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A obesidade é considerada um importante problema de saide publica, sendo
classificada como uma epidemia global, podendo ser definida como uma doenga que pode
causar ou exacerbar problemas de satide. Nos tltimos anos, o crescimento do nimero de
individuos com sobrepeso e obesidade revela um quadro epidemiolégico preocupante. Este
aumento de peso causa hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipdcitos, podendo constituir
situacoes relacionadas a génese do processo fisiopatoldgico da obesidade e suas
complicagdes. Dentre as complicacdes, o aumento na producio de citocinas corrobora para
o desenvolvimento de um quadro inflamatério, que estd associado a resisténcia a insulina e
hipertensdo arterial, caracterizado como Sindrome Metabdlica. Este processo inflamatério
estd também relacionado a funcdo renal, sugerindo que o rim desempenha um papel no
clearance das citocinas envolvidas no processo inflamatério. Observa-se também a
hiperinsulinemia presente em grande parcela de individuos obesos, contribuindo para
alteracdes na funcdo renal. A patologia renal em paciente obeso € conhecida como
glomerulopatia relacionada a obesidade. No obeso a taxa de filtracdo elevada leva a uma
vasodilatacdo da arteriola aferente com consequente elevagao da fracao de filtracdo, como
resultado de uma hiperfiltracdo glomerular seguido de dano renal. Este trabalho procurou
entender as implicacdes da obesidade, sem qualquer outra co-morbidade associada, sobre a
funcdo tubular renal, a pressdo arterial, os perfis metabdlico e inflamatério em um grupo de
voluntdrios obesos comparados a um grupo de controles eutréficos. Os voluntédrios foram
submetidos ao clearance de litio e creatinina, juntamente com o teste de tolerancia oral a
glicose. Foi avaliada a fun¢@o tubular renal, os perfis metabdlico, lipidico e inflamatdrio.
Os voluntdrios obesos apresentaram fendtipos diferentes para a resisténcia a insulina e
pressdo arterial, contudo, o perfil inflamatorio e a fun¢@o tubular renal foram similares. O
perfil insulin€mico mostrou diferenca importante entre os grupos de obesos quando
comparados ao controle. O presente estudo demonstrou que a obesidade no grupo estudado,
pode ocorrer com poucas alteracdes fisiopatoldgicas. Nos aventamos a hipdtese que estas
alteracoes, particularmente as metabdlicas, sdo acentuadas ou associadas a elevacdo do
status inflamatorio dos voluntdrios obesos, mas por outro lado, s3o atenuadas
possivelmente pela elevada concentracdo sérica de adiponectina no grupo normo-

insulinémico, quando comparado aos voluntdrios hiperinsulin€micos. Assim, € possivel,

Xvii



que os individuos do grupo obeso normo-insulinémicos possam tardiamente evoluir para

hiperinsulinemia reciprocamente a redu¢do dos niveis de adiponectina.
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Obesity is considered an important public health problem, being classified as a global
epidemic, which can be defined as a disease that can cause or exacerbate health problems.
In recent years, the growth in the number of individuals with overweight and obesity
reveals an epidemiological framework concern. This increase in weight cause hypertrophy
and/or Adipocyte hyperplasia and may constitute situations related to the genesis of the
pathophysiological process of obesity and its complications. Among its complications, the
increase in the production of cytokines supports for the development of an inflammatory
process, which is associated with insulin resistance and hypertension, characterized as
metabolic syndrome. This inflammatory process is also related to kidney function,
suggesting that the kidney plays a role in the clearance of cytokines involved in the
inflammatory process. It is also observed hyperinsulinemic present in large proportion of
obese individuals, contributing to changes in renal function. Renal changes in obese patient
is known as glomerulopathy related to obesity. In the obese high filtration rate leads to
vasodilatation of the afferent arteriole with consequent elevation of the filtration fraction, as
a result of glomerular Hyperfiltration followed by renal damage. Thus, this work sought to
understand the implications of obesity, with no other associated co-morbidity, on renal
tubular function, blood pressure, and inflammatory and metabolic profiles in a group of
obese volunteers compared to a group of eutrophic controls. Obese volunteers showed
different phenotypes for insulin resistance, blood pressure, inflammatory profile and renal
tubular function were similar. Insulinemia profile showed significant difference for the
obese groups compared to controls. The present study showed that obesity, at least in a
specific group, can occur without major patho-physiological changes. We may state the
hypothesis that these amendments, particularly the metabolic, are accentuated or associated
with elevation of inflammatory status of obese volunteers, but on the other hand, are
attenuated possibly by the high concentration of serum adiponectin in normo-insulinemic
group when compared to the hyperinsulinemic volunteers. Thus, it is possible however, that
individuals of the obese group normo-insulinemic can later evolve to hyperinsulinemic

reciprocally to reduction of adiponectin levels.
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1.1. Historico.

O excesso de peso é conhecido desde a antiguidade, onde pinturas e estidtuas em
pedras ja apresentavam mulheres obesas, documentado hd 25.000 anos pela estatueta de
Vénus de Willendorf (1). Mimias egipcias, pinturas, porcelanas chinesas, esculturas gregas e
romanas e em vasos dos Maias e Incas nas Américas, ilustravam pessoas com excesso de peso
(2).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a obesidade caracteriza-se por um
acumulo excessivo de tecido adiposo que se deve basicamente, ao desequilibrio entre o
consumo de calorias e o dispéndio energético. Mudangas sociais e a transi¢do nutricional
mundial impulsionam a epidemia da obesidade (3).

Modifica¢des nos hébitos de vida, principalmente no que diz respeito ao consumo de
alimentos com elevada densidade energética, com altos teores de aguicar e gorduras saturadas
e a reducdo das atividades fisicas, exercem importante influéncia nesse aumento da obesidade
(3). Embora a genética desempenhe papel importante na susceptibilidade do individuo para
ganhar peso, o balango energético é determinado resumidamente pela ingestdo de calorias e
pela atividade fisica. Durante a evolu¢do, genes originalmente tidos como benéficos ao
armazenamento de energia nos momentos de escassez, t€m se tornado vildes, podendo
explicar a epidemia da obesidade e diabetes mellitus tipo 2, associado ao consumo de
alimentos caléricos e ao sedentarismo (4). Segundo o postulado pela teoria do “thrifty
genotype”, ou genoétipo poupador, determinadas populagdes poderiam apresentar uma maior
prevaléncia de genes que codificariam proteinas direcionadas a um menor gasto energético,
provavelmente selecionados durante periodos de escassez de alimentos (5).

O excesso de energia, consequéncia deste desequilibrio entre consumo e gasto
caldrico, é armazenado nos adipdcitos, que sofrem hiperplasia e/ou hipertrofia, aumentado
assim o volume do tecido adiposo (6). Segundo a OMS, a obesidade € classificada pelo
cdlculo do Indice de Massa Corporal (IMC), calculada pela massa corporal em quilogramas
dividido pela altura em metros ao quadrado, e tem o seu ponto de corte, para a normalidade,
entre 19,9 a 24,9 kg/mz, sendo considerado sobrepeso o IMC entre 25 a 29,9 kg/mz, e
obesidade IMC > 30 kg/mz. A obesidade € classificada em grau I, quando o IMC esta entre 30
e 34,99 kg/mz, em grau I, entre 35 e 39,99 kg/m2 e grau III, IMC > 40 kg/m2 .
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A obesidade € considerada um importante problema de saidde publica, sendo
classificada como uma epidemia global (8). Para Kopelman, a obesidade deve ser definida
como uma doenga e, que esta pode causar ou exacerbar outros problemas de saide (9).

A origem das anormalidades metabdlicas pode ocorrer durante o desenvolvimento
intrauterino, uma programacgdo fetal em um ambiente nutricional adverso. Porém fatores
genéticos e/ou epigenéticos, precisam ser melhor investigados (10).

A 1identificacdo dos fatores genéticos, epigenéticos e ambientais ligados a obesidade
ndo sdo tdo simples, entretanto, ¢ bem documentada a maior prevaléncia de obesidade em
filhos bioldgicos de pais obesos, em comparacdo aos filhos de pais eutr6ficos. Embora, as
bases genéticas transmissiveis da obesidade sejam inquestiondveis, isoladamente sdo
insuficientes para explicar o alarmante aumento da incidéncia da alteracdo em todo mundo em
curto espago de tempo; tal aumento € melhor explicado pelas mudangas comportamentais
ocorridas nas ultimas décadas (11).

As tendéncias genéticas a obesidade vém apresentando maior expressao diante das
transformacdes no padrdo alimentar, associado aos baixos niveis de atividade fisica

observados na sociedade atual, em consequéncia do processo de modernizacdo (12; 13).

1.2. Epidemiologia.

Nos dltimos anos, o crescimento do nimero de individuos com sobrepeso e obesidade
revela um quadro epidemiolégico preocupante. Dados da Organizacdio Pan-americana de
Satide (OPAS) de 2003 revelam que a obesidade alcancou propor¢des epidémicas globais,
com mais de um bilhdo de adultos com excesso de peso (3).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em 2005 eram 1.6 bilhdes de
pessoas, maiores de 15 anos com sobrepeso sendo, no minimo, 400 milhdes de obesos. No
entanto estima-se para 2015, aproximadamente, 2.3 bilhdes de adultos com sobrepeso e mais
de 700 milhdes com obesidade. A obesidade duplicou desde 1980, em 2008, mais de 1,4
bilhdo de adultos, com mais de 20 anos, estavam acima do peso. Destes mais de 200 milhdes
de homens e quase 300 milhdes de mulheres eram obesos. Dados de 2013 da OMS apontam a
Regido das Américas com a maior percentagem de mulheres obesas 29,7% e, a Regido
Europeia com a maior incidéncia de obesidade em homens de 20,4% (14). Da populacdo
mundial, 65% vive em paises onde o sobrepeso € a obesidade mata mais pessoas do que o

baixo peso. Mais de 40 milhdes de criancas menores de cinco anos estavam acima do peso em
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2010. Nas anélises realizadas no Relatério sobre Saide no Mundo em 2012, 2,8 milhdes de
pessoas morrem por ano decorrente de doencas causadas pelo sobre peso e obesidade;
globalmente, 48% de doencas cardiovasculares, 21% de certos tipos de céncer, 12% de
doencas respiratdrias cronicas e diabetes mellitus corresponde a 3,5% dos 6bitos (15). Uma
vez associada com paises de alta renda, a obesidade € agora também prevalente em paises de
baixa e média renda.

No Brasil, uma Pesquisa de Or¢amentos Familiares 2008-2009 (POF), realizada pelo
IBGE em parceria com o Ministério da Saudde, constatou que 50% da populagcdo brasileira
acima de 20 anos estdo acima do peso. O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) revelou ainda que 30% das criancgas brasileiras entre 5 € 9 anos estdo acima do peso.
A distribuicdo geografica dessas pessoas localiza-as nas regides Sudeste e Sul, justamente as
regides geogrificas com maior poder aquisitivo e de renda e com elevadas taxas de

urbanizacio (16).

1.3. Os Riscos da Obesidade.

A obesidade é considerada uma desordem metabdlica de etiologia multifatorial,
envolvendo uma gama de fatores genéticos, epigenéticos, ambientais, psicolégicos e sociais
17).

Embora a obesidade deva ser considerada uma doenga, ela representa também um dos
principais fatores de risco para outras doengas cronicas, tais como hipertensao arterial e aos
altos niveis de colesterol no sangue. Em 2002 o Relatério sobre Satide no Mundo descreveu
que, aproximadamente 58% dos casos de diabete e 21% das cardiopatias isquémicas, bem
como de 8 a 42% de certos tipos de cancer, eram atribuiveis a indices de massa corporal
superiores a 21 kg/mz. O ganho excessivo de peso € responsavel por 2 a 6% do custo total de
atencdo a saude em vdrios paises em desenvolvimento, algumas estimativas apontam para até
7%. Os verdadeiros custos sdo, indubitavelmente, muito mais altos, uma vez que nem toda
doenga associada a obesidade estd incluida nos cdlculos (13).

Uma cascata de desordens metabdlicas estd associada a obesidade, desencadeando
resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia, aterosclerose, , hipertensdo arterial,
doenca cardiovascular e complicacOes respiratorias. Estas co-morbidades quando associadas

sdo conhecidas como Sindrome Metabdlica (SM). Ainda que a doenca renal ndo tenha sido

citada como um dos componentes da SM, o excesso de peso é uma das principais causas de
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hipertensdo arterial e diabetes mellitus tipo 2, que juntos respondem por aproximadamente
70% da fase final da doenca renal cronica (DRC). Estudos também sugerem que, mesmo em
pacientes obesos ndao hipertensos e ndo diabéticos, hd algum grau de disfuncdo renal, que
pode levar a lesdes nos rins, como alteracdes metabdlicas e hemodinamicas que pioram com a

obesidade prolongada (9, 18).

1.4. Obesidade e Resisténcia a Insulina.

A associacdo entre obesidade e resisténcia a insulina foi relatada pela primeira vez em
1964, quando Randle et al., demonstram que na resisténcia a insulina, hd o aumento da
concorréncia entre os acidos graxos livres (AGL) e glicose para o metabolismo oxidativo nas
células sensiveis a insulina (apud 19). De acordo com este estudo, os dcidos graxos livres
atuam como um importante fator enddcrino para regular a fun¢do metabdlica nos tecidos-
alvos.

A insulina € um hormoénio anabdlico de grande importdncia na manutencdo da
homeostase da glicose, crescimento e diferenciacdo celular. A secre¢ao deste hormonio é
estimulada por substratos energéticos metabolizdveis pelas células [ pancredticas,
principalmente a glicose. No tecido adiposo a insulina atua no aumento da lipogénese, na
captacdo de glicose e diminui¢ao da lipdlise (20).

A resisténcia a insulina pode ser modulada por influéncia ambiental, principalmente o
sedentarismo e a obesidade (21), entretanto também possui um componente genético (22).
Esta resisténcia € frequentemente agregada a hiperinsulinemia, que em obesos, parece causada
por hipersecrecdo hormonal primaria e compensatdria a resisténcia tecidual a insulina (23).
Quando a resisténcia estd associada a obesidade, diversos estudos demonstram que a perda de
peso leve (24) ou considerdvel (25), diminui a resisténcia a insulina, a secre¢do de insulina
passa a ser mais bem regulada e os parametros metabdlicos e hemodinidmicos tendem a
retornar aos niveis normais (26).

A obesidade esta diretamente relacionada com niveis elevados de insulina e,
consequentemente, o desenvolvimento de resisténcia em tecidos periféricos (9). Os portadores
de obesidade apresentam além da resisténcia as a¢Oes da insulina na musculatura esquelética,
inadequada supressdo da producdo endégena de glicose (27) e, no que se refere as vias

metabodlicas das gorduras, menor supressao da lipolise pela insulina (28).
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A resisténcia a insulina quando associada a obesidade, pode ser avaliada de duas
maneiras. Randle e colaboradores em 1994 propuseram que os 4cidos graxos livres competem
com a glicose para a oxidagdo do substrato. No entanto, ao contrario do modelo de Randle,
Shulman e colaboradores em 2000, propuseram que os dcidos graxos livres inibem
diretamente o transporte de glicose e conduzem a fosforilacdo de serina/treonina do receptor

de insulina, o que causa uma reducdo no transporte de glicose (apud 29).

O primeiro estudo epidemioldgico associando resisténcia a insulina e lesdo renal, foi
realizado na década de 90, e destacou a albumintria como primeiro sinal de nefropatia em
diabéticos (30). Ainda, segundo Sarafidis (30), a insulina influencia a funcdo renal e seu efeito
antinatriurético pdde ser observado quando administrado agudamente.

Estudos mostram que a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia ativam o Sistema
Renina Angiotensina (SRA) e o Sistema Nervoso Simpatico (SNS), aumentando a reabsor¢ao
de sddio e a retencao de liquido (31; 32; 33). Este estado também favorece a proliferacdo das
células endoteliais e deposicdo de matriz na medula renal, aumentando a pressdo renal,
diminuindo o fluxo tubular e consequentemente aumentando a reabsor¢ao de sédio e elevando
a pressdo sanguinea (34; 35; 36). Estudos mostram que a angiotensina II, uma proteina
relacionada ao SRA, atua também na resisténcia a insulina, sendo evidenciado quando
inibidores da enzima conversora da angiotensina ou bloqueadores do receptor AT1 (AT1R),
além de levarem a redugdo da pressdo arterial, aumentam a sensibilidade a insulina em
pacientes hipertensos e resistentes a insulina (37; 38; 35).

Hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e o aumento da angiotensina II, sdo potentes
ativadores para a expressdo de TGF-1, uma citocina que contribui para o dano glomerular
(39). Este quadro de hiperinsulinemia pode promover proliferacdo celular e alteragdo renal
por meio da expressdo de TGF-P e baixa regulacdo da macula densa (29). Segundo Ku e

colaboradores, a insulina pode ter efeitos angiogénicos nos glomérulos (40).

1.5. O Tecido Adiposo.

O tecido adiposo € um dos ultimos tecidos do corpo humano a se desenvolver durante
a vida intrauterina. Estudos morfologicos realizados em embrides humanos, porcinos e
murinos, comprovaram que a adipogénese se inicia imediatamente antes do nascimento. A
cronologia do aparecimento do tecido adiposo € estritamente dependente da espécie. Apos

desenvolvimento do tecido adiposo, os adipdcitos aumentam em numero (hiperplasia) até o
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inicio da adolescéncia e, apds este periodo, também passam a aumentar em tamanho
(hipertrofia) durante toda a vida (41; 20). O tecido adiposo € constituido por adipdcitos, pré-
adipdcitos, fibroblastos, células imunes (leucdcitos, macréfagos), matriz de tecido conjuntivo
(fibras coldgenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular e nddulos
linfaticos (20; 42).

Os adipdcitos ocorrem isoladamente ou em grupos no tecido conjuntivo, sendo
especialmente numerosos no tecido adiposo (43). A medida que estas células se aglomeram,
elas aumentam de tamanho e se tornam globosas, aparecendo primeiramente, como pequenas
goticulas que, posteriormente, juntam-se e formam uma tnica gota lipidica. Esta gota lipidica
da origem ao tecido adiposo e € composta por moléculas de lipidios que podem ser
classificados conforme a sua estrutura quimica, ou seja, classificados como lipidios simples,
compostos e derivados (44). Os lipidios simples s@o os triacilglicerideos (triglicérides),
considerados lipidios neutros que correspondem a cerca de 95% de todo tecido adiposo do
corpo. Os lipidios compostos chamados de diacilglicerois (digliceridios) e, por fim, os lipidios
derivados formados por substancias derivadas dos lipidios compostos e simples, conhecidos
popularmente como colesterol (45).

O tecido adiposo estd localizado em inimeras regides do organismo, envolvendo ou
mesmo se infiltrando em 6rgdos e estruturas internas, oferecendo protecao mecanica contra
traumas externos e adequado deslizamento entre visceras e feixes musculares, sem
comprometer a integridade e funcionalidade dos mesmos. Além disso, pela distribui¢do mais
abrangente, incluindo derme e tecido subcutdneo, e por ser um excelente isolante térmico, tem
um papel importante na manutencdo da temperatura corporal, além da capacidade de
armazenar energia com pouca agua. A distribuicdo do tecido adiposo apresenta um
dimorfismo relacionado ao género, sendo que as mulheres usualmente apresentam maior grau
de adiposidade (20). Contudo, atualmente o tecido adiposo ndo €é mais visto apenas como um
orgdo passivo, protetor e especializado no armazenamento de lipideos, mas como um 6rgao
enddcrino ativo com multiplas funcdes, entre elas a responsabilidade pela producio e secre¢ao
de intimeras citocinas, tais como as adipocinas. Desta forma a secre¢do das citocinas
influenciam na fun¢do de 6rgdos e sistemas, como coragdo, vasos sanguineos, sistema nervoso
simpdtico e rins (46).

O tecido adiposo exibe tanto diferengas metabdlicas quanto no padrdo de expressoes

de adipocinas dependente da localizacdo anatOomica (47). O tecido adiposo visceral €
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metabolicamente mais ativo, possui maior sensibilidade a acdo da insulina, além de secretar
maiores quantidades de adipocinas quando comparado ao tecido adiposo subcutaneo (48).

A obesidade visceral estd relacionada a respostas cardiovasculares, renais,
metabdlicas, protrombdticas e inflamatdrias. Dentre estas respostas incluem-se resisténcia a
insulina, disglicemia, dislipidemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hipercortisolemia,
hipertrigliceridemia, alteragdes vasculares, aumento da atividade do SNS e do SRA,
hipercoagulabilidade, alteracdo no sistema cininas-calicreinas; que individualmente e
interdependentemente, contribuem para doenca renal progressiva, doenga renal de estdgio
terminal, hipertensdo e outras doencas cardiovasculares (46). Esta adiposidade visceral
favorece a liberacdo de 4cidos graxos livres diretamente na veia porta, aumentando a
producdo hepatica de glicose e o acimulo de lipideos em outros tecidos fora o adiposo, sendo
considerado este mecanismo um importante elo entre obesidade e o desenvolvimento de uma
constelacdo de complicacdes ou co-morbidades, incluindo resisténcia a acdo periférica da
insulina. (49).

O tecido adiposo subcutaneo € menos sensivel a acdo da insulina, aventando uma
hipétese de que a captacdo de triglicerideos seja o componente que favorece ao adiposo
subcutaneo esta sensibilidade a acdo da insulina, exercida pelas tiazolidinedionas (50; 51). Em
um estudo com cultura primdria de pré-adipdcitos expostos a tiazolidinedionas, apenas os pré-
adipdcitos de origem subcutéanea se diferenciaram em adipdcitos maduros quando comparados
com os pré-adipdcitos do adiposo visceral (52).

O tecido adiposo € fonte de uma série de citocinas, tais como a leptina, adiponectina,
fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e também, de uma importante
proteina do SRA a angiotensina II, que estd envolvida no controle hidroeletrolitico e da
pressdo sanguinea, apresentando fungdes benéficas ou prejudiciais, influenciando a via
inflamatdria fator nuclear kappa B (NF-kB), que é um fator de transcricdo, associado a
atividade de doengas inflamatdrias (46).

Estas citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular e estdo envolvidas em vdrias
fun¢des metabdlicas e enddcrinas e, sdo mediadores do estado inflamatério e de respostas
imunes. O aumento da massa adiposa tem sido associado com o aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a e IL-6 (53; 20; 54). Por outro lado, uma
diminui¢do da interleucina-10 (IL-10) tem sido associada com o aumento de respostas

inflamatorias em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica (55).
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1.6. As Citocinas.

Citocinas sdo proteinas de sinalizacdo celular que controlam as intera¢des entre as
células do sistema imunoldgico. Formam um grupo diversificado que regulam respostas
inflamatodrias locais e sist€micas, dentre outros processos bioldgicos. Foram identificadas
mais de cem citocinas estruturalmente distintas e geneticamente ndo relacionadas. Sao
extremamente potentes, atuam em baixissimas concentracdes (10'9—10'5M) através de sua
ligacdo a receptores especificos nas células-alvo. A maioria delas parece atuar apenas
localmente, de maneira pardcrina ou autdcrina. Além disso, uma citocina pode induzir a
secrecdo de outras ou de mediadores, produzindo assim uma cascata de efeitos biologicos
(56). Sdo produzidas e liberadas por vérias células como macréfagos, mondcitos, linfécitos,
células endoteliais e adipdcitos (57; 58). A hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipdcitos esta
relacionada a gé€nese do processo fisiopatolégico da obesidade e suas complicagdes estdo
correlacionadas com alteragdes na secrecdo das citocinas (42).

Os processos inflamatoérios estdo associados com o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, principalmente no musculo esquelético; com a diminui¢do da secrecdo de insulina
pelas células B pancreaticas e o desenvolvimento de alteragdes vasculares em individuos com
doenca metabdlica. Dois mecanismos podem estar envolvidos na patogénese das alteracdes
metabdlicas associadas com a inflamag¢do. Em primeiro lugar, a ingestdao de glicose e
macronutrientes provocam estresse oxidativo e alteragdes inflamatoérias. A obesidade pode,
assim, ser um estado pré-inflamatdrio com o estresse oxidativo. Em segundo lugar, o aumento
das concentracdes de TNF-a e IL-6, associado com a obesidade e diabetes do tipo 2, podem
interferir na a¢do da insulina, por suprimir a transdu¢do do sinal de insulina. Isto pode
influenciar no efeito anti-inflamatério da insulina (59). Este aumento das citocinas esta
associado a resisténcia a insulina, por reducdo da fosforilagao do receptor de insulina, sendo
observado em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e em modelos animais desta mesma
doenca (58).

Numerosos estudos apontam as citocinas na patogé€nese da doenga renal (60). A
inflamacdo participa ativamente dos mecanismos de progressiao da lesdo renal em doencas de
diversas causas (61). Contudo, pacientes com funcdo renal diminuida também apresentam
grau de inflamacdo com niveis elevados de IL-6. Ha uma relagcdo entre varios marcadores
inflamatorios (PCR, IL-6 e TNF-a) e fun¢do renal, sugerindo que o rim desempenha um

importante papel no clearance dessas citocinas (62).
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1.6.1. TNFa

E uma citocina imuno-modulatéria e pré-inflamatéria com peso molecular de 17 kDa
(62), agindo nas células adiposas, regulando o acimulo de gordura e interferindo diretamente
em diferentes processos dependentes de insulina, como a homeostase glicémica e o
metabolismo de lipidios. Esta citocina é produzida predominantemente por macréfagos
ativados, mondcitos e também pelo tecido adiposo, e sua propor¢do estd correlacionada
positivamente com aumento do volume de adipécitos (20). Sua produgcdo é também
estimulada pela angiotensina II (61).

O TNF-a provoca uma inibi¢do da auto-fosforilagdo dos residuos de tirosina do
receptor de insulina (IR) e a inducdo da fosforilacdo em serina do substrato 1 do receptor de
insulina (IRS-1) nos adipdcitos, inibindo a fosforilagdo em tirosina, levando a altera¢des na
acdo desse hormonio, com consequentes prejuizos ao metabolismo de carboidratos (59).

Os niveis de mRNA de TNF-a no tecido adiposo de camundongos obesos (ob/ob) sdo
significativamente aumentados em comparacdo aos controles do tipo selvagem. Tem sido
demonstrado que os niveis mRNA de TNF-a estdo aumentados no tecido adiposo de humanos
obesos em comparagdo com individuos eutréficos, e isso tem sido positivamente
correlacionado com os niveis de insulina no plasma. Estudos adicionais tém relatado aumento
de TNF-a no soro de seres humanos com resisténcia a insulina (63). Embora camundongos
knockout para TNF-o apresentem uma protecdo contra a resisténcia a insulina induzida por
dieta, os efeitos da exclusdo do receptor de TNF-a sdo mais complexos e precisam ser mais
investigados (64).

Em um modelo experimental de glomerulopatia crescéntica, a deficiéncia genética de
TNF-a, ou a inibigdo farmacoloégica demonstrou uma diminui¢do no desenvolvimento das
lesdes glomerulares (61). Em modelos experimentais de nefrite, essa citocina parece participar
de alteragdes glomerulares. Ainda segundo Cho e colaboradores, um estudo em criangas com
sindrome nefrética por minimas lesdes mostrou um aumento na excre¢do urindria de TNF-a
(65). Segundo Tang e colaboradores, no rim, a sintese de TNF-o pode ser estimulada pela
angiotensina II e por proteinas de baixa densidade, iniciando assim alteracdes locais (66). O
TNF-a promove processos inflamatdrios e fibroticos nos rins (46). Esta citocina aumenta a
expressao do inibidor da ativacdo de plasminogénio 1 (PAI-1) no tecido adiposo humano e,
no obeso os niveis plasmaticos estdo elevados, acarretando a reducdo de fibrindlise, levando a

fibrose e alteragdes renais irreversiveis (66).
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1.6.2. IL6

E uma citocina com efeitos pré e anti-inflamatérios. Apresenta massa atdmica entre 22
e 27 kDa e é produzida por numerosos tipos de células do sistema imunolégico, incluindo
mondcitos, macréfagos, linfocitos, células mesoteliais, fibroblastos e adipdcitos, normalmente
em resposta a estimulos fisiolégicos, como o TNF-a, IL-1B, endotoxinas bacterianas,
exercicio fisico e estresse oxidativo. Células mesangiais e epitélio tubular renal também
produzem IL-6 (67).

A IL-6 promove eventos inflamatdrios através da ativacdo e proliferacao de linfocitos,
diferenciacdo das células B, recrutamento de leucdcitos e indu¢ao de uma resposta de proteina
de fase aguda como a proteina C reativa (PCR) (62; 61). Outro efeito da citocina é sua acdo
no metabolismo de carboidratos e lipidios. No tecido adiposo esta citocina atua no aumento da
lipélise (20). Para Carvalho e colaboradores a IL-6 tem um efeito muito mais sist€émico que
TNF-a, por apresentar uma concentragdo alta na circulagao (54).

A citocina IL-6 foi uma das primeiras a serem apontados como um mediador
patogénico da resisténcia a insulina e doenga cardiovascular. H4 um aumento nos niveis de
IL-6 na circulagdo de pacientes com diabetes tipo 2. As concentracdes de IL-6 diminuem em
paralelo com a perda de peso e apresentam também melhora da resisténcia a insulina em
pacientes submetidos a cirurgia baridtrica. A produgdo de IL-6 no tecido adiposo abdominal é
3 vezes maior em comparag¢do com o tecido adiposo subcutaneo, indicando que a IL-6 pode
ser um dos fatores que torna o tecido adiposo abdominal fator de risco para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (68). Esta citocina pode também ter um papel
importante na resisténcia a insulina hepatica, por inibir a transdu¢ao do sinal de insulina nos
hepatdcito (63; 59).

Ratos induzidos a obesidade por dieta quando tratados com anti-IL-6, tem um aumento
da sensibilidade a insulina, e isto parece ser devido a uma melhoria da resisténcia a insulina
hepética. O tratamento cronico com a IL-6 inibe a autofosforilacdo do receptor de insulina
(64).

Esta citocina estd muito associada a taxa de mortalidade em pacientes com doencga
renal em estagio terminal segundo Pachaly e colaboradores (69). Estudos sugerem que a IL-6
€ a chave para o desenvolvimento da doenca renal. No modelo isquemia/reperfusdo, o
aumento desta, causa lesdo renal, incluindo disfuncao tubular e inflamacdo tubulo-intersticial,

em decorréncia do aumento da expressdo de moléculas de adesdo e subsequente estresse
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oxidativo (66). Animais knockout para IL-6 apresentam uma melhora das alteragdes renais,

comprovadas pela creatinina plasmaética e histologia do 6rgao (70).

1.6.3. PCR

A PCR € uma proteina plasmatica de fase aguda, produzida principalmente no figado,
em resposta a infec¢des ou estimulos inflamatérios, como IL-6 e TNF-a. Adipdcitos e células
vasculares endoteliais também sintetizam esta proteina (68).

Segundo Dummer e colaboradores, a PCR além da denominacdo de marcador de
inflamacdo inespecifico, esta proteina per se parece apresentar propriedades pré-inflamatorias
(71). As concentragdes circulantes da PCR sdo consideradas como um marcador para o risco
cardiovascular e também t€m sido associadas a resisténcia a insulina. Os niveis da PCR sao
mais elevados em pacientes obesos, que sao também resistentes a insulina e, com a perda de
peso e da melhora na sensibilidade a insulina, tem-se também a diminuicdo nos niveis da
PCR, avaliados em pacientes apds cirurgia baridtrica (72). O decréscimo na sensibilidade a
insulina pode levar ao aumento da expressao da PCR pela diminuicao dos efeitos fisiologicos
da insulina (efeitos anti-inflamatérios) na sintese hepdtica de proteinas de fase aguda (73).
Outro estudo demonstrou correlacdo positiva entre a PCR e os componentes da sindrome
metabdlica: glicemia, circunferéncia da cintura, triacilglicerol, HDL-colesterol, pressao
arterial sistélica e diastdlica, IMC, insulina e HOMA-IR (68).

A PCR possui fungdes imuno-reguladoras como o recrutamento e ativagdo do sistema
complemento, o aumento da reatividade leucocitéria, e o estimulo da liberagdo de citocinas
como a IL-1, IL-18, IL-6 e o TNF-a (72).

Nefrologistas também consideram os niveis da PCR como marcador de mortalidade no
doente renal ou em pacientes com doenga renal cronica em estdgio terminal (74). Para
Dummer e colaboradores, este marcador é encontrado em pacientes com doenca renal cronica

em diferentes fases da sua progressao (71).

1.6.4. Adiponectina

A adiponectina ¢ um hormoénio secretado quase que exclusivamente pelo tecido
adiposo (adipdcitos diferenciados) e € inversamente proporcional a quantidade deste tecido
(20; 75). Possui um peso molecular de 30 kDa e sua concentracdo circulante € elevada (500 -

30.000 pg/L), representando 0,01% do total de proteinas plasmaticas (20). Sua agdo €
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aumentar a sensibilidade a insulina e diminuir a inflamagdo. Apesar da producdo no tecido
adiposo, na obesidade sua concentracio plasmética € reduzida (76). Em animais a diminuicao
dos niveis de adiponectina estd relacionada a um aumento na prevaléncia de diabetes tipo 2,
inflamacdo e aterosclerose, no entanto, essas doengas sdao reversiveis com reposicdo de
adiponectina (77).

Numerosos estudos sugerem que a adiponectina atua sobre o figado, suprimindo a
producdo de glicose. Além disso, camundongos knockout para adiponectina (adipo -/-) t€ém
uma diminui¢ao da sensibilidade a insulina (20). A adiponectina atua também na producdo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e na diminui¢do da produ¢ao de TNF-a e IL-6 (29).

A reducdo nos niveis de adiponectina e seus efeitos anti-inflamatérios podem ser
importantes no desenvolvimento de danos renais na obesidade e na resisténcia a insulina,
entretanto segundo Knight e Imig, estes mecanismos precisam ser mais investigados. Como
na obesidade a adiponectina estd diminuida, o individuo fica mais susceptivel aos efeitos do
excesso de peso sobre alteracdes metabdlicas e cardiovasculares (29).

Recentes estudos sugerem que a adiponectina tem um importante papel no
desenvolvimento de albumindria relacionada a obesidade e alteracdes da fungdo renal (66).
Segundo Sharma e colaboradores, camundongos knockout para adiponectina (adipo -/-)
apresentam aumento de creatinina plasmatica, simplificacdo de poddcitos com perda da
permeabilidade seletiva destes, o que promove elevacdo na excre¢do urindria de peréxido de
hidrogénio e albumina. Estes animais quando tratados com adiponectina apresentam
normalizacdo da albumintria, da estrutura dos poddcitos, aumento da atividade da AMPK
glomerular e reducdo urindria e glomerular de marcadores de estresse oxidativo. Em cultura
de poddcitos, a administracdo de adiponectina aumentou a atividade da AMPK e ambos,

adiponectina e AMPK, reduzem a permeabilidade dos poddcitos a albumina (78).

1.6.5. Leptina

A leptina foi a primeira adipocina descrita (1994), sendo inicialmente identificada
como um modulador do comportamento alimentar. E uma proteina com peso molecular de
16kDa, produto do gene Ob e € também considerada uma adipocina pro-inflamatoria (42; 79).
E um hormdnio derivado do tecido adiposo principalmente subcutineo e esté relacionado com
alguns fatores metabdlicos, inflamatdrios e hemostéticos, e sua concentracdo plasmatica estd
diretamente proporcional a quantidade de tecido adiposo, sendo considerado um mensurador

de depésitos lipidicos do organismo (lipostato). A obesidade induz resisténcia a leptina em
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tecidos periféricos, incluido rim, figado, miocardio e vasos (66). Localmente a leptina atua na
lipélise e oxidagdo lipidica. Sua influéncia no perfil inflamatério estd na capacidade de
aumentar a produgdo de citocinas nos macréfagos, agindo como um potente quimio-atraente,
induzindo a produgdo de mediadores inflamatérios, incluindo TNF-a e IL-6 (80; 20; 19).
Durante condi¢des inflamatérias a produgdo de leptina estd aumentada (19).

A leptina possui também um efeito regulador da pressdo sanguinea, observando uma
resposta pressorica atribuida a ativacdo central do sistema simpdtico € uma resposta
depressora periférica atribuida a sintese de 6xido nitrico, propondo que a leptina tem dupla
atuacdo, produzindo simultaneamente uma acdo pressOrica neurogénica € uma resposta
depressora vascular mediada por 6xido nitrico (20).

Com a concentracdo plasmdtica de leptina aumentada na obesidade, a regulacdo da
pressdo sanguinea pode ocorrer também pelos mecanismos: ativacdo do eixo pituitdrio-
adrenal, alteragdes no balanco hidroeletrolitico, deposicdo de coldgeno mesangial nos
glomérulos e remodelamento vascular, além disso, contribui para a resisténcia a insulina (46).
A leptina coopera para o desenvolvimento da doencga renal, pela ligacdo ao receptor especifico
nas células endoteliais glomerulares, estimulando a proliferacdo celular, deposi¢dao de matriz
extracelular, proteintria, a sintese de TGF-f e producdo de coldgeno tipo IV (46; 66).
Avaliacdes realizadas em camundongos knockout db/db, que sdo deficientes no receptor de
leptina, mostraram um aumento na taxa de filtracdo glomerular (81).

Embora a sinalizagdo da leptina seja mais complexa em seres humanos, a perda da

funcdo renal origina concentragdes séricas elevadas de leptina (58).

1.7. Obesidade e Funciao Renal.

No mundo ocidental a prevaléncia de Doenga Renal Cronica (DRC) tem aumentado,
em paralelo com o aumento do numero de individuos obesos. Vdrios estudos tem
demonstrado uma associagdo consistente entre o risco da DRC e o aumento do IMC (39).

Em 1974 Weisinger e colaboradores associaram pela primeira vez funcdo renal e
obesidade. Esta nefropatia associada a obesidade foi descrita em um paciente com obesidade
morbida, que apresentava proteindria nefrética. Em consequéncia, vdrios estudos clinicos e
experimentais tém sido realizados associando obesidade, dislipidemia e doenga renal, com a
glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) como padrdo histologico (apud 82; 83). A

GESF secunddria a obesidade pode ser diferenciada da GESF idiopatica pela presenca de
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glomerulomegalia, alteragdes menos intensas nos poddcitos, apresentacdo clinica mais branda
e menor incidéncia de proteinuria nefrotica (84; 85).

Alteracdo renal em paciente obeso é conhecida como glomerulopatia relacionada a
obesidade (GRO). Morfologicamente, esta GRO foi definida como uma glomerulomegalia
com ou sem GESF. Os mecanismos que causam esta alteracdo ndo s@o completamente
conhecidos, porém estudos t€ém demonstrado que a hiperfiltracdo glomerular tem um
importante papel no desenvolvimento da glomerulopatia, sendo evidenciada pela
glomerulomegalia e glomeruloesclerose segmentar focal em bidpsias desses pacientes com
GRO (86).

Um estudo realizado em varios paises pdde diagnosticar diferentes causas para a
doenca renal cronica, com prevaléncia de diabetes e hipertensdo, nos paises avaliados (87).

Existe evidéncia que a obesidade aumenta o risco para doenga renal cronica em 4
vezes e o diabetes é a causa principal para a insuficiéncia renal, com pacientes diabéticos,
representando 44% dos novos casos de insuficiéncia renal (29).

Obesidade e hiperinsulinemia t€ém sido associadas a alteracdes na hemodindmica
glomerular (88). Segundo Nerpin e colaboradores, a reducdo da sensibilidade a insulina pode
estar relacionada ao desenvolvimento de alteracdes renais por um aumento nos niveis de
glicose e que a insulina per se estimula a expressao e ativacdo de IGF-1, TGF-f3, endotelina-1
e componentes do SRA que, mostram promover processos fibroticos e mitogénicos nos rins,
tais como proliferacdo de células mesangiais e expansdo da matriz extracelular (89).

Segundo Kramer e Luke, dados epidemioldgicos tem como hipdtese que a obesidade
per se, aumenta o risco de dano renal (90). Em um estudo realizado entre 1996 e 1998 na
Suica, a obesidade contribui para a crescente carga de insuficiéncia renal cronica em homens
e mulheres (91).

Individuos obesos apresentam um aumento de 50% na taxa de filtracdo glomerular
quando comparados com magros. Da mesma maneira se comporta o fluxo plasmatico renal,
que no obeso apresenta-se em torno de 30% maior que em individuos eutroficos (92). No
obeso a taxa de filtracdo elevada leva a um aumento na fracdo de filtracao, uma vasodilatacdo
da arteriola eferente, podendo resultar em uma hiperfiltracao renal, aumento da pressdo dos
capilares glomerulares e consequentemente dano renal (18). Este aumento na fracdo de
filtracdo resulta em um aumento na reabsorcdo de s6dio por um aumento da pressdo pos-
glomerular. O aumento na reabsor¢do de s6dio e consequentemente a diminui¢cdo do delivery

de s6dio na mdcula densa causa um feedback estimulando a hiperfiltracdo. Isto poderia
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explicar a razdo pela qual a obesidade estd associada a vasodilatacdo renal, hiperfiltracdao
glomerular e estimulacdo da liberagdo de renina, mesmo com reteng¢do de sédio e expansao do
volume de liquido extracelular (93; 18).

Apesar do aumento inicial na taxa de filtracdo glomerular atuar como um mecanismo
compensatério para manter o equilibrio de sédio, com a obesidade prolongada a vasodilatacao
renal e hiperfiltracio glomerular, juntamente com o aumento da pressdo arterial e alteracdes
metabdlicas, podem causar lesdo renal e um declinio na taxa de filtracdo glomerular (18).

Microalbumindria tem sido descrita como uma manifestacao inicial de doencga renal
associada a obesidade e nefropatia diabética, porém estd associada com resisténcia a insulina,
independente de diabetes, embora a fisiopatologia desta associacdo ainda seja desconhecida
(39).

A presenca de albumindria é considerada um fator de risco para doenga renal e
cardiovascular. Estudos epidemiol6gicos sugerem que a microalbumintria esta associada a
um aumento da morbidade cardiovascular (77). Em pacientes com IMC > 30 kg/m’ e que
foram submetidos a nefrectomia unilateral, apés 13,6 + 8,6 anos de cirurgia, 92%
desenvolveram proteindria ou insufici€éncia renal, e apenas 12% dos pacientes com IMC < 30
kg/m* submetidos ao mesmo processo cirdrgico, desenvolveram as mesmas alteracdes (18).

O actimulo de lipidios nos macréfagos pode alterar o fendtipo dessas células,
favorecendo um ambiente pré-inflamatério responsavel pelas modificagdes fisiopatologicas
dos rins associadas a obesidade. Protocolos experimentais e estudos clinicos tém demonstrado
que a inibi¢ao da ECA ou o bloqueio dos receptores ATIR diminuem a evolucdo da doenca
renal ndo s6 por controlarem a hipertensdo arterial, mas também por exercerem efeitos anti-
inflamatdrios, anti-proliferativos e anti-oxidativos. De maneira geral, as lesdes permanentes se
devem a apoptose tubular e fibrose renal. A apoptose das células tubulares renais e a fibrose
sdo mediadas por citocinas tais como o TGF-1 e o TNF-a (61; 83).

A associacdo entre obesidade, disfuncdo renal e glomeruloesclerose sugere que a
obesidade pode ser uma causa primdria de doengas renais (94). Ha aproximadamente 35 anos
atrds, Weisinger e colaboradores, descreveram a glomeruloesclerose segmentar focal com
sindrome nefrdtica em quatro pacientes extremamente obesos (apud 82). Na obesidade, a
glomerulopatia e glomerulomegalia sdo os sinais anatomopatoldgicos mais comuns de doenga
renal. A disfuncdo renal € tdo importante quanto a hipertensdo arterial em pessoas obesas.

Este aumento de pressdo arterial estd associado ao aumento na reabsorcdo de sédio, a
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expansdo do volume extracelular e a uma acdo compensatodria na taxa de filtracdo glomerular
para manter o balanco de s6dio em obesos (95).

Em um estudo experimental, para avaliar a relacdo entre obesidade e fungdo renal,
cdes foram alimentados com uma dieta rica em gordura e os resultados obtidos foram
vasodilatacdo renal, hiperfiltracdo glomerular, albumintria, e mudangas histopatoldgicas,
incluindo aumento do espaco na cdpsula de Bowman, aumento da proliferacio de células
glomerulares e matriz mesangial, espessamento das membranas basais € um aumento na
expressao do fator de transcricdo glomerular B (95; 83).

A relagcdo entre o excesso de peso e mortalidade cardiovascular estd estabelecida,
porém, poucos estudos no homem, avaliam a influéncia da obesidade sobre o risco de

desenvolvimento de doenca renal (96; 97).

1.8. Obesidade e Pressao Arterial.

Outra co-morbidade muito associada a obesidade € a hipertensao arterial (33). Quando
relacionamos ambas, o tecido adiposo tem grande interferéncia por ser a segunda maior fonte
de angiotensinogénio (98). Tanto o homem como o rato, expressam no tecido adiposo, as
proteinas do SRA: angiotensinogénio, enzima conversora da angiotensina (ECA), renina,
receptores 1 e 2 da angiotensina II (AT1R e AT2R) e angiotensina II (20), independente da
quantidade circulante na corrente sanguinea (99; 100).

Glandulas adrenais, rins, figado, corag¢do, vasos sanguineos, cérebro e Orgaos
reprodutores apresentam também sintese de componentes do SRA, implicando que estes
tecidos tém a habilidade de sintetizar angiotensina II, independente da concentracio sistémica.
Evidéncias mostram a formacdo de angiotensina II no tecido adiposo, porém os efeitos
fisiologicos do SRA no tecido ainda nido foram muito explorados (101). Alguns estudos
focam no efeito da angiotensina II no adipdcito de roedores e humanos, devido a presenca de
ambos receptores ATIR e AT2R (102). A angiotensina II produzida localmente parece
participar do crescimento e desenvolvimento de adipdcitos. Neste tecido, a angiotensina 11
estimula a producdo de prostaciclina, que por sua vez, desencadeia a conversdo de pré-
adipdcitos em adipdcitos e aumenta a sintese e armazenamento de lipidios nos mesmos. A
angiotensina II secretada pelo tecido adiposo pode contribuir para a associacdo entre
obesidade e hipertensdo (99). Estudos mostram que a circulagcdo de angiotensinogénio, renina,

aldosterona e a ECA, estdo aumentadas em pessoas obesas e, a diminuicdo das mesmas,
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acontece com a perda de peso (103). Assim, o SRA associado a obesidade pode desencadear
uma série de desordens cardiovasculares, metabdlicas e renais, incluindo hipertensao,
diabetes, aterosclerose e doenga renal cronica (18).

O cross-talk entre leptina e insulina pode ter implicacdes na fisiopatologia da
disfuncdo vascular, particularmente na hipertensdo arterial relacionada a obesidade. A
insulina pode interagir com a leptina modulando a funcdo vascular. O mecanismo pelo qual a
leptina induz a producdo de 6xido nitrico em alguns leitos vasculares é, em parte, relacionado
a ativacdo da via de fosforilagdio AKt-eNOS. Assim, a insulina aumenta a vasodilatacdo
dependente da leptina por aumentar a liberacio do Oxido Nitrico Sintase endotelial (eNOS) e
por potencializar a Proteina Kinase B (AKt) e a fosforilagdo da eNOS. Carvalho e
colaboradores citam ainda estudos em ratos mostrando a leptina aumentando a sensibilidade
da insulina, podendo melhorar a resposta vascular a insulina em estados de resisténcia a
insulina (54).

Diabetes e hipertensdo sdo fortemente relacionados ao desenvolvimento e progressao
da doenca renal cronica. A hipertensao arterial sist€émica € a causa de aproximadamente 27%
de todas as doencas renais. Estudos experimentais t€ém mostrado similaridades entre os
processos sistémicos de aterosclerose e glomeruloesclerose, sugerindo mecanismos biolégicos
andlogos. As a¢des que desencadeiam a glomeruloesclerose ainda sdo incertas, porém fatores
de risco fundamentais para o desenvolvimento de aterosclerose, tais como obesidade,
sedentarismo, tabagismo, consumo de dlcool, podem favorecer a doenca renal cronica (94). A
relacdo entre ganho de peso e hipertensdo fica evidente em dois estudos, onde um ganho de
1.7 kg/m2 para homens e 1.25 kg/m2 para mulheres no IMC, ou um aumento de 4.5cm para
homens e 2.5cm para mulheres na circunferéncia abdominal, correspondem a um aumento de
ImmHg na pressio sanguinea sistlica. E, aproximadamente 75 e 65% dos casos de
hipertensdo em homens e mulheres, respectivamente, estio diretamente associados a

obesidade (34; 95).

1.9. Obesos Saudaveis.

A obesidade estéd associada a alteragdes metabdlicas, contudo fendtipos atipicos vém
sendo evidenciados. O excesso de adiposidade pode existir sem alteragdes metabdlicas tais

N

como dislipidemia, resisténcia a insulina, hipertensdo arterial e perfil inflamatério. Este
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elevado grau de heterogeneidade entre os obesos pode estar relacionado a dieta e ao estilo de
vida (104).

Indmeros estudos se dividem em diferentes critérios para definicdo dos obesos sem
alteragdes metabolicas, sendo nomeados de “obesos metabolicamente saudaveis” (105; 106;
107; 108; 109). Devido a diferentes critérios para classificacdo deste grupo de obesos, a
prevaléncia destes varia de estudo para estudo. Para Karelis e colaboradores 30% dos obesos
sdo considerados metabolicamente saudaveis (110).

Este fendtipo de obesidade metabolicamente sauddvel pode iniciar na infancia, porém
estes individuos podem deixar de serem sauddveis ao longo da vida (111). Assim, tem sido
demonstrado que a obesidade sauddvel diminui com a idade (104). Para Appleton e
colaboradores, o estado de obesidade sauddvel € transitério em um terco dos individuos
obesos metabolicamente sauddveis; este autor sugere ainda que seja necessario o
acompanhamento periddico desses pacientes por longos anos, para assim entender melhor e
determinar a transicdo entre o estdgio transitério de obesidade saudavel para o estdgio ndo
saudavel (112).

O perfil inflamatério também tem sido avaliado entre os obesos metabolicamente
sauddveis, podendo-se observar um estado inflamatério mais atenuado neste grupo. Niveis
reduzidos de TNF-a, IL-6 e PCR foram observados neste grupo de obesos metabolicamente
sauddveis (113; 114; 107). Quanto aos niveis séricos de adiponectina, o obeso
metabolicamente sauddvel aparentemente apresenta maiores niveis (108). Estudo em roedores
adipo -/- evidenciou que o tratamento com adiponectina promoveu uma flexibilidade
metabdlica nestes animais, quando comparados a animais selvagens, ambos tratados com
dieta rica em gordura (75). Isso pode explicar por que o obeso metabolicamente sauddvel
consegue manter a funcdo metabdlica adequada mesmo sob circunstancias adversas, como
uma dieta altamente caldrica.

Contudo, resultados de estudos da fun¢do tubular renal em obesos metabolicamente
sauddveis sdo controversos. Segundo Knight e colaboradores, a obesidade per se aumenta os
riscos para a doenca renal. No entanto, estudos adicionais necessitam ser implementados para

evidenciar o resultado da associacdo de obesidade, resisténcia a insulina e a fungao renal (29).
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral.

Tendo em conta as fundamentagdes acima, o objetivo geral do presente estudo foi
avaliar a composi¢c@o corporal, sensibilidade a insulina, a resposta inflamatéria e pressorica e,
a funcdo renal em voluntdrios obesos (IMC > 30kg/m”) comparados a um grupo de
voluntérios eutréficos - grupo controle (IMC < 24,9kg/m?). Os estudos de sensibilidade 2
insulina e funcdo renal ocorreram antes e apds a sobrecarga oral de glicose, utilizando a curva

glicémica e o Clearance de Creatinina e Litio respectivamente.

2.2. Objetivos Especificos.

Os objetivos especificos foram:
e Avaliar a composi¢do corporal, a sensibilidade a insulina e a tolerdncia a insulina nos

diferentes grupos experimentais;

e Avaliar o perfil lipidico, as concentragdes séricas de dcido urico, dcidos graxos livres,

TNF-a, IL-6, PCR, adiponectina e leptina em condi¢des de jejum nos grupos estudados;

e Avaliacdo da pressdo arterial nos grupos estudados;

e Avaliar taxa de filtracdo glomerular, clearance de litio, fracdo de excre¢do proximal
de sédio, fracdo de excrecdo pos-proximal de sédio, fracdo de excrecdo de sodio e fragdo de

excrecdo de potdssio em jejum e apds o estimulo da glicose, durante 120 minutos;

e Avaliar proteintria no periodo basal;
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3. CASUISTICA E METODOS

Casuistica e Métodos
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3.1. Tipo, Populacao e Local de Estudo.

O estudo, do tipo epidemiolégico foi realizado em adultos com idade entre 18 e 58
anos, da cidade de Campinas e Franco da Rocha (Sao Paulo) no periodo de novembro de 2009

a novembro de 2011.

3.2. Tamanho da Amostra.

Avaliou-se 27 voluntérios obeso (IMC > 30), e 13 voluntarios eutrdfico (IMC < 24,9), ndo

pareados quanto a sexo e idade.

3.3. Métodos de Convocacao.

O recrutamento dos voluntdrios obesos e eutréficos foi realizado pela divulgacido da
pesquisa por meio do site da Universidade Estadual de Campinas; de cartazes informativos
nos Departamentos e Institutos da mesma Universidade; em uma academia da cidade de
Franco da Rocha (Sao Paulo) e convites orais em reunides do Grupo de Cirurgia da Obesidade

do Hospital das Clinicas — Unicamp.

3.4. Critérios de Inclusao e Exclusao.

Os critérios de inclusao foram: individuos entre 18 e 60 anos de idade, sedentarios
IMC > 30kg/m” para os individuos obesos e até 24,9kg/m2 para o grupo controle (7). Os
critérios de exclusao foram: hipertensdao arterial, diabetes mellitus, reposi¢do hormonal,
insufici€ncias renal e hepdtica, uso de corticoides ou outros firmacos que interfeririam na
sensibilidade e secre¢do de insulina e na funcao renal. Pacientes com parentesco em primeiro
grau de individuos com hipertensdo arterial e diabetes mellitus também foram excluidos das

amostras em estudo.

3.5. Aspectos Eticos.
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Todos os voluntérios incluidos foram informados e esclarecidos previamente sobre a
pesquisa. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas, da Universidade Estadual de Campinas sob o nimero 1221/2009.

No momento da assinatura do termo de consentimento, o voluntario foi orientado a
comparecer em data e local especifico para a realizacdo da avaliagdo pertinente a pesquisa, na

Unidade Metabdlica, no Hospital de Clinicas da UNICAMP.

3.6. Parametros Clinicos e Laboratoriais Avaliados.

Os pacientes foram avaliados quanto a fungdo renal, pressdo arterial, sensibilidade e
secrecdo de insulina, tolerancia a glicose, citocinas plasmaticas e composi¢do corporal. O
estudo englobou registro de dados como: idade, sexo, periodo menstrual, tabagismo, etilismo,

uso de medicamento, antecedentes de doencgas pessoais e familiares.

3.7. Protocolo Experimental.

Os voluntirios foram submetidos a avaliacdo corporal através das Medidas
Antropométricas e Bioimpedancia. Em seguida realizou-se Avaliagdo da Pressdao Arterial,
Avaliacao da Funcdo Glomerular e Tubular Renais pelo Clearance de Litio e Creatinina,

Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) e Teste de Tolerancia a Insulina (Kitt).

3.8. Medidas Antropométricas.

A mensuragcdo da massa corporal foi realizada utilizando balanca mecéanica da marca
Welmy com precisdo de 100 g, sendo que o voluntdrio encontrava-se vestindo roupas leves e
sem sapato. Para a medida da altura foi utilizado um estadidmetro acoplado a balanca com

divisdao de 0,5cm. As medidas foram também realizadas com os individuos descalgos (7).

3.9. Formula para Calculo do Indice de Massa Corporea (IMC).
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O IMC foi calculado pela divisdo da massa corporal, em quilos, pela altura, em
metros, ao quadrado. A classificacdo do estado nutricional por IMC foi realizada, para ambos

0s sexos, através dos critérios da Organizacao Mundial de Sadde (7).

3.10. Avaliacao da Composicao Corporal.

A avaliacdo da composi¢do corporal por Bioimpedancia Elétrica (BIA) foi realizada
utilizando-se aparelho Biodynamics Modelo 310, ap6s um jejum de 12 horas. Além disso, os
pacientes foram orientados a ndo ingerir bebida alcodlica, café, bebidas a base de cola,
guarand, chd mate ou preto e a ndo praticar exercicios fisicos no dia anterior aos exames
(115). No exame da Bioimpedancia, os valores de massa magra, massa hidrica e de gordura
corporal e a percentagem de gordura corporal foram estimados através de equacdes contidas
no software do préprio aparelho, utilizando os valores de bio-resisténcia obtidos em cada
paciente.

a-) Avaliacado pela BIA.

A Bioimpedancia Elétrica é conceituada como um método simples, ndo invasivo, para
quantificacdo dos componentes da composi¢do corporal. Um procedimento de facil aplicacao
e desempenho, que requer pouco tempo para a medida, ndo causa desconforto, permitindo
estimar, de forma vélida e precisa, a massa livre de gordura, a gordura corporal total, a 4gua
corporal total e a massa celular (115). Baseia-se no principio de que a impedancia, resultante
das resisténcia e reatancia ao fluxo elétrico, se relaciona ao volume e a composi¢cdo corporal
como agente condutor de energia. No organismo humano, o tecido magro, altamente
condutivo, contém grandes quantidades de dgua e eletrélitos com baixa resisténcia elétrica
(impedancia), porém, a gordura composta de lipideos e triacilglicerdis e os 0ssos, sdo
condutores fracos, caracterizando-se como uma via de alta resisténcia elétrica, com baixa

concentragdo de dgua e eletrdlitos condutores (116; 117).

3.11. Avaliacao da Pressao Arterial.

A pressdo arterial foi aferida por esfigmomandmetro de mercurio, apds repouso
minimo de 15 minutos em decubito dorsal. Quando o didmetro do brago era maior que 30 cm,
foram utilizadas bracadeira e Cuffs apropriados (118). Foram obtidas trés afericdes, com
intervalo de 1 minuto entre elas. A média das duas tltimas medidas foi computada.
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Foram considerados o primeiro e o ultimo som de Korotkof para a pressao sistélica e
diastdlica respectivamente. Hipertensdao arterial foi definida como pressdo arterial sist6lica
maior que 140 mmHg ou pressdo diastélica maior que 90mmHg, de acordo com critérios das

Diretrizes Brasileiras de 2011 (119).

3.12. Avaliacao da Funcao Glomerular e Tubular Renal pelos Clearances de
Litio e Creatinina Concomitantemente com a Curva Glicémica

Uma tnica dose de um comprimido de carbonato de litio (Li,CO3z) 300 mg foi
administrada ao paciente, no dia anterior ao procedimento, as 18 horas. O Li,COs; €
habitualmente utilizado como marcador da manipulagdo tubular renal de sédio e dgua (120).
No dia subsequente assim que paciente se apresentava na Unidade Metabdlica foram
realizados os procedimentos de aferi¢do da pressdo arterial, massa corporal e altura. Apos a
realizacdo das medidas foi calculado o IMC e em seguida uma sobrecarga hidrica foi
administrada, por via oral, a um intervalo de 20 minutos. Essa sobrecarga correspondia a um
volume hidrico de 20 ml para cada quilo de massa. Para voluntarios com IMC >30 Kg/m? a
sobrecarga foi calculada para um IMC de 25 Kg/m2. Apds a ingestdo da sobrecarga hidrica, o
voluntdrio foi orientado a esvaziar a bexiga e a partir de entdo teve inicio o periodo basal de
coleta de urina (tempo 0). A seguir procedeu-se a puncdo de veia ante-cubital de um dos
membros superiores com Scalp n° 19 ou 20, mantida pérvia com solucdo de heparina 1:125,
administrada a cada coleta de amostras de sangue. A aferi¢do da pressdo arterial foi realizada
em intervalos de 60 minutos no braco contralateral a vendclise.

A coleta de urina foi realizada por micc¢des espontaneas, a intervalos de 1 hora,
medindo o volume gravimetricamente, e recolhendo aliquotas para dosagens posteriores.
ApO6s cada micgdo era feita reposi¢cdo hidrica pela ingestdo de um volume de dgua, semelhante
ao volume urindrio imediatamente coletado no periodo anterior. Foram coletadas amostras no
tempo basal (identificado como tempo 0, sendo a primeira coleta apoés 60 minutos da
sobrecarga hidrica). Neste momento foi administrado via oral 75g de glicose para a realizagao
da curva glicémica(vide item 3.15). Apds a coleta basal foram realizadas coleta de urina e
sangue nos tempos 60 e 120 minutos,para a avaliacdo da funcdo renal. As amostras de sangue
foram subdivididas e acondicionadas em dois frascos, um contendo fluoreto de sédio a 2% e

outro sem anticoagulante, de forma a obtermos apds centrifugacdo, soro e plasma. As
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amostras de sangue e urina, colhidas nos horérios especificados, foram estocadas em freezer a
-20°C para determinagdes analiticas posteriores.

As varidveis avaliadas para a fun¢do renal foram volume urindrio, clearance de litio e
creatinina, fracdo de excrecdo de sddio, fracdo de excrecdo proximal e pds-proximal de sdédio
e fracdo de excrecdo de potdssio. Para os cdlculos das varidveis funcionais renais, tendo em
conta que estudamos individuos com diferentes constitui¢cdes corporais de gordura e massa
magra, utilizamos um fator de correcdo massa magra (mm)/massa total (mt), ambos em

quilogramas para corrigir diferencas de massa magra entre os grupos estudados.

3.13. Determinacio das Concentracoes de Sddio, Potassio, Litio e
Creatinina Plasmaticas e Urindrias.

As concentragdes plasmaticas e urindrias de sodio, potdssio e litio foram determinadas
por fotometria de chama (Micronal, B262, Sao Paulo, Brasil). Os metais alcalinos quando
submetidos a alta temperatura, absorvem energia da fonte de calor tornando-se excitadas em
sua forma atomica. Quando resfriados, estes dtomos voltam ao estado normal nio excitado,
reemitindo sua energia absorvida por radiagcdo com comprimentos de onda especificos, alguns
dos quais na regido visivel da luz (Na® 589nm, Li* 670nm, K" 768nm). Quando aspirado
através de uma chama de baixa temperatura, o metal alcalino emite depois de excitado pelo
calor da chama, uma discreta onda de frequéncia, a qual pode ser isolada por um filtro 6tico.
Essa emissdo € proporcional ao nimero de atomos excitados, portanto, a concentragao do ion
na amostra.

A creatinina plasmatica e urindria foi determinada pelo método colorimétrico por
espectrofotometria utilizando-se um espectofotdmetro Micronal B462. A creatinina reage com
o acido picrico, formando um complexo de cor amarelo avermelhado. Nesse pH alcalino
ocorre a formacdo do complexo creatinina-picrato. Com a diminui¢do do pH por adicdo de
acido, a coloracdo devida a creatinina € desfeita, permanecendo a cor devida aos cromdgenos.

Pela diferenca entre as duas leituras obtidas pelo pH édcido, tem-se o real valor da creatinina.

3.14. Formulas para Calculo do Clearance e de Fracoes de Excrecao.

a) Taxa de Filtracio Glomerular estimada pelo Clearance de Creatinina (Ccy):
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Corresponde a depuragdo plasmatica da creatinina por unidade de tempo pela totalidade dos
glomérulos renais funcionantes, calculada pela férmula (U.V/P), sendo U a concentracio
urindria de creatinina, V o fluxo urindrio dividido pelo periodo de coleta em minutos
multiplicado pela razdo: massa magra dividida pela massa total, e P a concentraciao plasmadtica

de creatinina. Os resultados foram expressos em ml/min/(mm/mt).

b) Fracdo de Excrecdo de Sédio (FEna,):

Corresponde a frac@o da carga filtrada de s6dio excretada pela urina num determinado periodo
de tempo, calculada pela férmula (Cna/Ccy).100, sendo Cna 0 clearance de sédio (sédio
urindrio X volume urindrio/sédio plasmatico), Ccr 0 clearance de creatinina. Os resultados

foram expressos em porcentagem (%).

¢) Fracdo de Excrecao de Potéssio (FEx):

Corresponde a fracdo da carga filtrada de potdssio excretada pela urina num determinado
periodo de tempo, calculada pela férmula (CEx/CFK).100, sendo CEk a carga excretada de
potdssio (volume urindrio x potdssio urindrio/1000), e CFx a carga filtrada de potéssio
(clearance de creatinina x potdssio plasméatico/1000). Os resultados foram expressos em

porcentagem (%).

d) Fracdo de Excrecao Proximal de Sédio (FEPy,):

Corresponde a fracdo da carga filtrada de sddio excretada ao longo do tibulo proximal do
nefro, calculada pela férmula (Cpi/Cc;).100, sendo Cy; clearance de litio (litio urindrio x
volume urindrio/litio plasmatico), e Cc¢; clearance de creatinina. Os resultados foram

expressos em porcentagem (%).

e) Fracdo de Excre¢do Pds-Proximal de S6dio (FEPPy,):
Corresponde a fracdo da carga filtrada de sodio excretada ao longo dos segmentos distais do
tabulo proximal do nefro, calculada pela formula (Cn./C1;).100, sendo Cn, clearance de sédio

e 0 Cyj, o clearance de litio. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).

f) Carga Filtrada de S6dio (CFna):
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Corresponde a carga total de sddio filtrada pelos glomérulos renais funcionantes, calculada
pela formula (Cc;.Pna), sendo Cc; clearance de creatinina, P, a concentragdo plasmadtica de

sodio. Os resultados foram expressos em ml/min/(mm/mt).

g) Carga Excretada de Sédio (CEn,):

Corresponde a carga total de sddio excretada pelos glomérulos renais funcionantes, calculada
pela féormula (V.Un,), sendo V o fluxo urindrio dividido pelo periodo de coleta em minutos
multiplicado pela razdo: massa magra dividida pela massa total, e Uy, a concentragc@o urindria

de sédio. Os resultados foram expressos em ml/min/(mm/mt).

3.15. Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG).

Esse teste avaliou a tolerdncia a glicose e a secre¢ao de insulina em resposta a ingestao
de glicose. Os voluntdrios compareceram pela manha em jejum de 12 horas de alimentos e 4
horas de dgua. O teste foi realizado em ambiente tranquilo com temperatura constante ao
redor de 25°C. O teste foi precedido de um periodo basal de 60 minutos. Nesta fase, foram
colhidas amostras de sangue para dosagens de glicemia e insulinemia. Os voluntéarios
permaneceram em repouso durante todo o experimento. Foram entdo, administradas, por via
oral, 75 gramas de glicose, em solucdo aquosa em um volume final de 300 ml, ingeridas em
até 5 minutos (tempo zero — inicio da ingestdo). Apds a ingestdo de glicose, seguiu-se um
periodo experimental de 120 minutos, durante o qual foram coletadas amostras de sangue nos
tempos 30°, 45°, 60°, 90’ e 120’ seguintes a ingestao de glicose, para as analises séricas de

insulina, glicose e peptideo C.

1. A sensibilidade a insulina foi estimada a partir da insulinemia e glicemia de jejum,
utilizando a férmula descrita:
v HOMA-IR - para avaliar a sensibilidade: (10 x G0)/22,50 (121; 122).

Onde, GO = glicemia de jejum, mmol/dl e I0 = insulinemia de jejum, mU/ml.

2. A resisténcia a insulina foi estimada a partir da insulinemia e glicemia de jejum,
utilizando a férmula descrita:
v" QUICKI - para avaliar a resisténcia: 1/(logl0)+(logG0); (121; 122).

Onde GO = glicemia de jejum, mg/dl e 10 = insulinemia de jejum, mU/ml.
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3. A funcionalidade das células B pancredticas foi estimada a partir da insulinemia e
glicemia de jejum, utilizando a férmula descrita:
v" % Células B - para avaliar a percentagem de células B funcionantes: (20 x 10)/(GO -
3,5); (121; 122).

Onde GO = glicemia de jejum, mmol/dl e I0 = insulinemia de jejum, mU/ml.

3.16. Formula para Calculo das Curvas (ASC) de Glicose e Insulina no
Teste de Tolerancia Oral a Glicose.

As dreas sob as curvas de insulina e glicose apds o TTOG foram obtidas através do
calculo da drea do trapézio considerando-se toda a drea sob as respectivas curvas (123). Areas
incrementais foram calculadas como a diferenga entre a ASC total e a drea que seria obtida se
o valor basal de insulina ou glicose fossem mantidos ao longo do tempo experimental (ASC

incr = ASC total — (valor basal x tempo experimental em min).

3.17. Teste de Tolerancia a Insulina (TTI).

Para avaliar a sensibilidade periférica a acdo da insulina, foi também realizado o teste
de tolerancia a insulina, logo apds a curva glicémica e o clearance de litio e creatinina, com
coleta de sangue no tempo zero e seguida da infusao de 0,1U de insulina regular humana por
quilograma de massa corporal diluida em 0,9ml de solugdo salina 0,9%. Amostras de sangue
venoso foram coletadas nos tempos: 3, 6, 9, 12 e 15 minutos apés o final da infusao de
insulina. Essas amostras ficaram acondicionadas em tubos de vidro com fluoreto de sédio a
2% e, posteriormente, apds separacdo do soro, foram utilizadas para a determinagcdo da
glicose sérica. Para calcular a velocidade de desaparecimento da glicose (Ktti) durante os 15
minutos, ou seja, indice de sensibilidade a insulina, foi utilizado a seguinte equacdo: Kitt =

0,696/t1/2 (122).

3.18. Acondicionamento das Amostras.

As amostras de sangue e urina coletadas, foram imediatamente identificadas e

colocadas na geladeira, ao término do estudo, foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a
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4°C (Eppendorf Centrifugue 5804 R), a 3.000 rpm, por 15 minutos. Foram a seguir divididas

em aliquotas e armazenadas em freezer -20°C, para posteriores dosagens.

3.19. Métodos Analiticos.

Proteindria: As dosagens foram realizadas em urina pelo método de vermelho de pirogalol e

molibdato de sédio, por espectrofotometria.

Glicose: Método enzimdtico, automatizado através de equipamento bioanalisador de glicose

YSI 2300.

Colesterol e fragdes: método colorimétrico automatizado, realizado no laboratério de

bioquimica do Hospital das Clinicas da Unicamp.

Triglicérides: método colorimétrico automatizado, realizado no laboratério de bioquimica do

Hospital das Clinicas da Unicamp.

Acido Urico: método colorimétrico automatizado, realizado no laboratério de bioquimica do

Hospital das Clinicas da Unicamp.

Meétodo Elisa: Estes ensaios empregaram a técnica de imuno-ensaio sanduiche quantitativo.
Um anticorpo monoclonal especifico para a substancia alvo foi pré-adicionado em uma
microplaca ainda na fabrica. As amostras, controles e padroes foram pipetados para os pogos
e se a substancia em estudo estivesse presente seria ligada pelo anticorpo imobilizado. Depois
de lavar as substancias ndo ligadas, um anticorpo policlonal com enzima ligada especifica
para a substincia foi adicionado aos pocos. Apds uma lavagem para remover qualquer
reagente anticorpo-enzima nao ligado, uma solucdo de substrato foi adicionada aos pogos. A
enzima de reagdo produz um produto azul que fica amarelo quando a “solu¢do de parada” foi
adicionada. A intensidade de medicdo de cor estd em relagdo direta com a quantidade de
substancia alvo ligado na etapa inicial. Os valores da amostra foram entdo lidos a partir da

curva padrao.

Para as reagdes realizadas neste projeto, foram usados kits comerciais de Elisa:
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-Adiponectina: Método imunoenzimatico — Elisa — Kit MILLIPORE- Billerica, USA,
sensibilidade: 0,155 ng/mL.

-IL-6: Método imunoenzimitico — Elisa - Kit R&D SYSTEMS® - Minneapolis, USA,
sensibilidade: 0,039 pg/mL.

-Leptina: Método imunoenzimitico — Elisa — Kit MILLIPORE - Billerica, USA,
sensibilidade: 0,195 ng/mL.

-TNF-a: Método imunoenzimético — Elisa — Kit R&D SYSTEMS® - Minneapolis, USA,
sensibilidade: 0,106 pg/mL.

-Insulina: Método imunoenzimitico — Elisa — Kit MILLIPORE - Billerica, USA,
sensibilidade: 1uU/mL.

-Peptideo C: Método imunoenzimitico Elisa — Kit MILLIPORE - Billerica, USA,
sensibilidade: 0,05ng/ml/uU/mL.

-PCR: Método imunoenzimdtico — Elisa — Kit - DIAsource ImmunoAssays S.A. - Louvain-la-
Neuv, Belgium, sensibilidade: 10ng/mL.

-AGL: Método colorimétrico enzimatico Wako NEFA, Wako Chemical, Nuess, Germany,
sensibilidade: 0,0014mEq/L.

3.20. Analise Estatistica dos Resultados.

Para a analise estatistica foi empregado o teste para amostras nao paramétricas Kruskal
Wallis ou mediana e desvio dos quartis quando apropriado. Para a andlise quanto ao sexo foi
usado o teste Chi Square. Para as correlagcdes a avaliacdo foi realizada por meio do teste de
Regressao Simples e Correlagdo de Spearman. Os resultados foram expressos como média +
Desvio Padrdo da Média (DP). Em todos os célculos foi fixado um nivel critico de 5% sendo
considerados resultados significativos aqueles cujo p foi menor que 0,05 (p<0,05). Os
softwares utilizados em todos os testes estatisticos foram SPSS Statistics 17.0 e GraphPad

Prims 5 Demo.
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracteristicas Gerais.

Todos os 40 voluntérios realizaram o estudo em todas as suas fases.

Ap6s processamento das amostras de insulina e as andlises metabdlicas dos diferentes
grupos em estudo, os resultados para HOMA-IR mostraram entre o grupo de obesos dois
perfis distintos definidos pelo standard score ou z-score: um grupo normo-insulinémico (OB
NI) e outro hiperinsulinémico (OB HI) (nos quais os valores calculados para HOMA-IR
encontram-se além daqueles pertencentes ao alfa critico previamente definido) para a

resisténcia a insulina. Assim, o grupo com foi dividido em fun¢cdo do HOMA-IR (Figura 1).

Resisténcia a Insulina

HOMA IR
N

T———

0 T T )

Em CT &= OBNI mEm OBHI

Figura 1: Resisténcia a insulina (HOMA ). Os resultados estdo expressos em mediana e os

intervalos entre 95% e 25%.

Os trés grupos eram compardaveis quanto a idade e por definicdo experimental,
diferiam quanto a massa corporal e o IMC. A massa de gordura corporal (Figura 2A) e massa

magra (Figura 2B) eram significativamente maiores nos obesos, como se pode observar na

Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas antropométricas do grupo CT e grupos de OB NI e OB HI.

CONTROLE OBESO NORMO OBESO HIPER p! p? p®

(€T ) (OB NI) ' (OB HD ' ’ CTvsOBNI _ CTvsOBHI OBNysOBHI
Sexo: M/F* 4/9 13 2/13 15 517 12 ns - - -
Idade (anos) 33+12 13 20+7 15 20+8 11 ns ns ns ns
Massa Corporal (Kg) 63,71+8,98 13 95,67+12,78 15 103,464+12,89 11 0,000 0,000 0,000 ns
Altura (m) 1,66+0,10 13 1,63+0,09 15 1,69+0,09 12 ns ns ns ns
IMC (kg/m2) 22,92+2,03 13 35,25+3,80 14 37,05+3,88 12 0,000 0,000 0,000 ns
Gordura (Kg) 18,60+3,98 10 36,70+7,15 14 40,80+9,24 12 0,000 0,000 0,000 ns
Massa magra (Kg) 41,49+6,02 10 57,2248,02 15 63,76£10,12 11 0,000 0,000 0,000 ns
Agua corporal (%) 48,77+4,98 11 41,3445,16 14 42,04+4,72 11 0,006 0,004 0,008 ns

Taxa metabdlica
basal (Kcal) 1261,3+183,53 10 17404244,07 15 1938,45+307,62 11 0,000 0,000 0,000 ns

M/F — masculino / feminino; IMC — indice de massa corporal; ns — ndo significativo.
Valores de p para comparagio entre os grupos através da andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis.
Valor de p para comparagdo entre os grupos através da analise descritiva Chi-Square.

p - comparagao entre todos os grupos. p!; p% p* - comparagio entre 0S grupos.

Gordura Corporal Total
60-

| *kk |
I 1

*k*k

Em CT = OBNI S OBHI

Figura 2A: Gordura corporal total em quilogramas (kg). Os resultados estdo expressos em

média + DP.***P<(,001.
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Massa Magra Total

Em CT EE OBNI EE OBHI

Figura 2B: Massa magra total em quilogramas (kg). Os resultados estdo expressos em média +

DP. *#*¥pP<0,001.

4.2. Resultados de Teste Oral de Tolerancia a Glicose.

Os niveis séricos de insulina e peptideo C foram diferente entre os trés grupos. Os
niveis insulinémicos diferem largamente entre os trés grupos em todos os tempos (Figura 3A).
Para os niveis séricos de glicose durante o teste, houve diferenga nos tempos 60 e 90 entre o

grupo CT e o grupo de OB HI (Figura 3B).
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Figura 3A: Curva insulin€mica em microunidades por mililitros. Os resultados estdo

expressos em média + DP. *P<0,05; +P<0,01 e #P<0,001.

Curva Glicémica
200+
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Figura 3B: Curva glicémica em miligramas por mililitro. Os resultados estdo expressos em

média + DP. *P<0,05

Na Tabela 2 sdo mostrados os resultados da glicemia, insulinemia e peptideo C em
jejum e os cdlculos derivados destas medidas durante o teste oral de tolerancia a glicose para
todos os grupos estudados. A drea sob a curva de insulina resultante do teste oral demonstrou
grande semelhanca entre o grupo CT e o grupo de OB NI e, diferenca significativa entre o
grupo CT e o grupo de OB HI e entre os grupos de obesos (Figura 3C e 3D). Para a 4rea sob a

curva de glicose, houve grande diferenca entre o grupo CT e o grupo de OB HI, igualando no

tempo 120 (Figura 3E e 3F).
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Tabela 2: Resultados do teste de tolerancia oral a glicose do grupo CT e grupos de OB

NI e OB HI.
CONTROLE OBESO NORMO OBESO HIPER p! P p®
p
(CT) (OB NI) (OB HD) CTysOBNI CTvsOBHI ~ OBNIvsOBHI
Insulinemia
Basal (uU/ml) 4,25+0,86 12 5,51£1,18 15 10,85%4,09 11 0,000 0,005 0,000 0,000
Glicemia
Basal (mg/ml) 77,61+9,03 13 71,83+4,48 15 76,96+7,04 11 ns ns ns 0,018
Peptideo C
Basal (ng/ml) 0,774+0,12 11 1,13+0,82 14 1,37+0,59 11 0,002 ns 0,000 0,027
ASC ins total — 4555,42+1244,41 12 5248,31+2020,19 15 7109,78+1693,16 12 0,003 ns 0,001 0,008
ASC ins 30' 640,72+315,16 13 842,81+295,31 15 1030,17+£278,96 12 0,015 ns 0,007 ns
ASCins 45"  670,74+287,92 13 794,89+327,83 15 1032,29+255,38 12 0,024 ns 0,012 0,032
ASCins 60'  764,91+£296,73 13 766,97+359,59 15 1052,14+230,40 12 0,037 ns 0,022 0,028
ASC ins 90' 1547,15+522,30 13 1498,10+600,14 14 2160,77£574,16 12 0,011 ns 0,017 0,005
ASCins 120' 1088,71+421,60 12 1265,23+586,62 14  1834,41+695,19 12 0,013 ns 0,007 0,024
ASC gli total ~ 2942,06+2007,76 12 3511,95£2169,92 15 4777+1889,62 12 ns ns 0,018 ns
ASC gli 30"  485,00+366,24 12 700,29+241,82 14 775,50+227,20 12 ns ns 0,040 ns
ASC gli45'  568,87+295,84 12 639,45+273,60 15 803,00+263,94 12 ns ns 0,050 ns
ASC gli 60"  569,19+306,99 12 558,90+315,30 15 835,12+344,39 12 0,039 ns 0,028 0,026
ASC gli90"  797,50+646,29 12 988,90+767,56 15  1502,62+663,75 12 ns ns 0,021 ns
ASC gli 120 521,50+615,28 12 661,90+753,32 15 860,75+503,04 12 ns ns ns ns
ASC PepC 703,66+262,76 11 784,58+258,29 14 1100,38+284,35 11 0,011 ns 0,005 0,019

ASC — drea sob a curva; ins — insulina; gli — glicose; pepC — peptideo C; ns — ndo significativo.

Valores de p para comparacao entre os grupos através da andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis

p - comparagdo entre todos os grupos. p! ; p% p? - comparagdo entre 0s grupos.
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Figura 3C: Area sob a curva total de insulina. Os resultados estdo expressos em média + DP.

*+P<0,01 e ***P<0,001.
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Figura 3D: Area sob a curva de insulina nos tempos de coleta. Os resultados estio expressos

em média + DP. *P<0,05 e **P<0,01.
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Area Sob a Curva de Glicose
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Figura 3E: Area sob a curva total de glicose. Os resultados estio expressos em média + DP.

*P<0,05.
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Figura 3F: Area sob a curva de glicose nos tempos de coleta. Os resultados estdo expressos

em média + DP. *P<0,05.
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Na tabela 3, avaliado o perfil metabdlico quanto a resisténcia a insulina (HOMA-IR)

(Figura 4A), sensibilidade a insulina (QUICKI) (Figura 4B), funcionalidade das células [

pancreaticas (HOMAgg) (Figura 4C) e teste de tolerdncia a insulina (Kitt) (Figura 6D),

mostrando diferencas significativas entre os grupos para o HOMA e QUICKI, onde esta

diferenca persistiu entre o grupo CT e o grupo de OB HI e também entre os grupos de obesos.

Porém para o HOMAgg, houve diferenca entre o grupo CT e os grupos de obesos, ndo

havendo diferenca entre os grupos de obesos.

Tabela 3: Caracteristicas metabdlicas do grupo CT e grupos de OB NI e OB HI.

CONTROLE 0 OBESO NORMO 0 OBESO HIPER 0 p p! p? p?
(CT) (OB NI) (OB HI) CTysOBNI CTysOBHI OBNIvsOBHI
HOMA 0,83+0,23 12 0,98+0,22 15 2,19+0,70 12 0,000 ns 0,000 0,000
QUICKI 0,40+0,02 12 0,38+0,01 14 0,34+0,02 12 0,000 ns 0,000 0,000
Kitt 2,09+1,22 11 3,58+1,91 15 2,40+0,97 11 ns ns ns ns
Funcional de
células B (%) 125,78+61,01 12 406,13+£511,42 15 361,63+468,51 11 0,007 0,003 0,019 ns

HOMA - Modelo de Avaliagdo da Homeostase; QUICHI - Indice de Sensibilidade a Insulina; Kitt — Indice Quantitativo para Avaliar Sensibilidade

a Insulina; ns — nio significativo.

Valores de p para comparacao entre os grupos através da andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis.

P - comparacao entre todos os grupos. p! ; p% p* - comparagdo entre 0s grupos.
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Figura 4A: Resisténcia a insulina (HOMA1R). Os resultados estdo expressos em média + DP.

*#xP<0,001.

Sensibilidade a Insulina
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Figura 4B: Sensibilidade a insulina (QUICKI). Os resultados estdo expressos em média + DP.

*#xP<0,001.
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Figura 4C: Funcionalidade das células § (HOMAg¢g) em percentual. Os resultados estdo

expressos em média + DP. *P<0,05 e **P<0,01.
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Figura 4D: Teste de tolerancia a insulina (Kitt) em percentual por minuto. Os resultados estao

expressos em média = DP.

4.3. Perfil Lipidico e Acido Urico.

Em relagdo as caracteristicas metabdlicas (Tabela 4), o perfil lipidico dos grupos
apresentou algumas diferencas significativas; na concentracao sérica do colesterol total houve
diferencga entre o grupo CT e o grupo de OB NI, o LDL foi diferente entre os trés grupos de
voluntérios e entre o grupo CT e o grupo de OB HI (Figura 5A); o 4cido drico (Figura 5B) foi
diferente entre os dois grupos de obesos; e triglicérides e &4cidos graxos livres ndo

apresentaram diferenca significativa (Figura 5C e 5D).(p < 0,05).
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Tabela 4: Perfil lipidico, 4cido trico e dcidos graxos livres no periodo basal do grupo

CT e grupos de OB NI e OB HI.

CONTROLE

OBESO NORMO

OBESO HIPER

p! P’ P’
n n n p
(CT) (OB NI) (OB HI) CTvsOBNI  CTvsOBHI OBNIvsOBHI
Colesterol
(mg/dl) 169,33+40,08 12 186,64+27,07 14 184,55+15,97 11 ns 0,045 ns ns
HDL — colesterol
(mg/dl) 35,08+13,31 13 26,50+4,64 14 26,7348 11 ns ns ns ns
LDL — colesterol
(mg/dl) 113,17432,31 12 133,67+27,39 15 139,83424,56 12 0,040 ns 0,015 ns
VLDL — colesterol
(mg/dl) 18,9246,99 12 21,87+10,28 15 22,91+8,3 11 ns ns ns ns
Triglicérides
(mg/dl) 94,92434,45 12 111,00+50,13 15 114,91+41,06 11 ns ns ns ns
Acido Urico
(mg/dl) 4,75+1,53 13 4,49+0,89 15 5,25+1,07 11 ns ns ns 0,033
Acidos graxos
livres (mg/dl) 382,05+£129,80 12 545,11+454,67 14 396,58+97,1 12 ns ns ns ns

HDL — proteinas de alta densidade; LDL — proteinas de baixa densidade; VLDL — proteinas de muito baixa densidade; ns — ndo significativo.

Valores de p para comparacio entre os grupos através da andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis.

p - comparagio entre todos os grupos.

P! ; p% p? - comparacdo entre oS grupos.
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Figura 5A: Colesterol total, proteinas de alta densidade (HDL), proteinas de baixa densidade

(LDL) e proteinas de muito baixa densidade (VLDL) em miligramas por decilitro. Os

resultados estdo expressos em média + DP.*P<0,05.
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Figura 5B: Acido drico em miligramas por decilitro. Os resultados estdo expressos em média

+ DP. *P<0,05.
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Figura 5C: Triglicérides em miligramas por decilitro. Os resultados estdo expressos em média

+ DP.
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Acidos Graxos Livres
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Figura 5D: Acidos graxos livres em miligramas por decilitro. Os resultados estdo expressos

em média + DP.

4.4. Citocinas e Marcadores Inflamatorios.

As concentragdes circulantes de TNF-a, IL-6 e Proteina C-reativa, medidas no periodo
basal e apresentadas na Tabela 5, foram significantemente diferente entre os trés grupos,
sendo maiores nos grupos de obesos quando comparados ao grupo CT (Figuras 6A, 6B e 6C).

A adiponectina também medida no periodo basal (Tabela 5), ndo apresentou diferencga
significativa entre os trés grupos, porém entre o grupo de obesos houve diferenca significativa
(Figura 6D).

Quanto a leptina (Tabela 5), houve também diferenca entre os trés grupos. Os obesos

apresentaram maiores concentragdes de leptina que o grupo controle (Figura 6E).
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Tabela 5: Resultados de citocinas e marcadores inflamatérios no periodo basal do

grupo CT e grupos de OB NI e OB HI.

CONTROLE =~ OBESONORMO = OBESOHIPER p pt p? p?
(CT) (OB NI) (OB HI) CTvsOBNI CTyvsOBHI OBNIvsOBHI
TNF-a (pg/ml)  1,62+0,40 12 2,13+0,60 15 2,01+0,51 12 0,012 0,005 0,028 ns
IL-6 (pg/ml) 0,90+0,38 12 1,9741,10 15 1,95+0,96 12 0,001 0,001 0,001 ns
PCR (mg/l) 1,56+2,25 11 5,56+4,89 15 6,37+6,70 12 0,025 0,006 ns ns
Adiponectina
(ug/ml) 7,64+2,94 12 8,91+3,39 15 6,32+2,49 12 ns ns ns 0,040
Leptina
(ug/ml) 11,99+£10,63 12 40,70+£21,54 15 33,51+21,82 12 0,006 0,002 0,018 ns

TNF-a — fator de necrose tumoral alfa; IL-6 — interleucina 6; PCR — proteina C reativa; ns — néo significativo.

Valores de p para comparacio entre os grupos através da andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis.

p - comparagdo entre todos os grupos. p! ; p% p® - comparacdo entre 0s grupos.
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Figura 6A: Fator de necrose tumoral a (TNF-0) em picogramas por mililitro. Os resultados

estdo expressos em média + DP. ¥*P<0,05 e **P<0,01.
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Interleucina 6

Em CT = OBNI = OBHI

Figura 6B: Interleucina 6 (IL6) em picogramas por mililitro. Os resultados estdo expressos em

média + DP. #**P<0,01.
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Figura 6C: Proteina C reativa (PCR) em miligramas por litro. Os resultados estdo expressos

em média + DP. **P<0,01.

Resultados
85



Adiponectina
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Figura 6D: Adiponectina em microgramas por mililitro. Os resultados estdo expressos em

média + DP. *P<0,05.
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Figura 6E: Leptina em microgramas por mililitro Os resultados estdo expressos em média +

DP.*P<0,05 e **P<0,01.
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4.5. Avaliacao da Pressao Arterial.

A média das medidas da pressdo arterial sistdlica e pressdo arterial diastdlica foram
significantemente diferentes entre os trés grupos (Tabela 6). A pressdo arterial sistélica foi
diferente entre o grupo controle (CT) e o grupo de OB HI. J4 na pressao arterial diastélica, foi

significantemente diferente entre o grupo CT e o grupo de OB NI (Figura 7).

Tabela 6: Pressao arterial sistélica e diastélica do grupo CT e grupos de OB Nl e

OB HI.
CONTROLE OBESO NORMO OBESO HIPER p! P p
(CT) ' (OB NI) ' (OB HD i CTvsOBNI CTvsOBHI OBNIvsOBHI
PA sistlica (mmHg) 114,85¢16,65 13 122,73+12.35 15 130,70%4,71 10 0,006 ns 0,002 0,024
PA diastdlica (mmHg) 73,17£12,46 12 84,1448 39 14 82334930 9  ns 0,031 ns ns

PA — pressdo arterial; ns — ndo significativo.

Valores de p para comparagio entre os grupos através da andlise ndo paramétrica de Kruskal Wallis.

p - comparagio entre todos os grupos.

p'; p% p? - comparagdo entre 0S grupos.
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Figura 7: Pressdo arterial sistdlica e diastolica (PA sist e PA diast) em milimetros de mercurio

(mmHg). Os resultados estdo expressos em média + DP. *P<0,05 e **P<0,01.
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4.6. Avaliacao da Funcao Tubular Renal.

Ap6s os clearances de litio e creatinina o estudo demonstrou alteracdes pontuais da
funcdo glomerular e tubular renal nos trés grupos de voluntérios avaliados (Tabela 7). Quanto
ao volume urindrio (Figura 8A), no tempo 120 foi significantemente diferente entre os trés
grupos; quanto a taxa de filtracdo glomerular (Figura 8B), no periodo basal houve diferenca
significativa entre os trés grupos, observada entre o grupo CT e o grupo de OB HI. Para o
clearance de litio e a fracdo de excrec¢dao proximal (Figuras 8C e 8D) nao foram observadas
diferencas significativas. Porém avaliando a fracdo de excre¢do pds-proximal de sddio, pode-
se observar uma diferenca significativa no tempo 60 minutos entre os grupos, € esta diferenca
encontra-se entre o grupo CT e o grupo de OB NI e entre os grupos de obesos (Figura 8E).
Para carga filtrada de s6dio a diferenca encontrada foi no tempo basal e tempo 120 entre o
grupo CT de o grupo de OB HI (Figura 8F). A carga excretada de s6dio apresentou diferenca
apenas no tempo 60 entre os grupos de obesos (Figura 8G). Porém quanto as fracdes de
excre¢do de sddio e potdssio no periodo basal ou apés a ingestdo de glicose, ndo foram

observadas diferencas significativas entre os grupos (Figuras 8H e 8I).
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Tabela 7: Avaliagdo da fun¢do tubular renal do grupo CT e grupos de OB NI e OB HI.

CONTROLE OBESO NORMO OBESO HIPER p! P p
n n n p
(CT) (OB ND) (OB HI) CTysOBNI CTysOBHI OBNIvsOBHI
Vol urinario TO
(ml/min(mm/mt)) 5,72+2,.31 10 7,06+2,45 14 7,54+1,60 12 ns ns 0,041 ns
Vol. urinario T60
(ml/min(mm/mt)) 8,04+2,67 11 8,39+2.15 14 9,81+3,12 12 ns ns ns ns
Vol. urinario T120
(ml/min(mm/mt) 5,91+£2,33 10 9,07£2,46 14 9,90+2,16 11 0,005 0,008 0,002 ns
TFG TO
(ml/min(mm/mt)) 53,66+9,01 9 66,93+20,09 14 77,37+28,13 11 0,038 ns 0,007 ns
TFG T60
(ml/min(mm/mt)) 65,35+15,42 11 72,98+20,79 14 80,50+22,54 10 ns ns ns ns
TFG T120
(ml/min(mm/mt)) 58,824+20,17 10 67,84+15,45 12 73,24+13,10 11 ns ns 0,049 ns
Cli TO
(ml/min(mm/mt)) 13,75+6,11 9 11,62+3,41 14 14,08+3,41 11 ns ns ns ns
Cli T60
(ml/min(mm/mt)) 13,07+£3,94 10 14,38+3,67 14 14,67+4,08 11 ns ns ns ns
Cli T120
(ml/min(mm/mt)) 13,09+6,19 10 14,4243,70 13 15,56+4,26 12 ns ns ns ns
FEPNa TO (%) 22,1349,33 9 18,55+3,31 13 17,7443,13 11 ns ns ns ns
FEPNa T60 (%) 20,23+4,81 10 21,75+4,35 13 18,2445,28 12 ns ns ns ns
FEPNa T120 (%) 20,3444,29 10 20,31+5,41 13 20,55+5,62 12 ns ns ns ns
FEPPNa TO (%) 9,41+£2,18 9 8,41+2,52 13 8,82+3,42 11 ns ns ns ns
FEPPNa T60 (%) 7,46x1,94 10 5,91+1,13 13 7,9242,68 11 0,029 0,035 ns 0,022
FEPPNa T120 (%) 6,38+2,93 11 5,66+2,01 14 6,32+2,24 10 ns ns ns ns
FENa TO (%) 1,74+0,54 9 1,63+0,63 14 1,66+0,72 11 ns ns ns ns
FENa T60 (%) 1,33+0,33 10 1,26+0,46 13 1,36+0,43 11 ns ns ns ns
FENa T120 (%) 1,32+0,40 10 1,19+0,49 14 1,36+0,52 11 ns ns ns ns
CFNa TO
(ml/min(mm/mt)) 7,04+1,49 9 8,76+2,75 14 10,16+3,93 11 ns ns 0,015 ns
CFNa T60
(ml/min(mm/mt)) 8,47+2,24 11 9,58+2,79 14 11,1743,32 11 ns ns ns ns
CFNa T120
(ml/min(mm/mt)) 7,60+2,36 10 8,98+1,91 12 9,57+1,64 11 ns ns 0,029 ns
CENa TO
(ml/min(mm/mt)) 0,1620,07 10 0,13%0,05 14 0,17+0,05 10 ns ns ns ns
CENa T60
(ml/min(mm/mt)) 0,12+0,04 11 0,11£0,03 13 0,17£0,08 12 ns ns ns 0,049
CENa T120
(ml/min(mm/mt)) 0,1+0,04 10 0,10+0,04 14 0,13+0,06 10 ns ns ns ns
FEK TO (%) 12,85+5,76 9 11,8543,92 14 13,3945,24 12 ns ns ns ns
FEK T60 (%) 12,05+7,10 11 8,51+3,12 14 9,24+3,23 11 ns ns ns ns
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CONTROLE n OBESONORMO n OBESOHIPER n p

p! p? p?

(CT) (OB NI (OB HI) CTvsOBNI CTvsOBHI OBNIvsOBHI
FEK T120 (%) 6,7143,44 11 4,76+1,31 14 5,81+1,88 11 ns ns ns ns
Proteintria (mg/dl) 1,24+0,62 11 1,02+0,42 12 1,07+0,35 10 ns ns ns ns

T — tempo em minutos; Vol. — volume; TFG — taxa de filtragdo glomerular; Cli — clearance de litio; FEPNa — fragdo de excre¢@o proximal de sédio;
FEPPNa - fracdo de excrecdo pés-proximal de sédio; FENa — fracdo de excrecéo de sédio; FEK — fracdo de excrecéo de potassio;

ns — ndo significativo.

Valores de p para comparagio entre os grupos através da andlise nio paramétrica de Kruskal Wallis.

p - comparacdo entre todos os grupos. p! ; p% p* - comparagdo entre 0 grupos.
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Figura 8 A: Volume urindrio (VU) em ml por minuto pela razdo massa magra/massa total em

Kg (ml/min(mm/mt)). Os resultados estdo expressos em média + DP. *P<0,05 e **P<0,01.

Resultados
90



Taxa de Filtracao Glomerular
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Figura 8B: Taxa de filtracdo glomerular (TGF) em ml por minuto pela razdo massa
magra/massa total em Kg (ml/min(mm/mt)). Os resultados estdo expressos em média + DP.

*P<0,05 e **P<0,01.
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Figura 8C: Clearance de litio (CL1) em ml por minuto pela razdo massa magra/massa total em

Kg (ml/min(mm/mt)). Os resultados estdo expressos em média + DP.
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Figura 8D: Fragao de excrecdo proximal de sédio (FEPNa) em percentual

expressos em média = DP.
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Figura 8E: Fragdo de excrecao pos-proximal de sédio (FEPPNa) em percentual. Os resultados

estdo expressos em média + DP. *P<0,05.
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Carga Filtrada de Sodio
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Figura 8F: Carga filtrada de sédio (CFNa) em ml por minuto pela razao massa magra/massa

total em Kg (ml/min(mm/mt)). Os resultados estao expressos em média + DP. *P<0,05.
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Figura 8G: Carga excretada de s6dio (CENa) em ml por minuto pela razio massa
magra/massa total em Kg (ml/min(mm/mt)). Os resultados estdo expressos em média + DP.

*P<0,05.
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Figura 8H: Fragdo de excrecao de sédio (FENa) em percentual. Os resultados estdo expressos

em média + DP.
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Figura 81I: Fracdo de excrecdo de potdssio (FEK) em percentual. Os resultados estdo expressos

em média + DP.
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4.7. Correlacao entre variaveis.
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Figura 9A: Correlacdo entre 0 HOMA-IR e a insulina de jejum. Os resultados estdo expressos

em média + DP.
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Figura 9B: Correlacdo entre 0 HOMA-IR e a pressdo arterial sistdlica. Os resultados estdao

expressos em média + DP.
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5. DISCUSSAO
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A prevaléncia de obesidade cresce em proporcdes alarmantes no mundo, revelando um
quadro epidemioldgico preocupante (3). O que impulsiona este sobrepeso e a obesidade sdo
principalmente o sedentarismo e o consumo de dieta hipercaldrica, interagindo com fatores

genéticos e epigenéticos (124; 125; 126).

Caracteristicas gerais.

Para a divisdo inicial dos voluntdrios o IMC foi caréter classificatério, e para este critério
a diferenca entre individuos eutréficos e obesos foi altamente significante (Tabela 1). Quando
avaliada a composic@o corporal, tanto a massa total de gordura (kg) quanto a massa magra (kg)
foram significantemente diferentes entre os grupos (Figuras 2A e 2B).

Os grupos ndo apresentaram diferenca significativa quanto a idade. A relacdo de
distribui¢do dos géneros foi de 44,4% de homens para o grupo controle e 35%, para o grupo de

obesos.

Perfil metabdlico.

Ao avaliarmos, através do z-score, o nivel de insulina basal desses voluntarios,
estabelecemos a partir do indice HOMA 1R definido para o grupo controle, individuos obesos
metabolicamente distintos, um grupo de obesos normo-insulinémicos (OB NI), que apresentavam
niveis similares de insulinemia padraio HOMA IR em relag¢do aos voluntarios controles (CT) e o
grupo de obesos hiperinsulinémicos (OB HI), com um HOMA IR significativamente elevado e
caracteristico de uma populagdo com resisténcia a insulina (Figura 1). Em 1985, Mattheus e
colaboradores, publicaram uma nova abordagem baseada em um modelo estrutural para avaliacao
da resisténcia a insulina, 0 HOMA IR. A partir de entdo, diversos estudos tem empregado este
indice sendo que mais de 8.600 trabalhos na literatura citam este indicador como adequado na
caracterizacdo de resisténcia periférica em trabalhos clinicos e epidemioldgicos (120; 127; 128;
129). Portanto, apds a caracterizagdo do HOMA IR dos voluntarios, estabelecemos todas as
varidveis estudadas para trés grupos distintos: 13 individuos controles (CT) (IMC < 24,9), 15
individuos obesos normo-insulinémicos — (OB NI) e 12 individuos obesos hiperinsulinémicos

(OB HI) (IMC = 30).
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Avaliagdo Teste de Tolerancia Oral a Glicose.

Ao avaliarmos a insulina basal destes voluntérios identificamos uma diferenca acentuada
entre todos os grupos estudados. Ambos os grupos de voluntdrios obesos apresentaram insulina
basal elevada, quando comparados com o grupo CT (Tabela 2). Entre o grupo CT e o grupo de
OB NI houve uma diferenga significativa, contudo a insulina do grupo OB HI parte de uma
concentracdo basal duas vezes maior que os outros dois grupos de voluntarios (CT e OB NI).
Estes ndo foram caracterizados como individuos portadores de diabetes mellitus tipo 2 por
manterem a glicemia de jejum assim como todas as glicemias durante o TTOG dentro dos
padrdes de normalidade (Figura 3B).

Quando avaliada a curva insulinica (Figura 3A) ou drea sob a curva de insulina (Figuras
3C e3D), fica evidente a hiperinsulinemia do grupo OB HI. Estes voluntarios mantém padrdes de
distribuicdo para glicemia dentro de um intervalo de normalidade (Figuras 3E e 3F), embora ji
apresentem um quadro de resisténcia a insulina. Para Carvalho e colaboradores, a resisténcia a
insulina pode estar presente por varios anos antes do aparecimento de alteracdes dos niveis
plasmadticos de glicose. (54).

O teste QUICKI, usado para avaliar a sensibilidade a insulina, apresentou uma diferenca
altamente significativa entre o grupo CT e o grupo OB HI e entre os grupos de obesos,
fortalecendo a prévia quanto a existéncia de resisténcia a insulina neste subgrupo. Outra varidvel
avaliada com respostas significantes foi a funcionalidade das células B (HOMAgg). Foi
observada uma diferenca significativa entre o grupo CT e o grupo OB NI e entre o grupo CT e o
grupo OB HI. Os grupos de obesos apresentam um recrutamento maior das células 3, para
producao de insulina, quando comparados ao grupo CT. Estes resultados sugerem que o grupo de
OB NI passa por um periodo em que hd um evidente aumento da funcionalidade das células 3,
responsavel por manter a glicemia dentro de padroes de normalidade. A insulina deste grupo de
OB NI estd muito proxima a insulina do grupo CT, sugerindo que este grupo de obesos normo-
insulin€émicos possa estar perdendo progressivamente a funcdo pancredtica cuja caracteristica de
comportamento sugere um maior recrutamento de células 3 pancredticas, para compensar uma
possivel menor producdo individual destas. O estudo ndo avaliou o tempo de obesidade dos

diferentes individuos estudados, no entanto, pode-se aventar a possibilidade de que esta perda
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funcional das células B pancredticas esteja relacionada ao tempo de obesidade e a lipotoxicidade,

sendo possivel sugerir que quanto maior for este periodo, maiores sdo as alteracdes observadas.

Avaliagdo pressorica.

Quanto a avaliagdo pressorica, nenhum dos voluntdrios relatou histérico pessoal ou
familiar de hipertensdo arterial. Porém, a pressdo arterial sistdlica avaliada no momento da
realizacdo da coleta das amostras de sangue e urina, foi significantemente maior para o grupo de
OB HI quando comparado aos outros dois grupos (Figura 7), embora estes niveis ndo
caracterizem ainda este grupo como hipertenso segundo critérios das Diretrizes Brasileiras 2011

(119).

Avaliacao das fungdes glomerular e tubular renal.

Este estudo utilizou os clearances de creatinina e litio respectivamente, para avaliacdo da
filtracdo glomerular e da manipulagdo tubular renal de sédio. Tem sido demonstrado pela
literatura que a obesidade também aumenta as exigéncias metabdlicas no rim. O nimero de
nefros ndo acompanha o aumento da massa corporal, no entanto, a taxa de filtracdo glomerular e
fluxo plasmatico renal devem aumentar para atender as demandas metabdlicas mais elevadas
deste 6rgdo. Isto ocorre a custa de um aumento das pressdes intra-glomerulares e intracapilar
peritubulares e pode ser fator deletério para adultos a partir da evidencia de uma reducao
progressiva do nimero de nefros com o passar do tempo (90).

H4 poucos estudos que examinaram diretamente o impacto do ganho excessivo de peso
sobre a reabsorcdo tubular de sédio em diferentes segmentos do nefro. Algumas evidéncias
sugerem que o aumento da reabsor¢do de s6dio ocorre possivelmente, no segmento espesso da
alca de Henle (18).

Ao avaliarmos a fun¢do renal dos voluntdrios através dos clearances de litio e creatinina,
apos ingestdo oral de glicose, a reabsor¢do elevada de sédio com a consequente redug¢do na
excre¢do pos-proximal deste ion, possivelmente mediada entre outros fatores pela insulina, se
mostrou similar entre os grupos avaliados, apesar do elevado e persistente nivel de insulina sérica
no grupo de OB HI. A excre¢do urindria de sodio foi semelhante entre os grupos de obesos, o que
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pode sugerir a presenca de outros mecanismos para explicar o aumento da pressdao no grupo de
OB HI. Ao avaliar a reabsor¢do tubular de s6dio pode-se sugerir que os grupos voluntdrios
controles ou obesos, independente dos subgrupos (OB NI ou OB HI), apresentam uma
sensibilidade tubular renal normal a insulina. Os efeitos da insulina sobre a reabsor¢do de sédio
sdo evidenciados hd muito tempo (31), porém ainda ndo existe um consenso quanto aos
mecanismos exatos implicados neste processo. Alguns estudos mostram que o efeito
antinatriurético da insulina ocorre predominantemente na regido pds-proximal do tdbulo renal
(31,130). Contudo um aumento na reabsorcdo de sddio em situagcdes de elevados niveis séricos de
insulina pode ocorrer por uma diminuicdo na fracdo de filtracdo, e/ou como resposta a
estimulacdo neuro-humoral através de uma elevacdo da atividade neural simpdtica renal, ou pelo
aumento da atividade do SRA, bem como pela supressao da liberacdo central ou periférica de
peptideos natriuréticos (131). Neste estudo, apds a sobrecarga oral de glicose, a taxa de filtracao
glomerular, estimada pelo clearance de creatinina ndo apresentou alteragcdes significativas entre
os grupos estudados, sugerindo, consequentemente, que a antinatriurese observada seja mediada
prioritariamente, por mecanismos tubulares diretos. A contribuicdo da carga filtrada de glicose
para o aumento do transporte tubular proximal de sédio, através de um aumento da atividade do
cotransportador Na*/glicose pode ser sugerido como parte dos mecanismos que justifiquem a
antinatriurese observada em todos os grupos estudados.

O trocador Na*/H" é um sistema de transporte envolvido na regula¢io do pH intracelular,
crescimento e proliferagdo celular, regulagdo do volume celular e absorgdo transepitelial de Na™,
CI, HCO;". Conlin e colaboradores observaram que a insulina, além de aumentar o célcio
intracelular, também ativa o trocador Na'/H" (132). Assim, as observacdes fornecem suporte a
possiveis mecanismos € acdes da insulina que poderiam estar envolvidas ao desenvolvimento da
hipertensdo arterial em individuos obesos, apesar do inalterado transporte tubular de sddio no
grupo de OB HIL

AlteracOes da atividade eferente neural renal, do SRA e peptideos natriuréticos apds
sobrecarga oral de glicose nao foram avaliados neste trabalho. Entretanto podemos sugerir que
um aumento na ativagdo do SRA e/ou no SNS poderia contribuir de maneira expressiva, em
longo prazo, para a elevacdo da resposta inflamatoria, resisténcia a insulina e alteracOes renais

neste grupo de OB HI.
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Correlacdes entre avaliagdo pressorica, perfil metabdlico e inflamatdrio.

O presente estudo demonstra que o grupo de OB HI tem os niveis glicémicos mais
elevados, observados pelo TTOG quando comparado aos grupos CT e OB NI. Estes resultados
demonstram que a elevacdo glicémica e da pressdo arterial, permitem supor que a resisténcia a
insulina pode resultar de um conjunto de desordens metabdlicas e inflamatérias, que podem
promover alteracdes hemodindmicas, e principalmente a elevacdo pressérica em um grupo
especifico de pacientes obesos hiperinsulinémicos (133; 134; 135; 136).

Neste estudo a combinacdo da hiperinsulinemia, HOMA IR elevado e o indice QUICKI
reduzido, demonstram a existéncia de resisténcia a insulina neste grupo de OB HI.

Existem evidéncias que a resisténcia a insulina contribui para a etiologia da hipertensao
em alguns pacientes (137; 138; 139). H4 uma relacdo sélida entre obesidade, insulina plasmatica
e o aumento da pressdo arterial, mecanismos pelos quais a resisténcia a insulina e/ou
hiperinsulinemia aumentam os riscos para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
porém estas interagdes ndao estdo definitivamente estabelecidas. Dados epidemiolégicos
evidenciam que pacientes com diabetes mellitus tipo 2 tem trés vezes mais chances de
desenvolver hipertensao arterial e, a associacdo entre diabetes e hipertensdo arterial aumenta
fortemente a possibilidade destes pacientes desenvolverem doengas cardiovasculares e renais
(140). Porém embora a relacdo entre hiperinsulinemia e aumento da pressdo arterial citados
anteriormente ndo demonstram a uma relacdo casual, diversos estudos tém evidenciado
mecanismos através dos quais esta relacdo pode acontecer. Uma hipétese para a elevagao da
pressdo arterial no presente estudo em voluntérios obesos com hiperinsulinemia poderia decorrer
de uma reducdo na resposta vasodilatadora induzida pela insulina e mediada por 6xido nitrico
(NO) nestes individuos. Segundo Carvalho e colaboradores, individuos com diabetes mellitus
tipo 2 apresentam uma vasodilatacdo reduzida quando mediada pelo NO. Quando a via
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) esta sistemicamente disfuncional, ocorre uma menor resposta
vasodilatadora dependente do endotélio neste grupo de individuos, em decorréncia de uma
reducdo na liberagdo de NO estimulado pela insulina (54).

Assim nossos resultados podem sugerir que a progressdo da resisténcia a insulina pode
desencadear doengas cardiovasculares, principalmente elevacdo da pressao arterial em individuos

obesos com hiperinsulinemia.
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Obesidade e hipertensdo sdo duas desordens altamente relacionadas, porém € preciso mais
cuidado na tentativa de estabelecer tal associacao. Neste trabalho pdde-se observar de forma clara
um aumento na pressdo arterial no grupo de OB HI. Este aumento de pressdo € caracterizado
como um fator de risco para doengas cardiovasculares. Estudos em ratos knockout ou induzidos
por dieta que causam obesidade, mostram uma evidente associa¢do entre disfun¢do diastélica e
um aumento da pressdo arterial (141; 142; 143). Segundo Faselis e colaboradores, estima-se que
37% da populagdo adulta apresenta um aumento de pressdao e que 40% destas pessoas progridem
para hipertensdo em aproximadamente dois anos (142). Embora os mecanismos entre o aumento
da pressao e a hiperinsulinemia do grupo de OB HI precise ser mais investigado, podemos supor
que a disfuncdo endotelial e o aumento da atividade simpdtica, juntamente com o perfil
inflamatério, observado nos individuos obesos com ou sem hiperinsulinemia, pode em longo
prazo desencadear alteracdes na reabsorcdo de dgua e s6dio e consequentemente hipertensao
arterial (144). Em modelos animais resistentes a insulina, a deficiéncia na captagdo tecidual
periférica de glicose e do efeito de vasodilatagdo da insulina, sio manifestagdes observadas muito
precocemente (145; 146). Outros fatores muito associados a resisténcia a insulina nao estudados
aqui sao, o aumento na atividade do SRA e do estresse oxidativo na obesidade (38).

O descontrole na expansao do tecido adiposo € a caracteristica fundamental da obesidade.
O tecido adiposo deixou de ser visto apenas como um estoque de reservas energéticas e passou a
ser um 6rgdo enddcrino e do sistema imune, interferindo em diversas respostas a diferentes
agressoes ou desajustes metabdlicos (46). No presente estudo confirmamos que na obesidade, ha
uma secre¢ao elevada de leptina, TNF-a, IL-6 e PCR, e estas citocinas estdo associadas a
resisténcia a insulina e a progressdo da inflamagdo em 6rgdos ou sistemas especificos (147).
Embora ndo tenha sido evidenciado diferenca significativa entre os grupos de obesos, TNF-a, IL-
6 e PCR podem causar resisténcia a insulina, através da ativagdo da MAP quinase, da PKC e
SOSC-3, mediada por degradacio do proteossoma (145). Outros estudos tém demonstrado que o
tratamento de animais com TNF-a leva a redugdo da autofosforilacdo do receptor de insulina e
inibicdo subsequente da fosforilacdo de IRS-1. O TNF-a induz modificacdo do IRS-1 por
fosforilagdo em serina, tornando essa molécula indbil para a transducdo do sinal da via insulinica
intracelular. Em ratos obesos a neutralizacdo dos efeitos do TNF-a provocou aumento da

sensibilidade a insulina. Neste sentido, camundongos deficientes em TNF-a permaneceram

sensiveis a insulina quando mesmo quando tratados com dieta rica em gordura (54). Outra fator
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desencadeante da resisténcia a insulina seria a ativacdo do Tool-Like-Receptor 4 (TLR-4) e talvez
outros TLRs por um excesso de nutrientes tais como 4cidos graxos saturados, lipopolissacarideos
(LPS), 4cido drico e/ou disbiose intestinal contribuindo significantemente para inflamacdo
sistémica e hepdtica e a hiperinsulinemia em obesos. (148; 149)

Como descrito acima, estudos prévios tem demonstrado que o sistema renina-
angiotensina, desempenhando um importante papel no desenvolvimento da resisténcia a insulina.
Quando inibidores da enzima conversora de angiotensina ou bloqueadores do seu receptor AT1
sdo administrados para o tratamento de hipertensdo arterial, estes promovem um aumento da
sensibilidade a insulina em pacientes hipertensos previamente resistentes a insulina. Basicamente
a angiotensina II é capaz de reduzir a fosforilacdo em tirosina e aumentar a fosforilacdo em serina
da subunidade [ do receptor de insulina, assim como do IRS-1, mecanismos estes que
desencadeiam a resisténcia a insulina (35).

Componentes do SRA ndo foram avaliados no presente estudo, porém, sabe-se que o
tecido adiposo € sitio de producdo de angiotensinogénio, renina, enzima conversora da
angiotensina, angiotensina II e os receptores AT1R e AT2R (20), sendo a expansao do tecido
adiposo no grupo obeso, uma possivel hipdtese para a resisténcia a insulina observada no grupo
de OB HI.

Tem sido demonstrado que a adiponectina apresenta um efeito oposto as citocinas
descritas acima. O aumento do tecido adiposo estd também relacionado negativamente com 0s
niveis séricos de adiponectina e consequentemente, aos seus efeitos antagbénicos a citocinas pro-
inflamatérias (20; 75). Dentre as agdes metabdlicas da adiponectina inclui aumento da
sensibilidade a insulina no figado, musculo e tecido adiposo (54). Estudos observaram que a
sinalizacdo da adiponectina nestes tecidos acontece através da via MAP quinase, fosforilando esta
proteina, e por consequéncia, pela fosforilacdo e inativagdo da enzima acetil CoA carboxilase
(ACC), assim como pela ativagdo do receptor ativador e proliferador de peroxissomo o (PPARa)
elevando a oxidag@o de acidos graxos e a captagdo da glicose pelos tecidos (150). Neste estudo ao
avaliarmos o perfil inflamatdrio dos voluntérios, ndo evidenciamos diferengas significativas entre
os grupos de obesos normo ou hiperinsulinémicos, contudo, os niveis séricos de adiponectina,
foram significantemente menores no grupo de OB HI (Figura 6D), quando comparado aos outros
grupos (Tabela 5). Este resultado pode ser correlacionado positivamente a resisténcia a insulina e

ao aumento da pressao arterial, obervado no grupo de OB HI.
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Pesquisas evidenciam a possibilidade da implicagdo da adiponectina na génese da
hipertensdo arterial. Animais deficientes para adiponectina, tratados com dieta rica em sal,
mostram um aumento significativo na pressdo arterial sist6lica quando comparados ao tipo
selvagem, independente da resisténcia a insulina, enquanto um aumento na expressdo de
adiponectina pode diminuir a pressdo arterial sistélica em camundongos geneticamente obesos
(151). Estudos clinicos evidenciaram que uma hipoadiponectinemia € um fator de risco para o
desenvolvimento de hipertensdo arterial, independentemente da existéncia paralela de resisténcia
a insulina ou diabetes (152; 153). Assim, tendo em conta as evidencias na literatura comprovadas
pelo presente estudo, podemos sugerir que a secrecao de adiponectina aumentada no grupo OB
NI, quando comparada ao grupo de OB HI, seja de extrema importancia para a manutencdo da
sensibilidade a insulina e pressao arterial. Recentemente, estudos tem focado nos efeitos da
adiponectina no SNS, no SRA e na func¢ao renal. A relacdo entre o aumento da atividade do SNS,
resisténcia a insulina e hipertensao estd bem reconhecida (31; 140; 145). A ativacdo do SNS na
obesidade tem uma importante associacdo na disfun¢do metabdlica (154). A hiperatividade
simpdtica estd correlacionada com a hipertensdo e também estd intrinsecamente relacionada com
o inicio, manutengao e progressao da hipertensdo arterial (155). Um estudo recente mostrou que a
supressao da atividade do SNS esta associada a elevagdo da expressao de adiponectina. Por outro
lado Tanida e colaboradores mostraram que a adiponectina atenua a pressao arterial e a atividade
do SNS (156). Assim, a elevacdo da adiponectina no grupo de OB NI pode estar favorecendo a
reducdo da ativagdo do SNS e consequentemente promovendo o controle ou a ndo elevacdo da
pressao arterial.

Embora o aumento da atividade do SNS esteja associado a resisténcia a insulina, o
aumento da atividade do SRA também corrobora para a resisténcia periférica insulinica. Esta
atividade aumentada do SRA € um fator importante no desencadeamento de doencas renais e
cardiovasculares em individuos obesos e diabéticos. Assim, as alteracdes metabdlicas associadas
a obesidade, tém sido associadas ao aumento na produgdo de angiotensina II, e ambas integram
relevantes mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progressdo da resisténcia a insulina,

hiperinsulinemia e hipertensao arterial (157).
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6. CONCLUSAO
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A partir dos resultados do estudo concluimos que:

Individuos obesos apresentam uma massa adiposa maior que os individuos magros, e
este excesso corrobora as alteracdes no metabolismo de carboidratos, na pressdo arterial e no
perfil inflamatdrio.

A resisténcia insulinica estd presente na obesidade, porém este fendtipo ndo é
encontrado em todos os individuos obesos.

O perfil lipidico, 4cidos graxos livres e 4cido trico dos grupos estudados niao foi um
fator diferencial, contudo, podemos evidenciar diferencas significativas entre as citocinas
avaliadas no grupo controle e nos grupos de obesos. Individuos obesos apresentam um quadro
inflamatério muito importante para a modulagcdo da resisténcia a insulina observada no grupo
de obesos hiperinsulinémicos. Porém o grupo de obesos normo-insulinémico, embora
evidenciado um aumento das citocinas inflamatdrias, a concentracdo sérica aumentada de
adiponectina, mantém a sensibilidade a insulina deste grupo. A concentracdo sérica de leptina
estava aumentada nos grupos de obesos, confirmando sua a¢do na inducdo da producdo de
TNF-a e IL-6.

A pressdo arterial sistlica aumentada no grupo de obeso hiperinsulinémico nos
mostrou a relacdo da resisténcia a insulina e o aumento da pressao arterial.

A funcdo tubular glomerular renal pelo clearance de litio e creatinina, nos mostrou
que a reabsor¢ao de sédio foi muito similar entre os grupos, independente da concentracao de
insulina.

A correlagdo entre a resisténcia a insulina e as varidveis insulina de jejum, pressdao
arterial sist6lica, gordura corporal e adiponectina foi positiva, mas ao correlacionarmos a
resisténcia a insulina com as citocinas inflamatérias, TNF-a e IL-6 ndo foram significantes,
mostrando mais uma vez que a modulacdo da resisténcia a insulina estd neste estudo
determinada pela concentracdo sérica de adiponectina.

Ao correlacionarmos pressdo arterial sistélica com a massa de gordura, podemos
evidenciar uma correlagdo positiva entre as varidaveis, mostrando a influencia do aumento da
massa adiposa na elevagdo da pressao arterial.

Por fim concluimos que a obesidade vem acompanhada de uma clara elevacdo da
atividade inflamatéria. E possivel que esta atividade inflamatéria esteja associada a disttirbios
da modulagcdo metabdlica da via de carboidratos e lipidios pela modificacdo da sensibilidade

periférica insulinica. Como resultado, a resisténcia periférica insulinica observada, avaliada
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pelo HOMA-IR, estd correlacionada a elevacdao da pressdo arterial sistlica e diastélica,
especificamente no grupo de obesos hiperinsulinémicos.

O estudo também mostra que a despeito da retencdo renal de sédio promovida pela
sobrecarga oral de glicose, esta é dissociada dos niveis insulinémicos alcancados pelos
diferentes grupos experimentais.

As alteracdes observadas nos obesos hiperinsulinémicos sdo provavelmente atenuadas
pela concentracao sérica de adiponectina no grupo de obesos normo-insulinémico.

Contudo estes mecanismos precisam ser mais estudados para entendimento da
associacdo entre obesidade, resisténcia a insulina, aumento da reabsorcao de s6dio e pressao

arterial em obesos hiperinsulinémicos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Estudo da funcdo renal em individuos obesos.

Equipe de pesquisa: Amanda Roberta de Almeida
Michele Bianca Zanini
Aglécio Luiz de Souza
José Antonio Rocha Gontijo

Sarah Monte Alegre

Justificativa: Esse estudo tem como objetivo avaliar a fun¢@o renal em individuos com IMC
> 30, sem hipertensao e diabetes, avaliar niveis plasmaticos de citocinas inflamatodrias e as de
sinalizag¢do de insulina e angiotensina presentes na obesidade e comparar essas varidveis com

individuos de peso normal (IMC<25).

Procedimentos: Se vocé concordar em participar haverd um registro de seus dados como
idade, sexo, nivel de atividade fisica, histérico de doengas etc. Serd realizada uma avaliagdo
composta pelas medidas de peso, altura, circunferéncia da cintura e do quadril, composicao
corporal através de bioimpedancia (usado para avaliar a quantidade de musculo e gordura do
seu corpo). Além disso, serd avaliada a curva glicémica (teste de tolerancia 4 glicose oral) e a
funcdo renal, por meio do clearance de creatinina e litio, onde por 3 horas, vocé ird beber 4gua
para manter um fluxo renal constante e assim coletaremos urina, mediremos sua glicemia e
nivel de insulina. Para a realiza¢ao do clearance de litio, vocé deverd tomar um comprimido
de carbonato de litio 300mg, 14 horas antes do inicio das coletas. Para andlise sanguinea, serd
colhido um total de 20 ml em jejum para dosagens bioquimicas como a quantificacdo de
colesterol, triglicérides, glicemia, insulina, acido drico, interleucina-6, fator de necrose
tumoral — o, proteina C reativa, radicais livres e enzimas antioxidantes e 100 ml de sangue
durante toda a curva glicémica e clearance de creatinina. Esta realizacdo de coleta de sangue
ndo acarretard nenhum prejuizo a saide dos envolvidos. Todos esses procedimentos serdo
realizados na Unidade Metabdlica do HC-UNICAMP e acompanhados por médico habilitado
para a realizacdo do procedimento. Uma semana apds a curva glicémica, iremos realizar uma
biopsia do musculo e tecido adiposo da coxa esquerda. Também serd realizada em ambiente

adequado, com material estéril e descartdvel. Esse procedimento serd feito por médicos
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capacitados e treinados para a sua realizacdo. Nao hd riscos previsiveis de prejuizo de seu

tecido muscular ou problemas relacionados a movimentagao.

Riscos: Ao participar, vocé ndo estard correndo nenhum risco de vida. Haverd coleta de
sangue que ndo acarretard qualquer risco a sua satde.

A coleta seré realizada apds jejum minimo de 12 horas, por pessoas devidamente treinadas.
Os exames serdo realizados no Laboratério da Unidade Metabdlica (6° andar - Hospital de
Clinicas) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. O material utilizado para a coleta

serd totalmente descartdvel, excluindo qualquer possibilidade de contaminacao.

Beneficios: Vocé sera informado (a) sobre todos os resultados dos exames realizados.

Participacio e afastamento: Sua participacdo é voluntéria e voc€ podera deixar de participar

da pesquisa a qualquer momento, sem penaliza¢do ou prejuizo a sua saude.

Sigilo: Os resultados serdo mantidos em sigilo e sua identidade nao serd revelada nem
divulgada em apresentacdes ou publicacgoes.

Vocé também receberd tratamento médico e indeniza¢do por 6rgdo financiador caso haja
danos que justifiquem, causados diretamente pela pesquisa.

A presenca de responsdveis ou conjuge, se o desejarem serd permitido durante a realizagao

dos exames.

Telefones para contato: Se vocé tiver alguma ddvida, comentdrio ou reclamacgdo pode entrar

em contato com a equipe de pesquisa.

Professora Sarah Monte Alegre — Departamento de Clinica Médica, FCM - Unicamp,
Fones: (19) 35217098 / 35219202.

Amanda Roberta de Almeida. Michele Bianca Zanini.

Fone: (19) 35219132 Fone: (19) 35217155

Aglécio Luiz de Souza. José Antonio Rocha Gontijo.

Fone: (19) 35219202 Fone: (19) 35218927
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Ou com a secretédria do Comité de Etica em Pesquisa

Fone: (19) 35218936

Consentimento:

Eu,

RG numero: data de nascimento: [/

Residente:

Estou suficientemente informado e concordo em participar dessa pesquisa

Assinatura do voluntario: , data: /]
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Prehypertensive, metabolic and inflammatory disorders are associated
to decreased adiponectin and enhanced insulin plasma levels in a

specific subgroup of obese subjects.
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Abstract

Obesity and hypertension are two complex disorders that are closely interrelated,
but the precise underlying association remains elusive. Therefore, the present study was
designed to establish relationship between presumable metabolic disorder, renal sodium
retention and enhanced blood pressure in a group of obese subjects compared with,
gender and age-matched, lean volunteers. The present study demonstrates that a
hyperinsulinemic subgroup of well-characterized metabolic syndrome bearers-obese
subjects, but not all obese subjects, show higher glycemic and elevated blood pressure
levels when compared to lean subjects (LS) and normoinsulinemic (NI) groups. Here,
the combination of hyperinsulinemia, higher HOMA-IR associated with lower QUICKI
indexes in HI obese subgroup, strongly suggests the occurrence of insulin resistance
and, as previously demonstrated, a defect in insulin-stimulated glucose uptake. The
surprising finding of the present report showed a similar insulin-mediated reduction of
post-proximal renal sodium excretion in both, lean and obese subjects, after oral glucose
load, despite elevated and persistent insulin serum levels in hyperinsulinemic obese
subgroup. The renal sodium reabsorption data from current study could at least argue
favorably to normal kidney insulin sensitivity in these volunteers. In conclusion, this
study highlight the importance of dysfunctional inflammatory modulation associated
with metabolic disorders (hyperinsulinemia and peripheral insulin resistance), high
blood pressure, and renal dysfunction in a particular subgroup of obeses. Further studies
will be required to define the precise mechanism involved in the interaction between
obesity, serum insulin-glucose levels, abnormal renal sodium reabsorption and elevated

blood pressure in HI obese subjects.

Keywords: Obesity, metabolic syndrome, arterial hypertension, inflammation, renal

function

Introduction

Worldwide epidemiological study recently showed that about to 1,4 billion adult people
were overweight, body mass index (BMI) above to 25 and, 500 million were considered
obese with BMI above to 30 [1]. Obesity, a public health problem of the first order for
industrialized and non-industrialized countries dramatically cause a reduction in overall
life expectancy [2]. The prevalence of obesity in different populations is related to

environmental factors, such as reduced physical activity and diet, mainly. Nowadays,
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with growing industrialization and modern lifestyle, the access to high fat and
carbohydrate diets has changed the eating habits of the population. These aspects
interact with genetic factors, which may explain the excessive body fat throughout the
world [3]. Overweight and obesity are related to increased prevalence of cardiovascular
disease, dyslipidemia, type 2 diabetes mellitus, neurological disease, chronic kidney
disease and cancers [4-7]. Obesity appears to be an important factor in elevating blood
pressure in many prehypertensive individuals since studies have shown that high blood
pressure is more prevalent in obese than in non-obese subjects [1,3]. In this way,
experimental studies have demonstrated that weight gain, even over a period of a few
weeks, consistently elevates blood pressure and weight loss decreases blood pressure
independent of changes in sodium intake. Recently, study in our laboratory has
demonstrated that podocyte injury in parallel with proteinuria and evidence of
epidermal mesenchymal transition transformation are associated with long-term loss of
kidney function and renal sodium and water retention in obesity induced by high-fat diet
intake in rats [7]. However, establishing cause-and-effect relations has been hampered
by the lack of suitable animal models that mimic obesity induced hypertension in
humans and that allow sequential changes in renal, endocrine, and cardiovascular
function to be monitored during the development of obesity. Although this association
between obesity and hypertension is widely recognized, the mechanisms responsible for
weight-related changes in blood pressure have not been elucidated. Also, sparse reports
that deal with the relationship between inflammatory response, plasma insulin and
cytokines levels and blood pressure in obese subjects are known [to revision see ref.
50,60]. Additionally, in prehypertensive obese subjects inflammatory response, insulin
resistance and other surrogate markers may be associated with enhanced tubular sodium
reabsorption [17,31-37,59,60]. However, the pathophysiological mechanisms and
humoral factors involved in obesity and that lead to sodium retention and higher blood
pressure in obeses are still unclear. Therefore, the present study was designed to
establish relationship between presumable metabolic disorder, renal sodium retention
and enhanced blood pressure in a group of obese subjects compared with, age-matched
lean volunteers. To address the different parameters among lean and obese groups, the
study was performed by examining oral glucose tolerance test, HOMA-IR and QUICKI

index, renal tubule sodium handling and plasmatic inflammatory cytokine markers.
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Subjects and Methods

Subjects - A total of 40 normotensive volunteers aged 18-58 years were enrolled in the
study and divided into two subject groups: (1) 13 lean (LS, BMI 22.92 + 2.03) and, (2)
27 outpatient obese (OS, BMI 36.15 + 3.84) volunteers. Body mass index (BMI) was
calculated based on ratio between body mass (in kg) and squared height (in meters)
[weight (kg)/height (m”)]. On the basis of fasting plasma insulin and glucose levels
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR), two distinct obese
subgroup profiles were identified by HOMA-IR z-score, and subdivided in (3) 15
normoinsulinemic obese (NI, BMI 35.25 + 3.80 kg/m”) and (4) 12 hyperinsulinemic
obese (HI, BMI 37.05 + 3.88 kg/m?). The characteristics of these experimental groups
are presented in Table 1. A complete medical examination was carried out to exclude
arterial hypertension (their office systolic and diastolic pressure should be lower than
140 and 90 mmHg, respectively, when measured on at least three occasions) and
personal history of diabetes mellitus (fasting glucose less than SmM), or chronic renal,
liver and others endocrine diseases. Both lean and obese subjects had negative first
degree familiar histories of diabetes mellitus and arterial hypertension. None of the
volunteers had shown recent changes in the body weight or dietary habits, and they
were asked to continue their normal activities throughout the study. The female
participants were studied during the follicular phase of the menstrual cycle. Other
exclusion’s criteria for all the subjects were: steroidal and non steroidal anti-
inflammatory therapies, hormonal substitutive or contraceptive therapy, hormonal
therapy for any thyroid dysfunctions, drugs or alcohol abuse, smoking and mental
disability. The protocol (#1221/2009) was approved by Institutional Ethics Committee
and all subjects gave their consent to participate of the study after being informed about
the nature and purpose of the investigation, which was conducted according to the
guidelines for human experimentation established by the Declaration of Helsinki (1964)
and Brazilian laws on this matter. The participants provided their written informed

consent to participate in this study.

Experimental design: Measurements and Definitions — The studies were performed in
the morning after 12-14 h overnight fast during which water ingestion was permitted as
previously described [8-10]. Briefly, a single dose of lithium carbonate (Li,CO3) 300

mg was administered to the all subjects 14 hours before the renal tests. At 8:00 a.m.,
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each subject was asked to empty his bladder and to discard the urine. An intravenous
catheter was then inserted into the left arm. Immediately thereafter, water diuresis was
induced by an oral loading equivalent to 20 ml of tap water/kg body lean mass given
between 8:00 and 8:45h a.m. The subjects rested comfortably in the sitting position
throughout the study and stood only to urine avoid. The urinary volume losses were
replaced with drinking tap water every hour from 9:00 to 11:00h a.m. A oral glucose
tolerance test (OGTT) consisting of a 75 g glucose load as a 22% solution in water was
performed in the morning concomitantly with renal tests in both lean and obese groups.
Venous blood was sampled at 30, 45, 60, 90 and 120 minutes for determination of
glucose and insulin plasma levels. For each subject, the following parameters were
determined: blood pressure measured by a appropriated mercury cuff, using a
stethoscope placed over the brachial artery for auscultation of pulse, according to the
Task Force Report on High Blood Pressure (NHBPEP, 1996), BMI percentile, as well
as serum concentrations of glucose, insulin, total cholesterol, triacylglycerols, high-
density lipoproteins (HDL) and low-density lipoproteins (LDL) cholesterol. On the
basis of fasting plasma insulin and glucose levels homeostasis model, assessment of
insulin resistance (HOMA-IR) [11] and quantitative insulin-sensitivity check (QUICKI)
[12] indexes were calculated. HOMA-IR and QUICKI were calculated according to the
formulae: HOMA-IR = fasting insulin (uU/ml) x fasting blood glucose (mM) / 22.5 and,
QUICKI = 1/[log fasting insulin (uU/ml) + log fasting blood glucose (mg/100 ml)], i.e.
1/[log fasting insulin (uU/ml) + log fasting blood glucose (mM) x 18.182].

Creatinine and Lithium Clearance: The creatinine clearance (CCr) used to estimate the
glomerular filtration rate and the lithium clearance (CLi) used to estimate the sodium
output from the proximal tubule were calculated by standard formulas (U.V)/P) where,
U is the urinary creatinine and lithium concentrations, V is the urinary flow and P is the
creatinine and lithium plasma levels. Fractional sodium (FEx,) and potassium (FEk)
excretion were calculated as Cn./Ccrx100 and CEx/CFgx100, respectively, where Cna, 18
sodium clearance, CEx is potassium clearance, CCr is creatinine clearance and CFk is
filtered load potassium. The fractional proximal (FEPx,) and post-proximal (FEPPy,)
sodium excretion were calculated as Cpi/Cc:x100 and Cny/Cri X100, respectively [7,13-

15].

Anexos
143



Biochemical analysis: Plasma and urine sodium and potassium concentrations were
measured by flame photometry (Micronal, B262, Sdo Paulo, Brazil), while creatinine
concentrations were determined spectrophotometrically (Instruments Laboratory,
Genesys V, USA). The Glucose Analyzer YSI 2300 measured plasma glucose. Plasma
concentrations of insulin and C-peptide were measured by immunoassay (Millipore,
Billerica, USA, with sensibility of 1uU/ml; and 0,05ng/ml, respectively). The HDL,
LDL cholesterol and Triglyceride levels were also measured using enzyme
immunoassay kits with a Modular Analytic P Biochemistry Analyzer (Roche®)
according to the manufacturers' protocols. The cytokines were measured by
immunoassay (adiponectin, Millipore, Billerica, USA, sensibility 0,155 ng/ml; IL-6
R&D SYSTEMS®, Minneapolis, USA, sensibility 0,039 pg/ml; leptin Millipore,
Billerica, USA, sensibility 0,195 ng/ml; TNF-o R&D SYSTEMS®, Minneapolis, USA;
CRP DIAsource ImmunoAssays S.A, Louvain-la-Neuv, Belgium, sensibility 10ng/ml).

Data presentation and statistics: All analyses were performed using SPSS (SPSS
version 17.0). Data obtained from this study are expressed as the mean £ SD or median
and quartile deviation when appropriated. The diagnostic checking was performed by
analysis of the correlations of residues between the model and the samples. The
integrated glucose and insulin secretion, i.e., the total area under curve (tAUC,
mg/ml/120 min and pU/ml/120 min, respectively) was calculated by the trapezoidal
method and we have used it to establish the statistical difference between the lean and
subgroups of obese subject. Statistical analyses were performed using non-parametric
analysis by Kruskal-Wallis test or Student z-test when appropriated from GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., USA). Comparisons involving only two means
within or between groups were carried out using a Student z-test. We also analyzed
independent factors related to systolic blood pressure, body constitution and HOMA-IR
index values with multiple linear regression analysis. The level of significance was set

at P<0.05.

Results
Subjects Characteristics - The characteristics of the all groups included in this study are
presented in Table 1. The three groups were well matched for age. The mean age of the

lean and obese subjects was respectively, 33 + 12 and 29 + 7.5 years (NI, 29 + 7.0; HI,
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29 + 8.0). Considering the gender distribution, 44.4% of LS and 35% of OS were male.
On the basis of fasting plasma insulin and glucose levels homeostasis model assessment
of insulin resistance (HOMA-IR), two distinct obese subgroup profiles were identified
by HOMA-IR z-score, and subdivided in normoinsulinemic obese and hyperinsulinemic
obese volunteers (Figure 1). The mean HOMA-IR index value were significantly higher
in HI obese subgroup when compared to LS and NI [HI: 2.1940.70 (n=12) vs. LS:
0.83+0.23 (n=12) and NI: 0.98+0.22 (n=15), P<0.0001].

The BMI differed significantly (P<0.0001) between LS (22.92 + 2.03) and both
normoinsulinemic (35.25 + 3.80 kg/m”) and hyperinsulinemic (37.05 + 3.88 kg/m?)
obese subjects (Table 1). Mean lean mass (kg), fat mass (kg), percentual water body
constitution (%) and basal metabolic rate (kcal) were significantly higher in both obese
subgroups when compared to LS values (Table 1). There were no significant differences
between the plasmatic values to triglyceride, cholesterol, HDL, LDL and very-low
density lipoprotein from the LS group compared with OS subgroups (Table 2).
Additionally, as can be seen in Table 3 and Figure 2, the basal systolic blood pressure
(in mmHg) from HI subjects (130.7 £ 4.71) was significantly higher than from LS
(114.8 £ 16.6, P<0.002) and NI (122.7 + 12.3, P<0.024) volunteers while the diastolic

blood pressure was different in NI subgroup when compared to LS subjects (P<0.031).

Fasting Glucose and Insulin levels and Glucose Tolerance Test (GTT) —The HI
subgroup showed higher basal plasmatic insulin and C peptide levels after overnight
fasting (Insulin: 10.85+4.09 ug/ml and C peptide: 1.37£0.59 ng/ml), when compared to
the LS (Insulin: 4.254+0.86 ug/ml and C peptide: 0.774+0.12 ng/ml, P<0.0001) and NI
(Insulin: 5.51£1.18 pg/ml and C peptide: 1.13+0.82 ng/ml, P<0.027) groups (Table 4,
Figure 3). The fasting glucose plasma level was significantly different only when obese
HI and NI were compared (P<0.024) (for details see Table 4). Otherwise, the HI group
achieved significantly higher plasma glucose concentrations than the LS and NI groups
at 30, 60, 90 and 120 minutes, when analyzed the post-absorptive plasma glucose levels
after glucose oral loading (Table 4). Thus, the incremental total area under the curve
(tAUC) to glucose (Figure 3A) and insulin (Figure 3B) in HI was significantly higher
(P<0.001) when compared to the LS and NI obese subgroup. The HOMA-IR index,
taken as a measure of insulin resistance, was significantly enhanced in HI subjects when

compared to the LS and NI subgroups (Figure 1). Reciprocally, the QUICKI index, a
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measure of insulin sensitivity, was significantly decreased in HI obese subjects when

compared with LS and NI volunteers (P<0.0001) (Table 4, Figure 3C).

Cytokines and inflammatory response - Circulating concentrations of TNF-a, IL-6 and
C-reactive protein, measured in basal period, are presented in Table 5. The present study
showed a striking inflammatory difference between evaluated lean and obese
experimental groups, being significantly greater in obese subjects when compared to the
control (Figure 4) subjects. Otherwise, the adiponectin measured in basal period (Table
5; Figure 4D), was significantly enhanced in NI subjects when compared to HI groups
(P<0.04). As presented in Figure 4, the obeses subjects showed an expressive and
significant increase of IL-6 (Figure 4A), TNF-a (Figure 4B) and C-reactive protein
(Figure 4C) plasma levels compared with the LS group (Figure 6E). No difference in
leptin plasma level was observed in HI and NI subgroups (Table 5).

Renal Function Data - The data for renal function of both LS and OS, after oral glucose
load (OG), are summarized in Figure 6. The urinary flow rates (Figure 6B) did not
significantly differ among the groups during the renal tubule sodium handling studies,
except after 120 min of OG in HI subgroup. The glomerular filtration rate (Figure 6A),
estimated by CC,, before and after oral glucose load and, consequently, the calculated
glomerular filtered load did not change significantly in LS subjects when compared to
age-matched obese subgroups. The significant decrease of the FEPPy, (Figure 6D) in
normoinsulinemic (5.91+1.13%, n=13, P<0.035 and P<0.022, respectively vs. LS and
HI) but not in LS (7.46+1.94%, n=10) and in hyperinsulinemic obese subjects
(7.92+2.68%, n=11) was not accompanied by a significant decrease in proximal (FEPxs,,
Figure 6E) and proximal sodium excretion (FEn,, Figure 6C) however, we observed a
consistent trend to FEn, falling in all groups of subjects. This expressive decrease in
FEPPy, and FExn, produced by oral glucose intake was followed by significant decrease
in kaliuresis (Figure 6F) in the all experimental groups. The experimental groups (LS:
1.2440.62 or obeses NI: 1.02+0.42 and HI: 1.07+0.35) did not showed significant

changes in urinary protein excretion (in mg/dl).

Parameters Interaction Analysis — Figure 7 shows the interaction between independent

factors related to systolic blood pressure, body constitution and estimating HOMA-IR
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index values with multiple linear regression analysis. The data confirms a positive and
significant high correlation between basal fasting insulin plasma level, HOMA-IR
index, fat body mass and systolic blood pressure (P<0.001). However, a significant
negative correlation was observed between increased HOMA-IR index and adiponectin

plasma levels (P<0.033).

Discussion
More and more evidence is emerging that highlights the far-reaching consequences of
obesity on kidney morphology and function disorders. The prevalence of obesity is
increasing by alarming proportions worldwide and more than 20% of the world
population is overweight, while nearly 300 million are obese [16-19]. Driving forces for
overweight and obesity include increasing sedentary lifestyle and consumption of a
western diet high in fat, fructose and salt and their interaction with genetic factors and
epigenetic processes [20-22]. The present study demonstrates that a hyperinsulinemic
subgroup of well-characterized metabolic syndrome bearers-obese subjects, but not all
obese subjects, particularly those hyperinsulinemic, show higher glycemic and elevated
blood pressure levels when compared to LS and NI groups. Here, it has been supposed
that insulin resistance may result from a cluster of inflammatory and metabolic
disorders with an inherent potential for hemodynamic abnormalities particularly, arterial
hypertension. Also in the current study, the combination of hyperinsulinemia, higher
HOMA-IR associated with lower QUICKI indexes in HI obese subgroup, strongly
suggests the occurrence of insulin resistance and, as previously demonstrated, a defect
in insulin-stimulated glucose uptake [23-26].

There is substantial indirect evidence that insulin resistance may play a role in
the etiopathology of hypertension in some patients. [27-30]. Furthermore, there is a
highly significant relationship between obesity, plasma insulin concentration and
increased blood pressure although, the mechanisms by which insulin resistance,
hyperinsulinemia or both increase the risk of developing cardiovascular disease are not
well defined. Otherwise, the prevalence of hypertension in type 2 diabetes mellitus is
increased 3-fold, and the coexistence of hypertension in diabetic patients greatly
enhances the development of cardiovascular disease and chronic renal failure [27]. The
link between hyperinsulinemia and high blood pressure described above does not prove

the presence of causal relationships, but experimental findings have shown possible
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mechanisms, which may account for a putative relationship. However, taking in account
prior data, our findings may suggest that progression of insulin resistance may cause
profound cardiovascular dysfunction, particularly on arterial pressure control in obese
subjects with hyperinsulinemia and insulin resistance.

Obesity and hypertension are two complex disorders that are closely interrelated,
but the precise underlying association remains elusive. So, the current study shows,
despite on normal range, a clear and significant increase of the arterial pressure in
hyperinsulinemic obeses, characterizing a prehypertension state. Prehypertension is
increasingly recognized as a risk factor for cardiovascular disease. This is supported by
studies demonstrating the association of increased systolic or diastolic dysfunction in a
prehypertension state in genetic or diet-induced rodent models of obesity [31-34]. It is
estimated that 37% of the adult population has prehypertension and 40% of these people
will progress to hypertension within a two-year time frame [31]. In this way, such as
observed in the current study, impaired insulin stimulated uptake of glucose associated
with impaired vasodilatation have been shown to be an early manifestations in insulin
resistant models of obesity [19,36,37]. In this respect, increased activation of renin-
angiotensin system (RAS) and enhanced oxidative stress within cardiovascular tissue in
obesity are important mediators of insulin resistance and vasoconstriction [38].

Although the precise mechanism by which arterial blood pressure enhances in
HI obese subjects remain to be elucidated, we may suppose that a systemic
inflammatory response, confirmed in this study, endothelial dysfunction, sympathetic
neural and renin-angiotensin overactivity and renal non-control of the fluid and
electrolyte balance is thought to play a dominant role in the long-term sodium and water
retention, vascular resistance and consequently on imbalance of blood pressure control
[35]

The uncontrolled expansion of adipose tissue is the key feature of obesity. In the
past two decades, the view of adipose tissue has gone from revolutionary change from
inert energy store to the biggest endocrine organ [39]. The present study confirms that
in the obese state, the secretion of leptin, tumor necrosis factor-a, and interleukin-6 is
increased, and these molecules have been shown to be associated with insulin resistance
and the progression of inflammation [39]. The only hormone displaying an opposite
trend is adiponectin. A large body of evidence implicates decreased adiponectin levels

as a mediator of some of these effects. As such, the obesity-related downregulation of
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adiponectin levels in this obese subgroup have been positively associated with insulin
desensitization and significantly higher arterial pressure. Studies have demonstrated that
adiponectin may be involved in the progression of hypertension. Thus, on a high-salt
diet, Ohashi et al [40] showed that adiponectin-deficient animals display significantly
higher systolic blood pressure compared with wild-type control animals independent of
insulin resistance while overexpression of adiponectin can also decrease the systolic
blood pressure in genetically obese mice. The association between adiponectin and
hypertension is also evident in clinical studies by showing that hypoadiponectinemia is
a risk factor for hypertension independent of insulin resistance and diabetes [41,42].
Taking in account these findings, speculatively in the present study, we may
hypothesize that adiponectin, secreted from adipose tissue decreases the risk for insulin
resistance, inflammation, and hypertension development in a particular subgroup of
normoinsulinemic obeses (Figure 8).

The current investigation shows that obese group, particularly HI subjects, show
a pronounced inflammatory profile characterized by enhanced TNF-a, IL-6 and PCR
plasma levels. These findings confirm prior ones showing that obesity results in
inflammatory responses that have been often referred such as metabolic inflammation or
neologically by metaflammation [43,44]. Although mechanisms underlying this
inflammatory response are not well understood, endoplasmic reticular stress is one of
the cellular stress events that activate inflammatory signaling pathways including
activation of JNK and mTOR [43,44]. These serine kinases not only mediate adipose
tissue dysfunction but also phosphorylate serine residues of IRS-1, thereby mediating
insulin resistance in muscle and adipose tissue. Also, have been shown that TNF-a and
IL-6 cause systemic insulin resistance through activation of MAP kinases, protein
kinase C (PKC) and SOCS-3 mediated proteasome degradation [19]. In addition to
adipose tissue dysfunction, activation of Toll-like receptor 4 (TLR-4) and perhaps other
TLRs induced by nutrients excess such as saturated fatty acid, gut derived
lipopolysaccharide (LPS), uric acid and/or intestinal dysbiosis contributes significantly
to hepatic and systemic inflammatory response in hyperinsulinemic obeses [45,46].

Nevertheless, despite the well-established association of adiponectin with
metabolic disorders and hypertension, very few studies address the relationship between
adiponectin and hypertension at a mechanistic level. Recently, several studies have also

focused on the effects of adiponectin on the sympathetic nervous system (SNS), RAS
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and kidney function. The role of increased SNS activity in insulin resistance and
hypertension is increasingly recognized [9,14,19,27]. The potential importance of
excessive SNS activity and increased cytosolic calcium in the genesis of experimental
hypertension has been reported [47,48]. The disproportionate activation of SNS in the
obese state is proposed to play important roles in obesity-associated metabolic
dysfunction [49]. The hyperactivity of SNS has been shown unequivocally to correlate
with the hypertensive state, and the SNS is, therefore, intricately involved with the
initiation, maintenance, and progression of hypertension [50]. Recently, SNS overdrive
has been shown to suppress adiponectin expression. Conversely, Tanida et al [51] have
found that adiponectin attenuates blood pressure and sympathetic nerve activity.
Considering the important role of SNS activation on blood pressure control, it is
tempting to suggest that adiponectin may regulate SNS activity by inhibition of leptin
action in the brain [51].

Although enhanced activation of SNS is another component of insulin
resistance, it is often related to activation of RAS. Inappropriate activation of RAS is an
important hormonal factor causing cardiovascular and renal injury in obese and diabetic
subjects [52]. Under pathophysiological conditions, such as obesity-associated
metabolic diseases, the overproduction of Angll plays an important role in the
development and progression of insulin resistance, hyperinsulinemia and arterial
hypertension. The RAS causes sustained sympathetic over-activity by modulating
central neurons in the subfornical organ of the forebrain [53,54]. Although this system
was not detailed here, the Angll effects on sympathetic activation are widely
demonstrated by several studies. Thus, it has been clearly demonstrated the Angll
action on presynaptic potentiating effect on sympathetic neurotransmission in humans
and that administration of a relatively low-dose of Angll markedly increases blood
pressure caused by central sympathetic outflow [55]. Interestingly, these neural
responses are associated with modulation of peripheral T cell immune responses [53,54]
suggesting a link between glucose metabolic disorders and the central regulation of
systemic immune and/or inflammatory responses through brain Angll signaling and
resultant increased SNS outflow.

The surprising finding of the present report showed a similar insulin-mediated
reduction of post-proximal renal sodium excretion in both, lean and obese subjects, after

oral glucose load, despite of elevated and persistent insulin plasma levels in
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hyperinsulinemic obese subgroup. Taking in account the same decreased urinary
sodium excretion in normoinsulinemic and hyperinsulinemic subjects, we may suggest
the presence of additional mechanisms to explain the greater blood pressure changes
observed in HI subgroups. Furthermore, the renal sodium reabsorption data of the
current study could at least argue favorably to normal kidney insulin sensitivity in these
volunteers. The sodium-retaining effect of insulin has been known for a long time [9],
but there is no consensus on the exact mechanism of action. Some studies support an
antinatriuretic effect of insulin, predominantly in the post-proximal renal tubules [9,56].
An increase in renal sodium reabsorption at higher plasma insulin levels may be due to
a decrease in filtration fraction, and/or may involve neurohumoral stimulation by the
renal sympathetic nerve, RAS and suppression of natriuretic peptide release [57]. In the
present study, the oral glucose load in LS or obese subjects unchanged the glomerular
filtration rate, estimated by CCr and consequently, the glomerular filtered sodium load,
suggesting that the antinatriuresis observed was mediated by direct tubular mechanisms.
For all of experimental groups, the contribution of the glucose filtered load to tubule
Na" reabsorption via a Na'/glucose cotransport should also be considered. Also, the
Na/H exchanger is a ubiquitous transport system involved in the regulation of
intracellular pH, cell growth and proliferation, cell volume regulation and transepithelial
absorption of Na*, CI and HCO3". Conlin et al. [58] have shown that insulin, which
increased intracellular calcium, also activated the Na'/H" exchanger. Our data, was
positively related with an increased post-proximal fractional reabsorption of sodium
without enhanced tubular potassium excretion that would support that insulin action
preceded the distal segments of nephron. Although, an exaggerated enhancement of
serum insulin levels in response to an oral glucose load, associated with similar renal
sodium reabsorption in NI and HI subjects, could not be enough to explain the
development of high blood pressure in our specific HI subgroup of obese studied. Thus,
the present findings provide additional insights about mechanisms and insulin function
during high blood pressure development in obese subjects, beyond of those involved in
the renal sodium transport.

Changes in the renal nerve activity, RAS and natriuretic peptides release after an
oral glucose load was not tested in the present study. However, we may hypothesize that
inappropriate activation of RAS and/or SNS may significantly contribute to this

inflammatory response, progression of insulin resistance and kidney disorders in this
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specific subgroup of hyperinsulinemic obese. We also may not rule out the participation
of adiponectin in this process since the plasma adiponectin level is reported to be
increased and to show a positive correlation with plasma natriuretic factors in chronic
heart failure patients (59,60). However, here the obesity-associated metabolic
syndrome, particularly in HI obeses, causes a decrease in the expression and secretion
of adiponectin. The present study demonstrated that the plasma adiponectin level was
positively correlated with the enhanced natriuresis in normoinsulinemic obese subjects
while it is decreased in HI subgroup. The plasma natriuretic peptide level had the same
influence on adiponectin as that of the waist circumference, HDL-cholesterol, and
triglycerides. We suppose that positive association between plasma adiponectin and
normoinsulinemic individuals in our study suggests that adiponectin can retard the
arterial pressure increase and so, may predict a better prognosis or morbidity of
cardiovascular disease, specifically blood pressure enhancement, even in obese subjects.
The precise mechanism of these phenomena remains unknown. Prospective
investigations are therefore warranted to determine whether high adiponectin levels are
related to better prognosis or future morbidity of metabolic or kidney disorders even in
obese subjects.

In conclusion, this study highlight the importance of dysfunctional inflammatory
modulation associated with metabolic disorders (hyperinsulinemia and peripheral
insulin resistance), high blood pressure, and renal dysfunction in a particular subgroup
of obeses. Supposedly, these metabolic and blood pressure abnormalities are striking
attenuate by enhanced adiponectin plasma levels in HI subjects compared to LS and NI
subjects (Figures 4 and 6). The findings of current study may also state that a
maladaptive inflammatory response seems to be central to obese-associated
cardiovascular disorder and insulin resistance. Further studies will be required to define
the precise mechanism involved in the interaction between obesity, serum insulin-
glucose levels, abnormal renal sodium reabsorption and elevated blood pressure in HI

obese subjects.
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Legends of Tables and Figures

Table 1. Subjects general clinical characteristics for obese and lean groups

CONTROL NORMOINSULINEMIC HYPERINSULINEMIC p! P p?
n n n p
(LS) (ND (HD) LSvs.NI LSvs. HI NIvs. HI

M/F* 4/9 13 2/13 15 5/7 12 ns - - -

Age (years) 33£12 13 2047 15 29+8 11 ns ns ns ns

Body mass (Kg) 63.71+8.98 13 95.67+12.78 15 103.464+12.89 11 0.0001  0.0001 0.0001 ns

Height (m) 1.66+0.10 13 1.63+0.09 15 1.69+0.09 12 ns ns ns ns

BMI (kg/m?) 22.92+2.03 13 35.25+3.80 14 37.05+3.88 12 0.0001 0.000 0.0001 ns

Fat mass (kg) 18.66+3.98 10 36.70+7.15 14 40.80+9.24 12 0.0001  0.0001 0.0001 ns

Lean mass (kg) 41.49+6.02 10 57.2248.02 15 63.76+10.12 11 0.0001  0.0001 0.0001 ns

Body water (%) 48.77+4.98 11 41.34+5.16 14 42.04+4.72 11 0.006 0.004 0.008 ns
Basal metabolic

rate (kcal) 1261.3+183.53 10 1740+£244.07 15 1938.45+307.62 11 0.0001 0.000 0.0001 ns

M/F - male/female; BMI - body mass index; Values are means + DP; P values for comparison between groups by non-parametric analysis of Kruskal Wallis; * P values

for comparison between groups by non-parametric analysis descriptive of Chi-Square; P - comparing all groups. P'; P?; P3 - comparison between groups
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Table 2. The table shows the serum parameter analyses to triglyceride, cholesterol,
high-density (HDL), low-density (LDL), very-low density lipoprotein, uric and free fat

acids plasma levels from the lean (LS) group, compared with the obese subgroup

subjects.
CONTROL NORMINSULINEMIC HYPERINSULINEMIC pt p2 p3
n n n P
(LS) (ND (HI) LSvs. NI LSvs. HI NIvs. HI
Cholesterol (mg/dl) 169.33+40.08 12 186.64+27.07 14 184.55+15.97 11 ns 0.045 ns ns
HDL - cholesterol
(mg/dl) 35.08+13.31 13 26.50+4.64 14 26.73+8 11 ns ns ns ns
LDL - cholesterol (mg/dl) 113.17+32.31 12 133.67+27.39 15 139.83+24.56 12 0.040 ns 0.015 ns
VLDL - cholesterol
(mg/dl) 18.92+6.99 12 21.87+10.28 15 22.91+8.3 11 ns ns ns ns
Triglyceride (mg/dl) 94.92+34.45 12 111.00+50.13 15 114.91+41.06 11 ns ns ns ns
Uric acid (mg/dl) 475+1.53 13 4.49+0.89 15 5.25+1.07 11 ns ns ns 0.033
Free fatty acids (mg/dl) 382.05+129.80 12 545.11+454.67 14 396.58+97.1 12 ns ns ns ns

HDL - high-density lipoprotein; LDL - low-density lipoprotein; VLDL - very low-density lipoprotein; Values are means = DP; P values for comparison between groups

by non-parametric analysis of Kruskal Wallis; P - comparing all groups / P! ; P?; P? - comparison between groups

Table 3. The table shows the basal systolic and diastolic blood pressure (in mmHg) data

measured in obese and lean subjects

CONTROL NORMOINSULINEMIC HYPERINSULINEMIC P! P2 p3
n n n P
(LS) (ND (HI) LS vs. NI LS VS. HI NI VS. HI
SBP (mmHg) 114.85+16.65 13 122.73+12.35 15 130.70+4.71 10 0.006 ns 0.002 0.024
DBP (mmHg) 73.17x12.46 12 84.14+8.39 14 82.33+9.30 9 ns 0.031 ns ns

SBP - systolic blood pressure; DBP - diastolic blood pressure; Values are means +DP; P values for comparison between groups by non-parametric analysis of Kruskal Wallis; P -

comparing all groups; P! ; P2 P3 - comparison between groups.
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Table 4. The table presents the glucose, insulin, C peptide plasma levels and total area
under curve (tAUC) to Ins and Glu after oral glucose tolerance tests performed in obese

and LS subjects

CONTROL NORMOINSULINEMIC HYPERINSULINEMIC P! P2 p3
n n n P
(LS) (ND (HD LS vs. NI LSvs.HI  NIvs. HI
Fasting Ins
(uU/ml) 4.25+0.86 12 551£1.18 15 10.85+4.09 11 0.0001 0.005 0.0001 0.000
Fasting Glu
(mg/ml) 77.61£9.03 13 71.83+4.48 15 76.96+7.04 11 ns ns ns 0.018
Fasting C Pep
(ng/ml) 0.774+0.12 11 1.13+0.82 14 1.37+0.59 11 0.002 ns 0.0001 0.027
tAUC Ins total 4555.42£1244.41 12 5248.31+£2020.19 15 7109.78+1693.16 12 0.003 ns 0.001 0.008
tAUC Glu total 2942.06+2007.76 12 3511.95+2169.92 15 4777+1889.62 12 ns ns 0.018 ns

Ins — insulin serum level; Glu — glucose serum level; C Pep — C peptide; Values are means + DP; P values for comparison between groups by non-parametric analysis of Kruskal Wallis; P -

comparing all groups: P! ; P?; P3 - comparison between groups.

Table 5. The table shows the circulating plasma concentrations of TNF-a, IL-6 and C-

reactive protein, measured in basal period in obese and lean subjects

CONTROL n NORMOINSULINEMIC n HYPERINSULINEMIC P P! P2 p3
(LS) (ND (HD) LS vs. NI LS vs. HI NI vs.
TNF-a (pg/ml) 1.62+0.40 12 2.13+0.60 15 2.01£0.51 12 0.012 0.005 0.028 ns
IL-6 (pg/ml) 0.90+£0.38 12 1.97£1.10 15 1.95+0.96 12 0.001 0.001 0.001 ns
CRP (mg/l) 1.56+2.25 11 5.56+4.89 15 6.37+6.70 12 0.025 0.006 ns ns
Adiponectin
(ug/ml) 7.64+2.94 12 8.91+3.39 16 6.32+2.49 12 ns ns ns 0.040
Leptin (u g/ml) 11.99£10.63 12 40.70+£21.54 15 33.51£21.82 12 0.006 0.002 0.018 ns

TNF-o - tumor necrosis factor-alpha; IL-6 — interleukin 6; CRP — C reactive protein; Values are means + DP; P values for comparison between groups by non-parametric analysis of Kruskal Wallis;

P - comparing all groups: P!; PZ P3 - comparison between groups
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Figure 1. Representation of HOMA-IR in control (LS, n=12) and obese normoinsulinemic
(NI, n=15) and hyperinsulinemic (HI, n=12) subgroups. Data are expressed as median and
quartile deviation. ** P < 0.001 versus control and NI (non-parametric analysis by Kruskal-

Wallis test).
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Figure 2. Graphic representation of arterial systolic and diastolic blood pressure in control
lean (LS, n=13) subjects compared to normoinsulinemic (NI, n=15) and hyperinsulinemic
(HI, n=10) volunteer subgroups. Results are expressed as mean + SD. * P <0.05 or ** P <

0.01 versus control (non-parametric analysis by Kruskal-Wallis test).
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Figure 3. Graphic representation depicts the total area under curve to glucose (panel A)
and insulin (panel B) serum levels after oral glucose test to control lean (LS, n=12)
subjects compared to normoinsulinemic (NI, n=14) and hyperinsulinemic (HI, n=12)
volunteer subgroups. Also shows the estimating of quantitative insulin-sensitivity check
(QUICKI) index (panel C) values for lean and obese subjects. Results are expressed as
mean + SD. * P < 0.05 or ** P < 0.01 versus control (non-parametric analysis by

Kruskal-Wallis test).

* 10000~ ) Sl

g

80004

60004

4000+

Glucose
(AUC)
5 3
g 8
—
—
Insulin
(tAUC)
_|
_|

20004 20004

059 C ——
* k%

0.44 I

0.34

0.2+

QUICKI

1 Figure 3

O Ls I @& HI

Anexos
163



Figure 4. Graphic representation depicts the circulating plasma concentrations of IL-6
(panel A), TNF-a (panel B), and C-reactive protein (panel C) and Adiponectin (panel
D), measured in basal period to control lean (LS, n=12) subjects compared to
normoinsulinemic (NI, n=15) and hyperinsulinemic (HI, n=12) volunteer subgroups.
Results are expressed as mean + SD. * P < 0.05 or ** P < 0.01 versus control (non-

parametric analysis by Kruskal-Wallis test).
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Figure 5. Bar graph of Urinary flow (panel B), Creatinine clearance (Cc;) (panel A),
fractional sodium excretion (FENa) (panel C), proximal (FEPNa) ( panel E) and post-
proximal (FEPPNa) (panel D) and fractional potassium excretion (FEK) (panel F) in
LS and NI and HI obese subjects before and after oral glucose load (OG). See Results
for statistical analysis details. The data are reported as the means + SD. *P<0.05 vs.

NP (non-parametric analysis by Kruskal-Wallis test). *P < 0.05 versus LS, NI and HI

subgroups.
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Figure 6. Graphic representation depicts whole lean and obese subject’s data interaction

between independent factors related to whole systolic blood pressure, body constitution

and estimating HOMA-IR index values with multiple linear regression analysis.
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