significant decreased
after bariatric surgery. Gene expression data also showed a significant reduction for /L-6 and
TNF-o after bariatric surgery. The serum concentration of IL-10 and its gene expression
showed no significant difference between groups. In conclusion, the nutritional
supplementation was effective in maintaining the concentration of micronutrients within the
normal range after surgery, and associated with the surgical procedure was able to reduce the

concentration of the inflammatory cytokines IL-6, TNF-o and VEGF.

Keywords: bariatric surgery; genomics; inflammation; nutritional supplementation.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACTB: Beta actina;

AP-1: Ativador de Proteina 1;

C: Grupo controle;

cDNA: DNA complementar;

Ct: Cycle Threshold (limiar de deteccao de ciclo);
DGYR: Derivacao Gastrica em Y de Roux;

DRI: Dietary References Intakes (recomendagao de ingestdo diaria);
FABP4: Proteina de ligagdo de acido graxo do tecido adiposo;
HDL: Lipoproteina de alta densidade;

HPLC: Cromatografia liquida de alta performance;
IL-1: Interleucina 1;

IL-1p: Interleucina 1 beta;

IL-2: Interleucina 2;

IL-6: Interleucina 6;

IL-8: Interleucina 8;

IL-10: Interleucina 10;

IL-12: Interleucina 12;

IMC: indice de massa corporal;

MiNu: Micronutriente;

MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcitos 1;
M1: Momento 1;

M2: Momento 2;

M3: Momento 3;

NF- kB: Fator de transcri¢do nuclear kappa B;



PAI-1: Inibidor do ativador do plasminogénio;

PCR: Proteina C reativa;

PKC: Proteina quinase C;

PLP: Piridoxal-5’-fosfato;

qPCR: Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real,
SAA3: Proteina amildide sérica A3;

TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa;

UI: Unidade internacional;

VEGEF: Fator de crescimento endotelial vascular;
VEGFR: Receptor de fator de crescimento endotelial vascular;
VR: Valor de referéncia;

Zn: Zinco;

1,25(0OH)2D3: 1,25-diidroxivitamina D3;

25(OH)D3: 25-hidroxivitamina D3.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideragdes iniciais

A obesidade ¢ definida como aumento do tecido adiposo corporal, resultante do
desequilibrio da homeostase de energia devido a ingestdo excessiva de alimentos em relagio
ao gasto energético'. E uma doenca multifatorial, que compreende a interagdo entre a genética
e fatores psicossociais ¢ ambientais®. Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude, a
obesidade atingiu propor¢des epidémicas em todo o mundo, com 2,8 milhdes de mortes/ano,
devido as inimeras comorbidades associadas, como o diabetes tipo 2, doengas cardiacas,
sindrome metabolica, hipertenséo arterial, infarto e varios tipos de cancer™*.

O tecido adiposo ¢ o primeiro local de armazenamento do excesso energético em
forma de triglicerideos, e um sistema de autodefesa essencial a sobrevivéncia em periodos de
inanicio®. Mais do que armazenamento de energia, o tecido adiposo é um 6rgio enddcrino
que secreta uma variedade de substancias conhecidas como adipocinas, as quais podem atuar
como agentes pré ou anti-inflamatorios”. Entre as adipocinas estio a leptina, adiponectina,
resistina, visfatina, apelina, omentina e hepcidina, que sao produzidas principalmente no
tecido adiposo, e as citocinas, como as interleucinas IL-6, IL-8, o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), a proteina amildide sérica A3 (SAA3), a proteina quimiotatica de monocitos 1
(MCP-1), o iibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF)®. Portanto, o aumento do tecido adiposo tem efeitos pleiotropicos
nos eventos endocrinos e metabolicos, que podem contribuir para a patog€nese das
comorbidades associadas a obesidade’"*.

Um conceito mais recente define a obesidade como uma doenga associada a
inflamagdo cronica de baixo grau, caracterizada por secrecdo anormal de mediadores da
resposta imune e pela ativagio de vias de sinalizagdo de processos inflamatérios’. O estado

inflamatério observado na obesidade ¢ resultado das elevadas concentragdes de citocinas



inflamatorias circulantes, de proteinas de fase aguda e do excesso de adipocinas no tecido
adiposo’. Os hormdnios secretados pelo tecido adiposo interferem na homeostase energética,
no metabolismo lipidico e da glicose, na homeostase vascular e na resposta imune. Ocorrem
aumentos das concentragdes de adipocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-8, TNF-a e PAI-
1, de leptina e resistina e diminuicdo da taxa de adiponectina, a qual possui atividade anti-
inflamatoria'%!".

As citocinas inflamatérias, como o TNF-a, a IL-6 e a IL-1, que sdo importantes fatores
de risco para doengas cronicas, sdo principalmente produzidas nos adip6citos por meio de vias
de sinalizagdo, e suas concentragdes circulantes estdo directamente relacionadas ao tamanho e
numero de adipocitos'?. A producdo das citocinas IL-6, TNF-o ¢ leptina no tecido adiposo
desempenha papel decisivo no desenvolvimento da obesidade e na resisténcia a insulina'®,
sendo os macrofagos infiltrados nesse tecido a maior fonte de TNF-o e de quantidades
significativas de IL-6. O tecido adiposo em individuos obesos contém nimero muito maior de

macrofagos do que o de pessoas sem sobrepeso, e esses macrofagos parecem estar ativados

produzindo citocinas'.

1.2 Citocinas e obesidade

Sabe-se que individuos obesos, ou com sindrome metabolica, apresentam perfil
alterado de citocinas ou adipocinas'>. Atualmente, é de amplo conhecimento que diversas
citocinas sdo expressas ou secretadas pelo tecido adiposo. Dentre elas, a primeira a ser
identificada foi o TNF-a, citocina pro-inflamatoria secretada por células do sistema imune,
como monodcitos, macroéfagos, linfocitos, células natural killer e leucocitos, assim como por
adipocitos'®. Sua fungdo inclui a indugdo de apoptose, toxicidade em células tumorais e
ativacdo e diferenciacio de monocitos'’. Sabe-se que o TNF-a é amplamente expresso no
tecido adiposo e que sua acdo pode interferir no armazenamento de gordura corporal

Variagdes na expressdo de TNF-a nas células de gordura podem alterar processos como a



lipdlise, sensibilidade & insulina e apoptose'®. Ha evidéncias que sugerem que variagdes nos
genes que codificam o TNF-a podem modificar o risco para obesidade e suas complicagdes.
Varios polimorfismos foram identificados na regido promotora do gene 7TNF-a. O
polimorfismo 308G/A (rs1800629) foi relacionado ao aumento da atividade de transcrigdo e
producdo do TNF-a, assim como foi positivamente associado a obesidade'®. Outra variante na
regido promotora do gene, a 238G/A (1s361525), também foi associada ao aumento de
gordura corporal e & resisténcia a insulina®’. Alguns estudos mostram que o aumento na
concentragdo de TNF-a promove a expressdo de outras citocinas pro-inflamatorias e reduz a
expressdo de citocinas anti-inflamatérias, resultando em um estado pro-inflamatério global®',
A interleucina 10 (IL-10), citocina secretada por linfécitos, macrofagos € mondcitos
ativados, possui propriedades anti-inflamatdrias e antiaterogénicas, e atua na modulagdo da
resposta imune e inflamatoria por varios mecanismos, dentre os quais a supressdo de outras
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a)**. Sabe-se, que a IL-10 esta negativamente
relacionada ao Indice de Massa Corporal (IMC) e & hiperglicemia, e que baixas concentracdes

2324 E também, de amplo

de IL-10 estdo associados a obesidade e a sindrome metabdlica
conhecimento a existéncia de um forte componente genético envolvido no controle dos
mecanismos de produgdo e atividade da IL-10?°. Apesar de muitas variantes génicas terem
efeitos funcionais, o alelo G-1082 tem sido associado a diversos processos inflamatdrios,
incluindo cancer gastrico, e considerado um dos polimorfismos mais importantes devido a sua
associacdo 4 maior expressdo de IL-10 2?7,

Outra importante adipocina produzida e secretada pelo tecido adiposo e também pelos
tecidos muscular, hematopoiético e hepatico, é a IL-6®. Concentragdes elevadas dessa
citocina foram observadas em pacientes obesos, com relacdo positiva entre as concentragdes

de IL-6 ¢ o IMC, o que ressalta a associacdo entre a citocina ¢ a obesidade morbida’. Ha

estudos que mostram a associagdo entre variantes do gene da IL-6 e fendtipos relacionados a



obesidade, como a resisténcia 4 insulina e a dislipidemia’’. Dentre as variantes génicas mais
estudadas, o polimorfismo C-174G/C (rs1800795) no promotor do gene /L-6 tem se mostrado

oA .. ~ ~ oo 31
como tendo grande influéncia nos niveis de expressao e secrecao dessa citocina em obesos™ .

Ha dados que sugerem que o polimorfismo /L6-174 pode afetar, de forma direta ou indireta, a

regulagdo transcricional do gene antes e ap0s a cirurgia bariatrica>?.

1.3 Cirurgia bariétrica

A cirurgia bariatrica ¢ um método eficiente para a reducdo do peso corpdreo, €
efetivamente reduz a morbidade e mortalidade de pacientes com obesidade grave, com altas
taxas de remissdo do diabetes, hipertrigliceridemia e hipertensdo>®. Os efeitos positivos da
cirurgia bariatrica estdo predominantemente relacionados a melhora do perfil inflamatorio,
devido a redugio do tecido adiposo*. Contudo, este procedimento cirtrgico produz alteragdes
na anatomia e fisiologia gastrointestinal que podem resultar em deficiéncias vitaminicas e de
sais minerais para o paciente>>. A maioria das deficiéncias nutricionais resultantes da cirurgia
bariatrica ¢ multifatorial, ocorrendo devido a combinacdo de fatores como a redugdo da
ingestdo alimentar, perdas excessivas secunddrias a reconfiguracdo da motilidade
gastrointestinal e espago de armazenamento, pH, perfil enzimético e ma absorcdo>®. Dentre as
principais complicagdes nutricionais estdo as anemias (ferro, acido folico, vitaminas B12, A e
E, cobre, zinco), a doenca dssea metabdlica (célcio, vitamina D), a desnutrigdo protéico-
calorica, esteatorréia, encefalopatia de Wernicke (tiamina), polineuropatia e miopatia
(tlamina, cobre, vitaminas B12 e E), distirbios visuais (vitaminas A e E, tiamina), erupcao
cutdnea (zinco, acidos graxos essenciais, vitamina A) e uma variedade de deficiéncias
clinicamente silenciosas®”.

Informagdes na literatura evidenciam que as complicacdes nutricionais decorrentes da

cirurgia podem permanecer por mais de 20 anos, limitando a qualidade de vida. Estima-se que

aproximadamente 30% dos pacientes que passam por cirurgia bariatrica rdo desenvolver



alguma complicacdo relacionada a nutricdo (tipicamente deficiéncia de micro ou
macronutrientes, ou ambos) em algum momento ap6s o procedimento cirirgico. Apenas a
suplementacao de rotina, com complexo multivitaminico padrao, ndo impede a ocorréncia de
deficiéncias nutricionais apds a cirurgia bariatrica. E necesséario o acompanhamento rigoroso
dos pacientes no pos-operatorio a fim de detectar as possiveis caréncias®®. Essa orientagio é
reforcada com a indica¢do de acompanhamento em curtos intervalos de tempo, para assegurar
o diagnostico precoce e a correcio das deficiéncias e suas possiveis consequéncias®’. Iniciar a
suplementacdo antes da cirurgia bariatrica tem sido uma alternativa para a melhor evolugdo

4041 Por esta razio, a avaliacio

dos pacientes e diminui¢do de futuras complicacdes
nutricional, na qual se inclui a verificagdo das concentragdes séricas de vitaminas e sais
minerais, deve ser iniciada antes da cirurgia para evitar, retardar ou minimizar as

complicagdes no periodo pos-cirurgico*>*34.

1.4 Nutrigenbmica, micronutrientes e obesidade

A manuten¢do da satide humana exige dieta equilibrada, com a ingestdo de macro e
micronutrientes. Determinar a composi¢ao dos alimentos e entender como podem modular a
satde humana sdo informagdes importantes para a prevengdo € o tratamento de varias
doencas. Na ultima década, a utilizagdo de técnicas de biologia molecular abriu uma nova era
nas pesquisas médicas e de nutricdo, dando origem a Nutrigendmica, drea da ciéncia que
avalia os efeitos da dieta e dos nutrientes no controle da expressdao génica, € como alguns
genes podem influenciar a conversdo metabolica de alimentos em nutrientes € compostos
bioativos*®.

A ingestio de micronutrientes ¢ fator importante para a saude de obesos,
especialmente para o sucesso da manutencdo da perda de peso em longo prazo. Os

metabdlitos provenientes dos micronutrientes podem trazer beneficios a regulagao do apetite e

da fome, a absor¢do de nutrientes, metabolismo lipidico e de carboidratos, funcdes da tiredide



e glandulas supra-renais, armazenamento de energia, homeostase da glicose, atividades
neurais, entre outros*®. O estresse oxidativo, que pode causar lesdes irreversiveis em lipidios,
proteinas e no DN A, também ¢ um estado fisiopatologico comum em obesos e que poderia ser
minimizado com a ingestio de elementos com atividade antioxidante*’. Além disso, varios
micronutrientes que atuam como parte da estrutura de proteinas, sdo cofatores enzimaticos
importantes nas reagdes de sintese, reparo ¢ metilagdo do DNA, além de atuarem no processo
de apoptose*®. Outro aspecto que vem sendo bastante explorado ¢ a potencial atividade
anticarcinogénica de alguns micronutrientes, por meio da redugdo de processos inflamatorios,
estresse oxidativo e de danos no DN A, e pela melhoria da resposta imune**~°.

As deficiéncias de micronutrientes lipofilicos, como as vitaminas A e K, sdo
frequentemente reportadas em pessoas obesas’'. Esses micronutrientes podem afetar
diretamente a modulacdo da expressdo de genes em células do tecido adiposo e,
consequentemente, a biologia do tecido. Assim, os micronutrientes podem contribuir para a
reducdo da obesidade e dos disturbios associados, devido a habilidade em regular a expressao
génica e modular a adipogénese e 0 processo inflamatorio®. Atualmente, o maior desafio para
a prevencao de doencas ¢ definir as quantidades individuais adequadas de micronutrientes
para otimizar o desempenho celular e do organismo>®. Entender os mecanismos biologicos

especificos, ligando a nutri¢do a doengas que podem surgir no futuro, permitird intervengdes

nutricionais que podem, em longo prazo, proporcionar melhorias a satude.

1.4.1Vitamina A

A vitamina A ¢é um nutriente essencial para muitas fungdes fisiolégicas, incluindo
imunidade, visao, diferenciacdo celular, desenvolvimento embrionario, crescimento, além de
atuar como antioxidante e ter efeitos positivos na regulacdo da expressao da leptina e de
mediadores inflamatorios como adipsina e resistina®**>%7. A alta concentragdo de vitamina

A estd associada a menores concentragdes de IL-1 e IL-2°%. Depois do figado, o tecido



adiposo ¢ o segundo 6rgdo mais importante de reservatorio de vitamina A e a deficiéncia

desta vitamina na dieta pode acarretar o aumento desse tecido e também do peso corporal>®®’.

1.4.2Vitamina B6

A vitamina B6 inclui os compostos piridoxina, piridoxamina e piridoxal, que
funcionam como cofatores essenciais para enzimas envolvidas no metabolismo de
aminoacidos, gordura e glicose®!. A suplementacio de vitamina B6 atua como fator de
protecdo para doengas cardiovasculares, enquanto baixas concentracdes plasmaticas estdo
relacionadas a condigdes com fortes bases inflamatorias, como o diabetes, a obesidade e
também o estresse oxidativo®®3%*. A concentracio plasmatica de piridoxal-5'-fosfato (PLP)
foi inversamente associada a concentracdo de marcadores de inflamagao, como a proteina C

reativa (PCR) e o fibrinogénio ®>°.

1.4.3Vitamina B12 e folato

A vitamina B12 ¢ produzida por microrganismos, ¢ pequenas quantidades podem ser
encontradas em alimentos de origem animal. E um nutriente essencial para a transferéncia do
grupo metil nas reacdes que requerem metionina sintase, enzima que converte a homocisteina
em metionina. Altas concentracdes plasmaticas de homocisteina sdo caracteristicos da
deficiéncia de vitamina B e folato, e estdo associados ao maior risco para doengas
vasculares®’ %,

O folato, por sua vez, € um componente fundamental para a sintese de purinas e
pirimidinas, especialmente durante periodos de estresse, rapido crescimento celular e para a
sintese de RNA e DNA®. A deficiéncia deste micronutriente esta relacionada ao aumento da
expressio dos mediadores inflamatorios IL- 1B, IL6, TNF-a ¢ MCP-1"°. E importante destacar
que tanto a vitamina B12 como o folato estdo envolvidos em mecanismos epigenéticos de

regulagdo génica, como a metilagio do DN A®"0,



1.4.4Vitamina C

A vitamina C, ou &cido ascérbico, ¢ um importante agente antioxidante, cuja
concentragdo sanguinea ¢ menor em individuos obesos, e que, portanto, foi associada ao
maior deposito de gordura abdominal’'*7*7®. Dados na literatura mostram que a suplementaciio
de acido ascorbico reduziu o peso corporal e o depdsito de adipdecitos em ratos alimentados
com dieta rica em gordura, e que essas redugdes estavam associadas a regulacdo de genes
envolvidos na adipogénese, diferenciacio de adipocitos e no metabolismo de
glicocorticoide’’>. A deficiéncia de vitamina C, além de poder alterar a expressio de leptina
aumentando o risco de adiposidade e de obesidade’®, pode comprometer o sistema
antioxidante do organismo, aumentando o risco de comorbidades associadas a obesidade, tais

como doengas do coragdo, certos tipos de cancer e resisténcia a insulina’’.

1.4.5Vitamina D

A vitamina D, produzida principalmente na pele pela exposigcao a radiagdo ultravioleta
B, pode também ser suprida pela dieta. Para ser ativa, a vitamina D3 (colecalciferol) deve ser
inicialmente hidroxilada no figado a 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3), sua principal forma
circulante, e posteriormente nos rins, transformando-se em 1,25-diidroxivitamina D3
(1,25(0H),D3)"8. A ligagdo da 1,25(0OH),D ao seu receptor permite que atue como fator de
transcrigdo, induzindo a ativagio ou repressio de genes responsivos a vitamina D”°.

O tecido adiposo ¢ considerado o maior reservatorio de vitamina D, e a deficiéncia
dessa vitamina em obesos pode ser explicada por sua diluigio no tecido®’. Foi relatado
aumento da 25(OH)D no plasma de obesos apos a cirurgia bariatrica, sugerindo que a redugdo
da massa de tecido adiposo poderia levar a liberagdo da vitamina D depositada nesse tecido®’.
Como a 1,25(OH),D diminui significantemente a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias
(MCP-1, IL-8 e IL-6) dos pré-adipocitos, foi sugerido que a vitamina D poderia proteger

contra inflamagdo, quebrando o ciclo de recrutamento dos macrofagos *2.



1.4.6 Vitamina E

O termo genérico vitamina E engloba dois grupos de moléculas, os tocoferdis e os
tocotriendis, que sdo encontradas em varios 6rgaos, porém amplamente armazenadas no
tecido adiposo®. Além do efeito antioxidante, a vitamina E é capaz de modular a expressio de
genes por meio de vias de sinalizago e receptores nucleares®. O a-tocoferol, que atua como
inibidor da atividade da proteina quinase C (PKC) modulando o grau de fosforilagio®*, ¢
capaz de modular a ativa¢ao de fatores de transcrigdo como fator de transcricao nuclear kappa
B (NF-kB) ¢ o ativador de proteina 1 (AP-1)*°. Adicionalmente, a vitamina E (a e y-tocoferol)
¢ também capaz de regular a expressdo de genes dependentes do receptor nuclear PPARy®® e
possui acao anti-inflamatdria por meio do aumento da expressao de adiponectina, que pode
ser mediada pela inibicdo da via de NF-kB, e pela inibicdo da expressdo de citocinas

inflamatorias (IL-6 e MCP-1) em resposta 4 estimulagio de TNF-a®’.

1.4.7 Zinco

A literatura descreve a existéncia de relacdo entre a deficiéncia de zinco (Zn) e a
obesidade, adiposidade central e inflamagdo, em ratos®®. A deficiéncia desse elemento
quimico pode levar a reducdo da massa magra e ao aumento da gordura corporal, fatores de
risco para doencas cardiacas e diabetes®. A relagdo entre as concentragdes de zinco e a
adiposidade pode ser devida a correlacdo entre concentracdo do Zn no tecido adiposo e a
concentracio de leptina sérica’. A deficiéncia de Zn aumenta o estresse oxidativo e a resposta

9192

inflamatéria em individuos obesos” ', enquanto altas concentracdes plasmaticas estdo

associadas a concentragdes reduzidas de citocinas inflamatorias, como TNF-a, IL-6 ¢ IL- 1238,

1.4.8 Ferro
Foi demonstrado que a baixa concentracdo de ferro no sangue e a anemia por
deficiéncia desse elemento quimico sdo mais comuns em criangas obesas, sendo essas duas

vezes mais propensas a apresentar deficiéncia de ferro do que aquelas dentro do padrdo
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normal de peso”****. A deficiéncia em individuos obesos pode ocorrer devido a baixa ingestio,
reducdo da absor¢do e a capturagdo de ferro como resultado de inflamagdo cronica”’®. A
hepcidina, que regula a homeostase de ferro por inibicdo da absorcdo por enterocitos e
sequestro por macrofagos, pode ser a molécula-chave para explicar a ligagdo entre obesidade
e a deficiéncia desse microelemento®’. A inflamacio cronica observada em obesos, resultado

do aumento das concentracdes das citocinas pro-inflamatorias IL-6 ¢ TNF-o, aumenta a

expressdo da hepcidina’®.

1.4.9 Selénio

O selénio possui propriedades antioxidantes que desempenham papel fundamental na
diminuicdo da resposta inflamatéria’’. Baixas concentra¢des plasmaticas desse micronutriente
podem se refletir em baixa sintese de selenoproteinas resultantes da acdo de proteinas
inflamatorias. A expressao da selenoproteina-P € inibida por citocinas pré-inflamatorias e pela
insulina, cujas concentragdes sdo elevadas em individuos obesos'’’. No caso da
selenoproteina-M, sua reducdo pode causar ganho de peso, aumento da deposicdo de tecido
adiposo e diminui¢io da sensibilidade hipotalimica & leptina'®'. Em obesos, as concentragdes
de selénio sdo positivamente relacionados a lipoproteina de alta densidade (HDL) e a proteina
de ligagio de acido graxo do tecido adiposo (FABP4)'%2. O selénio induz, também, a inibico
da hipertrofia dos adipdcitos, o acimulo de gordura abdominal e a supressdo da formagado de
gordura no figado pela regulacdo diferencial da expressdo do gene responsdvel pela B-

oxidacdo de 4cido graxo'®.

Embora inumeros estudos relacionem alteracdes genéticas a diversas enfermidades, as
alteracdes na expressao gé€nica e o perfil nutricional e inflamatéorio em individuos com
obesidade morbida permanecem como fatores patogénicos a serem explorados. O

conhecimento do perfil de expressdo génica em individuos obesos pode fornecer informagdes
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relevantes sobre a complexa rede de eventos moleculares associados a essa disfungdo e,
consequentemente, contribuir para o estabelecimento de estratégias teraputicas e de
prevencgao.

A identificagdo dos fatores moleculares subjacentes aos disturbios metabodlicos
observados na obesidade ¢ também um passo fundamental para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas. Cada fase do desenvolvimento da obesidade, ouseja, o ganho de peso
e a manutencdo do peso e da resposta variavel ao tratamento para a perda de peso estdo,
provavelmente, relacionados a mecanismos moleculares distintos. Portanto, a identificagdo do
perfil de expressdo génica pode ser uma estratégia auxiliar para a caracteriza¢do da resposta
molecular de individuos obesos diante de intervencdo nutricional ou mesmo tratamento

cirargico e medicamentoso ',
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Este estudo objetivou avaliar a relagdo entre a suplementacdo de micronutrientes, o
perfil de citocinas plasmaticas e o padrao de expressdo dos genes /L-6, IL-10 e TNF-o. em

mulheres com obesidade morbida submetidas a cirurgia bariatrica.

2.2. Objetivos especificos

v' Comparar o perfil de citocinas plasmaticas (IL-6, IL-10, MCP-1, VEGF e TNF-a)
circulantes, antes e apds suplementagdo nutricional e antes e apds cirurgia bariatrica;

v’ Relacionar as concentragdes de micronutrientes (vitaminas A, B6, B12, C, E, D3,
acido folico, ferro sérico, selénio e zinco) ao perfil de citocinas plasmadticas, antes e apds
suplementacao nutricional e antes e apds cirurgia bariatrica;

v' Avaliar o padrio de expressdo dos genes IL-6, IL-10 e TNF-a em células de sangue
periférico de mulheres obesas, antes e apds suplementacdo nutricional e antes e apos a

cirurgia bariatrica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu - UNESP (ANEXO I).

Foram incluidas no estudo 30 mulheres com obesidade mérbida (IMC>40 kg/n?), com
idade entre 25 e 45 anos, que foram submetidas a cirurgia bariatrica pela técnica de DGYR
por laparotomia ou laparoscopia com anel de contengdo. As mulheres foram selecionadas
entre aquelas na fila de espera do Sistema Unico de Saude (SUS), da Clinica Bariatrica — ICE
(International Center of Excellence for Bariatric Surgery), vinculada ao Hospital dos
Fornecedores de Cana de Piracicaba — SP. Todas as participantes responderam a um
questionario de triagem para a obtencdo de informagdes sobre o estilo de vida, uso de
medicamentos e historia clinica. Foram utilizados como critério de exclusdo: etilismo cronico;
tabagismo recente (nos ultimos seis meses); presenga de sindromes genéticas associadas a
obesidade; Sindrome de Cushing (quando do ponto de vista clinico houve sinais da doenga e
quando o teste de depressdo com uso de dexametasona 1 mg overnight acusou concentragdes
de cortisol maiores que 1 pg/dL); hipotireoidismo; insuficiéncia renal ou hepatica; neoplasias;
HIV positivo; uso de corticoesterdides e climatério com reposicdo estrogénica;
coronariopatia; cirurgia gastrica ou intestinal prévia, exceto colecistectomia; presenca de
hemoglobinopatias e de neuropatia autondmica grave, de doengas inflamatdrias cronicas e de
processos agudos (tromboses, processos infecciosos que necessitaram de internagdo) nos
ultimos seis meses. Como grupo controle, foram incluidas 30 mulheres saudaveis recrutadas
da populagio de Botucatu, com IMC entre 18,5 ¢ 24,9 kg/m® ¢ pareadas por idade com a
populagdo de obesas. Além disso, foram critérios de inclusdo no grupo controle: auséncia de
historico familiar de obesidade morbida; auséncia de pratica extenuante de exercicios fisicos;

auséncia dos pardmetros para a exclusao do grupo das obesas.
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3.2 Suplementacéo nutricional

A suplementagdo com vitaminas e sais minerais foi iniciada aproximadamente 9
semanas antes da cirurgia bariatrica e seguida por 6 meses na fase pds-operatoria. O
suplemento de micronutrientes foi manipulado por profissional especializado (servigo
terceirizado) e fornecido a todas as participantes obesas, com base nas quantidades
recomendadas pela DRI — Dietary References Intakes - do Instituto Americano de Medicina.
Os sais minerais presentes no suplemento estavam quelados a um aminodcido, a fim de
reduzir a interacdo entre os nutrientes no processo de absor¢do e, consequentemente, melhorar
a biodisponibilidade. O suplemento de vitaminas e minerais foi fornecido na forma de saches
de 5g, administrados 2 vezes/dia, totalizando a dose diaria de 5000 UI de vitamina A (retinol);
400 UI vitamian D3 (colecaciferol); 30 mg vitamina E (a-tocoferol); 180 mcg vitamina K;
150 mg acido ascorbico; 2,2 mg tiamina; 2,2 riboflavina; 28 mg nicotinamida; 10 mg acido
pantoténico; 2,6 mg piridoxina; 800 mcg acido folico; 60 mcg biotina; 4,8 mcg
cianocobalamina; 350 mg magnésio; 2000 mg calcio; 16 mg zinco; 1800 mcg cobre; 50 mcg
cromo; 36 mg ferro; 110 mcg selénio; 3,6 mg manganés; 300 mcg iodo; 10 mcg silicio e 10

mcg vanadio.

3.3 Coleta de material bioldgico

De cada voluntaria do estudo foram coletados por profissional habilitado e utilizando
material descartavel 10 mL de sangue periférico em trés diferentes momentos. A primeira
coleta (M1) foi realizada uma semana antes do inicio da suplementagdo vitaminica (10
semanas antes da cirurgia bariatrica); a segunda (M2), 8 semanas apds o inicio da
suplementacdo (1 semana antes do procedimento cirurgico); a terceira (M3), seis meses apos a
cirurgia bariatrica. A coleta de sangue das voluntdrias do grupo controle foi realizada uma

anica vez.
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3.4 Anélise de micronutrientes

As concentragdes séricas dos micronutrientes foram mensuradas no Laboratério
VITAE Cromatografia Liquida em Analises Clinicas LTDA (Sao Paulo, SP), e os valores de
referéncia foram os mesmos utilizados pelo laboratorio que realizou as andlises. As
concentracoes de acido folico e de vitamina B12 foram medidos utilizando-se o método de
quimioluminescéncia; para o ferro, 0 método foi colorimétrico; para o selénio e zinco foi
utilizada espectrofotometria de absor¢ao atdmica; e para as vitaminas A (retinol), B6, C, D3
(colecalciferol) e E as andlises foram feitas por cromatrografia liquida de alta performance

(HPLC).

3.5 Perfil de citocinas plasmaticas

Para a avaliagdo do perfil de citocinas circulantes foi utilizado o método de
imunoensaio MILLIPLEX® MAP KIT (Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel
kit, Millipore Corp., Billerica, MA), na plataforma Luminex® MAGPIX. Esse método
permite a andlise simultinea de multiplas citocinas por meio de microesferas magnéticas e
fluor6foros. O kit utilizado permitiu a dosagem da concentracdo sérica de IL-6, IL-10,

monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), tumor necrosis factor-a (TNF-a) e vascular

endothelial growth factor (VEGF).

3.6 Extracdo de RNA e sintese do cDNA

A extracdo de RNA mensageiro (mRNA) de células de sangue total foi realizada
utilizando-se o PAXgene™ Blood RNA kit (PreAnalytiX, QIAGEN, Alemanha), de acordo
com o protocolo do fabricante. Para a sintese do DNA complementar (¢cDNA) foi utilizado o
sistema de pré-amplificacdo Taq Man High Capacity (Life Technologies Inc., Gaithersburg,

MD, EUA), com iniciadores (primers) de oligo(dT)20.
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3.7 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A PCR quantitativa em tempo real foi realizada para avaliagdo da expressao dos genes
IL-6, IL-10 e TNF-a. As etapas da PCR foram realizadas em termociclador automatico (4Bl
Prism 7500 Sequence Detection System, Applied Biosystems), utilizando-se primers
Hs00985639 ml para IL-6, Hs00961622 ml para IL-10 e Hs01113624 gl para TNF-a (Life
Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA). Para a amplificagdo foi utilizado o sistema
TagMan (Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey, EUA), que é composto por um PCR
Master Mix universal e uma sonda especifica para cada gene, marcada com o fluorocromo
FAM. A sonda foi delineada de modo que ficasse intercalada pelos primers, tornando-a
altamente especifica ao amplicon desejado, ndo ocorrendo, portanto, ligacdes inespecificas. A
quantificacdo relativa foi realizada utilizando-se valores médios de Ct das amostras, que

foram normalizados pelos niveis de expressao do gene f-actina (ACTB).

3.8 Anélise estatistica

Os testes Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para verificar se a
distribuicdo dos dados referentes as citocinas circulantes seguia a distribui¢do normal A
distribuicdo gama foi utilizada para a normaliza¢do dos dados e o modelo linear generalizado
(GENMOD) para comparagdo entre os grupos (software SAS for Windows v.9.2). Para
avaliacdo dos dados demograficos, das concentragdes de micronutrientes ¢ da qPCR foram
utilizados os testes t de Student e ANOVA em medidas repetidas seguidos do teste de Tukey.
Para analise de correlagdo foi usado o teste de correlacdo canonica. O valor de p<0,05 foi

adotado para significancia estatistica.

19



KFosallados



4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da populacao do estudo

A Tabela 1 apresenta os dados das populacdes (grupo de mulheres com obesidade
morbida e grupo controle) estudadas, em relacao as médias de peso corporeo e IMC. Os dados
mostraram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) de peso entre as obesas nos trés
momentos de coleta das informagdes (M1 > M2 > M3) e também em relagcdo a essas € 0 grupo

controle. Houve redugao de peso corporeo em M2 e M3 e reducao do IMC em M3.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos grupos de mulheres obesas e controle em relagéo
ao peso corpdreo e Indice de Massa Corporal (IMC)

Parametro/Grupo Controle Obesas - M1 Obesas - M2 Obesas -M3
Peso (Kg) 60,6 + 6,4 124,6 £ 10,52 118,0+ 11,1 89,6+ 8,7°
IMC (Kg/m%) 24,3 + 4,54 472+5,18 44,8 + 5,18 33,9 +3,4¢

Dados expressos como média + desvio padrao; M1, M2, M3: momentos da coleta das
informacdes, respectivamente, antes do inicio da suplementagdo nutricional, dois meses apos
a suplementagdo nutricional e antes da cirurgia bariatrica, e seis meses apos a cirurgia; letras
diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os momentos de andlise (M1, M2 e
M3) e grupo controle.

4.2 Analise de micronutrientes

A Tabela 2 mostra os resultados referentes a dosagem dos micronutrientes no sangue
periférico. Antes do inicio da suplementacdo nutricional (M1), apenas as vitaminas C e E
encontravam-se abaixo dos valores de referéncia. A vitamina C permaneceu abaixo do valor
(30 — 150 pg/mL) apds a suplementacdo, tanto em M2 como em M3. A vitamina E atingiu o
valor de referéncia em M2, permanecendo neste em M3. A vitamina D3 apresentou-se abaixo
do valor de referéncia apenas em M3. Todos os demais micronutrientes estavam dentro dos
valores de referéncia nos trés momentos avaliados, embora tenham sido observadas diferencas

significativas em suas concentragdes plasmaticas entre os trés momentos (Tabela 2). As



vitaminas E, B12 e o 4cido folico apresentaram aumento significativo apos a suplementagao
nutricional, enquanto a concentracdo de B6 diminuiu em todos os momentos. A vitamina D3

ndo apresentou resposta a suplementacdo antes da cirurgia e teve queda apds o procedimento

cirtrgico.

Tabela 2. Concentragdes de micronutrientes (MiNu) no sangue de mulheres com obesidade
morbida, avaliados em trés momentos (M) do estudo

M/MiNu Vit A Vit B6 Vit B12 Vit C Vit E
De 1,2 24,2 De 111 2522 De 30 a 150 De 15 a 40
VR ehsd De 8 a 105 nmol/L clita ¢ va el>a
pmol/L pg/mL pmol/L pmol/L
M1 2,40 + 1,20 16,89 + 9,90" 226,04+ 140,0" 6,37 + 2,50 14,00 + 8,0™*
M2 2,01+ 1,10 14,79 + 5,00° 277,96 + 138,08 8,96 + 2,00 16,09 = 9,30°
M3 2,23 £ 0,86 10,95 + 2,60¢ 320,96 +271,208 8,47 +10,12" 16,84 + 3,65°
M/MiNu Vit D3 Ac. folico Ferro sérico Selénio Zinco
De 14 a 80 De 37 a 145 De 46 a 143 De 70 a 120
VR ng/mL >3,10 ng/mlL, mceg/dL microg/L mceg/dL
M1 2281+ 12,30 7,73 +2,30" 60,78 + 24,00 70,51 £ 50,40 105,50 + 64,10
M2 24,16 + 8,10" 13,51 = 6,40° 60,61 + 29,00 77,50 £ 49,80 105,8 + 74,30
M3 13,62+ 5,148 13,92 + 6,98% 71,18 £26,27 68,26 + 22,74 112,01+ 21,19

Dados expressos como média + desvio padrao; VR — Valor de Referéncia; M1, M2, M3:
momentos de coleta respectivamente, antes do inicio da suplementa¢do nutricional, dois meses
apos a suplementacdo nutricional e antes da cirurgia baritrica, seis meses apos a cirurgia; -
valor menor do que VR; letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os
momentos.

4.3 Analise das citocinas
Os dados apresentados na Tabela 3 mostram que as concentragdes sé€ricas das citocinas
TNF-a, VEGF e MCP-1 apresentaram maiores valores nas pacientes obesas em relagdo ao
grupo controle em todos os momentos avaliados. TNF-a, VEGF e IL-6 apresentaram redugao

significativa na concentragdo seis meses apos a cirurgia (M3).
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Tabela 3. Niveis séricos de citocinas nos grupos de mulheres com obesidade morbida e controle

Citocina Controle Obesas - M1 Obesas - M2 Obesas - M3
(pg/ml)
IL-6 0,35 [0,17-0,85]" 0,38 [0,10-170,11]* 0,27 [0,16-108,18]* 0,23 [0,11-33,18]°
IL-10 0,34 [0,14-1,341* 0,29 [0,18-5,201" 0,30 [0,22-19,08]* 0,31 [0,13-3,291*
TNF-a 1,12 [0,62-2,001* 2,97 [1,29-9,441° 3,77 [1,17-9,171° 2,61 [1,09-5,34]¢

VEGF 27,82 [5,20-146,291*  112,35[19,57-318,98]°> 92,25 [18,61-327,11]°¢ 63,98 [17,69-267,50]°

MCP-1 161,77 [122,67-352,74] 486,16 [48,38-1122] 583,29 [33,18-940,56]° 456,46 [20,06-964,52]"

Dados expressos como mediana [min-max]; M1, M2, M3: momentos de coleta das informagdes,
respectivamente, antes do inicio da suplementacdo nutricional, dois meses apds a suplementacao
nutricional e antes da cirurgia baridtrica, seis meses apos a cirurgia; letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre os momentos de andlise (M1, M2 e M3) e o grupo controle.
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4.4 Analise da expressdo génica

A Figura 1 mostra os dados referentes a expressdo dos genes /L-6, IL-10 ¢ TNF-o. em
células do sangue periférico. O TNF-o em M2 e o IL-6 em M3 apresentaram,
respectivamente, expressdo significativamente maior ¢ menor em relagdo ao grupo controle.
Por outro lado, tanto o TNF-o quanto o IL-6 tiveram redugdo significativa na expressao de M2
para M3. O gene [L-10 ndo apresentou diferenga significativa de expressdo entre o0s

momentos avaliados.

4.5 Teste de correlacéo

Nao foram observadas correlagdes entre as varidveis estudadas. Isso pode ser devido a
alta variabilidade dos dados e ao numero de participantes do estudo ndo ser suficiente para

mostrar diferenca estatistica nesse tipo de andlise.
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Figura 1. Expressao relativa do mRN A (AACT) dos genes IL-6, IL-10 e TNF-o. em células do
sangue periférico de mulheres com obesidade morbida e eutroficas (grupo controle). Os dados
estdo expressos como média = desvio padrao; M1, M2, M3: momentos de coleta das
informacdes, respectivamente, antes do inicio da suplementacdo nutricional, dois meses apos
a suplementacdo nutricional e antes da cirurgia bariatrica, seis meses ap6s a cirurgia; C: grupo
controle (eutrdficas); letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os
momentos de analise (M1, M2 e M3) e o grupo controle (C).
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5. DISCUSSAO

No tratamento da obesidade morbida, a cirurgia baridtrica tem se mostrado o método
mais eficaz e recomendado para a efetiva perda de peso. Esse tipo de procedimento cirurgico
proporciona, também, beneficios a longo prazo, como a reversiao do diabetes tipo 2, a melhora
da hipertensdo, de doengas cardiovasculares e da apneia do sono, além de uma melhor
qualidade de vida ao paciente'®>. Com isso, o numero de cirurgias bariatricas cobertas pelo
Sistema Publico de Saude do Brasil tem aumentado consideravelmente, passando de 63
procedimentos em 1999 para 2.500 em 2006 '°. Em 2011, foram realizados no pais 65.000
procedimentos bariatricos, a segunda mais alta taxa anual do mundo'®’. No presente estudo foi
confirmada a eficacia desse tipo de procedimento, pois foi constatada a redugcdo do peso
corporeo apoés a cirurgia. A perda de peso observada antes da cirurgia, apos a suplementacao
nutricional, ¢ devido a recomendacdo médica de perda de peso com intuito de diminuir o
volume do figado e a gordura abdominal para facilitar a cirurgia e reduzir os riscos associados
ao procedimento cirurgico'®.

Contudo, apesar do alto consumo energético, individuos com obesidade morbida
podem apresentar defici€éncias nutricionais antes da cirurgia bariatrica, e essas, associadas as
restricoes € a ma absorcao de nutrientes induzidas pela cirurgia, podem levar a defici€éncias
importantes no periodo pos-operatorio!’’. Diante desse aspecto, a prescricio de
suplementacdo nutricional tem sido recomendada para inicio antes e persistindo até meses
apos a cirurgia. A avaliacdo das concentragdes séricas dos micronutrientes nas mulheres com
obesidade mérbida mostrou que antes da suplementagdao, com excecao das vitaminas C ¢ E, as
vitaminas A, B6, B12 e D3, o acido folico, ferro, selénio e zinco apresentavam-se dentro dos
valores de referéncia. Contudo, apds a suplementagdo vitaminica, a vitamina E apresentou

concentragdes dentro do valor de referéncia tanto uma semana antes (M2) como 6 meses apds

a cirurgia (M3), fato que ndo ocorreu com a vitamina C, que se manteve abaixo do valor de
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referéncia em todos os momentos avaliados. De fato, outros pesquisadores também relataram
menor concentracdo sérica da vitamina C em obesos e atribuiram esse fato ao maior depdsito
de gordura abdominal”®. A reacdo inflamatoria causada pelo excesso de tecido adiposo na
obesidade contribui para o estresse oxidativo no qual as vitaminas C e E t€m importante papel
como agentes antioxidantes''’. Outro estudo demonstra, ainda, que a perda de peso associada
a suplementacdo vitaminica completa foram eficazes para elevar as concentragdes dessas duas
vitaminas um ano ap6s a cirurgia, diminuindo os niveis de estresse oxidativo e parametros
pro-inflamatorios, como a glutationa redutase e metabolitos de 6xido nitrico.''*. No entanto,
esse mesmo estudo mostrou que, trés meses apos a cirurgia, mais de 50% dos pacientes ainda
apresentavam concentragdes inadequados das vitaminas C e E, apesar da suplementagao
nutricional'''. E importante destacar que os eventos pré-inflamatorios e o estresse oxidativo
estdo presentes em pacientes obesos mesmo apds a cirurgia bariatrica, devido ao proprio
procedimento ¢ porque ainda persiste excesso de tecido adiposo''?. Assim, concentracdes
séricas de vitamina C abaixo do valor de referéncia poderiam ser explicadas pela alta
demanda por agentes antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo.

Outro efeito do excesso de tecido adiposo ¢ a menor disponibilidade de vitaminas
lipossoluveis na circulacdo, explicada pela diluigdo dessas substincias nesse tecido®’. O
presente trabalho mostra que muitos micronutrientes tiveram resposta positiva somente com a
suplementacdo, exceto as vitaminas A e D3, o que pode ser devido a sua lipossolubilidade e
sequestro pelo tecido adiposo®” ™. E foi observada diminuigio significativa na concentragdo
de vitamina D3 apds a cirurgia, o que poderia ser explicado pela menor absor¢do desse
micronutriente devido as alteragdes na anatomia e fisiologia gastrointestinal resultantes da
técnica cirtrgica.

Com relacdao a vitamina B12 e ao acido folico, embora estivessem dentro dos valores

de referéncia, suas concentracdes aumentaram significativamente com a suplementagdo,
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permanecendo estdvel mesmo apds a cirurgia bariatrica. Em estudo realizado com pacientes
obesos, foi demonstrado que aqueles submetidos ao procedimento cirurgico apresentaram
maiores concentragdes das vitaminas B6, B12 ¢ E e do acido félico, quando comparados com
0os que perderam peso apenas mudando o estilo de vida. Esse contraste foi atribuido a
suplementacdo alimentar, que somente foi prescrita para os pacientes tratados
cirurgicamente“z. No entanto, para a vitamina B6, nossos resultados foram diferentes, uma
vez que esta apresentou reducdo significativa apos a suplementagdo e a cirurgia, embora tenha
se mantido na faixa de referéncia.

Os resultados deste estudo também confirmaram a relacdo entre obesidade e
inflamagdo, uma vez que foram observadas maiores concentragdes de TNF-a, VEGF e MCP-
1 no sangue periférico das mulheres com obesidade mérbida (M1, M2 e M3) comparadas ao
grupo controle. Além disso, nossos dados demonstraram que apenas a suplementagdo
vitaminica ndo foi capaz ou suficiente para reduzir as concentragdes circulantes dessas
citocinas pro-inflamatorias. No entanto, com excecdo da MCP-1 e da IL-10, as demais
citocinas tiveram suas concentragdes diminuidas apds a cirurgia (M3).

O VEGF ¢ abundantemente secretado por adipdcitos na situagdo de hipdxia gerada
pela pequena quantidade de capilares sanguineos no tecido adiposo, desempenhando papel
fundamental na regulagio da angiogénese''>''*. Portanto, o motivo para a reducio ma
concentragdo de VEGF observada ap6s a cirurgia baridtrica poderia ser a diminuicdo da
hipdxia, gerada pela grande perda de peso apos o procedimento cirtirgico. Da mesma forma,
outros estudos demonstraram correlagdo positiva entre as concentragdes de VEGF e o IMC e
a diminui¢io de VEGF ap6s cirurgia bariatrica' '>'1°. A suplementagdo de vitamina E também
pode ter influenciado a redugdo da concentragdo dessa citocina, uma vez que compostos desta
vitamina, especialmente o tocotrienol, sdo também capazes de inibir a angiogénese por meio

da regulagdo da expressdo do receptor de VEGF (VEGFR)'!".
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Na obesidade, a citocina MCP-1 atua na manuten¢do ¢ instauracdo de inflamagao
cronica, pois contribui substancialmente para a infiltragdo de macroéfagos no tecido adiposo,
para a resisténcia 4 insulina e na esteatose hepatica''®. Apesar de haver expressio de MCP-1
nos adipocitos, esta ¢ predominantemente produzida por macroéfagos que infiltram o tecido

adiposo no processo inflamatorio' "

Nossos resultados evidenciaram concentragoes
aumentadas da MCP-1 nas mulheres obesas ¢ nenhuma alteracdo nas concentragcdes dessa
citocina apos a suplementacdo nutricional e/ou cirurgia bariatrica. Diferentemente, foi
anteriormente descrito que a redugdo de peso em pessoas com obesidade morbida estaria
também relacionada ao decréscimo das concentracdes de MCP-1 circulante'?°. Além disso, foi
relatada correlacdo positiva entre a produgdo de 6xido nitrico e a expressdo e secrecao de
MCP-1, e que a vitamina C foi eficaz na redugao tanto da expressdo como da secre¢do dessa
citocina'?!. Sabe-se que o NF-kB ¢ um dos principais indutores da MCP-1, e que a vitamina
C, por sua vez, tem capacidade de inibir a ativagio do NF-kB induzido pelo TNF-o!?%!%3.
Desta forma, a suplementagao de vitamina C poderia reduzir o recrutamento de macrofagos
pela diminui¢do das concentragdes de MCP-1. Contudo, as mulheres obesas participantes do
presente estudo, nos trés momentos avaliados (M1, M2 e M3), apresentaram concentragcdes de
vitamina C abaixo do valor de referéncia. Talvez essa deficiéncia mesmo apds a
suplementacdo e a cirurgia, tenha sido uma das responsaveis pela auséncia de reducdo da
concentragdo de MCP-1 circulante. Além da vitamina C, ¢ reportado que a forma ativa da
vitamina D (la,25-dihidroxicolecalciferol) também atenua a producao da MCP-1 em
adipocitos e a expressdo de VEGF em células de linhagens tumorais, € atua como moduladora
da expressio de TNF-a e IL-6'**!'?>12¢ vale lembrar, no entanto, que no presente estudo mio

foi observado aumento da concentragao sérica da vitamina D3 mesmo apds a suplementagao.

Pelo contrario, apos a cirurgia, o nivel desta vitamina esteve abaixo do valor de referéncia.
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O TNF-aq, principalmente secretado por de mondcitos, macréfagos e adipécitos, atua
na absor¢io de 4cidos graxos, lipogénese e lipolise nos adipdcitos'?’. Foi relatado que
individuos obesos apresentam maior expressao de TNF-a no tecido adiposo do que aqueles
com peso dentro dos padrdes normais, € que essa produgdo aumenta quando as células de
gordura aumentam de volume'?®. Macrofagos do tecido adiposo sdo muito mais ativos do que
os adipocitos na producio de TNF-o e outras citocinas pro-inflamatorias'®. Dessa forma,
pode-se supor que a redugdo na concentragdo do TNF-a observada 6 meses apds a cirurgia
bariatrica estaria relacionada a perda de peso, a qual teria levado a diminuicdo da quantidade
de macrofagos infiltrados no tecido adiposo e, consequentemente, & menor produgdo dessa
citocina. De fato, o recrutamento de macrofagos tem papel essencial na producdo das
citocinas TNF-a e MCP-1'*. As possiveis causas do recrutamento pelo tecido adiposo sdo a
resposta alterada a sinaliza¢do de adipocinas e o tamanho celular, a hipéxia do tecido adiposo
local e a endotoxemia nutricional'*. Ha evidéncias que sugerem que pré-adipocitos podem
ser convertidos a macréfagos em condigdes adequadas, como o contato entre pré-adipocitos e
macrdfagos peritoniais'*°. Foi também relatado que perdas significativas de peso decorrentes
da cirurgia baridtrica e da intervencdo no estilo de vida reduziram significativamente o
numero de macrofagos e a expressao de marcadores especificos de macrofagos no tecido
adiposo, incluindo o TNF-a'*"'32. Nossos dados de expressio génica confirmam esses
achados, uma vez que a expressdo do gene 7NF-o diminuiu ap6s a cirurgia baridtrica (M3) em
relagdao ao segundo momento (M2).

A 1L-6 apresentou reducgdo significativa apenas apos a cirurgia baridtrica. Sabe-se que
a concentracdo de IL-6 tem maior diminuicdo quando ocorre uma perda de peso acentuada e
que, além disso, estd positivamente correlacionada com a porcentagem de gordura corporal
em mulheres obesas'*. A concentracdo de IL-6 j& foi negativamente relacionada com a

concentragdo de glutationa peroxidase, que € importante na prote¢do ao estresse oxidativo,
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mostrando que a perda de peso e melhora do perfil inflamatdrio tem agdo também no estresse
oxidativo'**. Um estudo mostrou que individuos obesos tinham concentragdes mais altas de
IL-6 ¢ TNF-a em comparagdo aos eutroficos, € que a IL-6 diminuiu significativamente 12
meses apds a cirurgia bariatrica'®®. Portanto, a reducéo dos valores de IL-6 observada apés a
cirurgia baridtrica no presente estudo pode ser devido a grande perda de peso ocasionada pelo
procedimento. Na expressdo do gene da IL-6, houve diminui¢do apds a cirurgia bariatrica
comparado ao segundo momento, atingindo valores menores do que o grupo controle.

Para a IL-10, tanto a dosagem sérica, como a analise de expressdo génica mostraram
que ndo houve diferenca entre os trés momentos avaliados (M1, M2 e M3) e com relagdo ao
grupo controle. Resultado semelhante foi encontrado em outro estudo, mostrando similaridade
nas concentracdes de IL-10 entre obesos, obesos diabéticos e individuos eutroficos'®.
Concordante com os nossos achados, outro estudo mostrou que ndo houve diferenga nas
concentragdes de IL-10 entre obesos antes e apds a cirurgia baridtrica, e entre obesos ¢ o
grupo controle'*”. Na fase inicial da inflamacdo cronica, as concentragdes de IL-10 podem
estar elevadas, o que demonstra uma tentativa do organismo de suprimir a resposta
inflamatoria. No entanto, as concentracdes de IL-10 podem diminuir em fase mais tardia da

inflamagao crdnica, sugerindo falha no controle da inflamagao 138
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo confirmaram a eficdcia da cirurgia bariatrica para a redugdo
do peso corporeo e do IMC, avaliados seis meses apds o procedimento cirurgico.
Diferentemente de outros relatos, ndo houve defici€éncia nutricional pré-operatoria, exceto
pelas vitaminas C e E, sendo que para a vitamina E houve corre¢do apds a suplementagdo
nutricional. Apos o procedimento cirtirgico, houve, ainda, deficiéncia nutricional para as
vitaminas C e D3, sugerindo a eficdcia da suplementacdo nutricional ministrada antes da
cirurgia, que também foi capaz de elevar as concentragdes das vitaminas E, B12 e écido
folico.

As mulheres com obesidade mérbida mostraram-se com concentragdes aumentadas
para as citocinas TNF-o, VEGF ¢ MCP-1 comparadas as eutrdficas. A cirurgia bariatrica
aliada a suplementa¢do nutricional, ministrada antes mesmo da cirurgia, foi capaz de reduzir
as concentragdes das citocinas IL-6, TNF-a e VEGF, provavelmente pela diminuicdo do
recrutamento de macrofagos e da hipoxia no tecido adiposo. A expressao dos genes IL-6 ¢
TNF-a apontam as mesmas conclusdes, pois houve diminuicdo de sua expressdo apds a
cirurgia baridtrica comparado ao segundo momento.

Portanto, a cirurgia baridtrica ¢ uma Otima alternativa para a reducdo de peso e
melhora do perfil inflamatorio pela sua capacidade de reduzir a gordura corporal e por
conseqiiéncia diminuir a produgdo de citocinas por adipocitos e macrofagos que contribuem
para a inflamagao cronica presente na obesidade, diminuindo o recrutamento de macrofagos e
a hipdxia do tecido adiposo; e a suplementagdo nutricional ministrada antes do procedimento
cirirgico pode ser capaz de corrigir algumas das possiveis deficiéncias nutricionais pos-
cirurgicas causadas pelas alteragdes na anatomia e fisiologia gastrointestinal, sendo

importante para um melhor resultado e continuidade dos beneficios da cirurgia.
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Ilustrissima Senhora

Prof?. Dr®. Daisy Maria Fdvero Salvadori
Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Prof® Daisy,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 4159-2012) “Relacio entre a ingestdo de
neuronutrientes ¢ alteragdes otogendticas e gendmicas na obesidade
mérbida”, a ser conduzido por Bruno César Ottoboni Luperini, orientado por
Vossa Senhoria, com a colaboragdo de Danielle Cristina de Almeida Dionizio,
Maria Rita Marques de Oliveira e Patricia Sousa Novais, recebeu do relator
parecer favordvel, aprovado em reunido de 02/04/2012.

OBS: Ndo hd necessidade de envio @ CONEP, pois cumpre a Resolugdo
340/2004-Genética Humana.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar
ao CEP ao final da execugdo do Projeto o “Relatdrio Final de Atividades”.

Secretdrio do CEP



