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A obesidade, definida como o acumulo excessivo ou anormal de gordura que pode
causar dano a saude do individuo, é considerada atualmente um dos principais
problemas de saude publica. Ela resulta de um desequilibrio entre a ingestao
alimentar e o gasto de energia. O controle do balango energético de animais e
seres humanos é realizado pelo sistema nervoso central (SNC) através de um
sistema enddécrino, em que hormdnios periféricos circulantes como a leptina e a
insulina sinalizam a neurdnios especializados do hipotalamo sobre os estoques de
gordura do organismo, e induzem respostas apropriadas para a manutencao da
estabilidade destes estoques. A maioria dos casos de obesidade se associa a um
quadro de resisténcia central a acdo da leptina e da insulina. Em animais de
experimentacao, a dieta hiperlipidica é capaz de induzir um processo inflamatério
no hipotadlamo, que interfere com as vias intracelulares de sinalizagdo por estes
hormonios, resultando em hiperfagia, diminuicdo do gasto de energia e, por fim,
obesidade. Até o momento ndo existem evidéncias de que mecanismos
semelhantes possam contribuir para o desenvolvimento de obesidade em seres
humanos. Os objetivos deste estudo foram avaliar o impacto da reducdo de massa
corporal sobre a funcionalidade do sistema nervoso central e sobre marcadores de
inflamacédo no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes obesos. Para tanto,
foram avaliados treze pacientes obesos antes e aproximadamente oito meses
apds a realizacdo de cirurgia bariatrica, além de oito voluntarios com indice de
massa corporal normal, através de ressonancia magnética funcional e anélise do
LCR. Os individuos obesos apresentaram padrbées de atividade funcional distintos
em algumas regides cerebrais, principalmente no hipotalamo, no cortex
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orbitofrontal e somatossensorial, em relacdo aos individuos eutréficos. Estas
alteracoes foram parcialmente revertidas apdés a perda de peso induzida pela
cirurgia bariatrica. Além disso, observou-se apds a perda de peso um aumento
dos niveis de IL-6 e IL-10 no LCR, citocinas que exercem acdes anti-inflamatérias
no SNC. Conclui-se que humanos obesos apresentam alteracées da atividade
funcional do cérebro em resposta a glicose, e que a reducdo da massa corporal
induzida pela cirurgia bariatrica acompanha-se de uma restauracado parcial da
atividade neuronal e de um aumento da atividade anti-inflamatéria no liquido

cefalorraquidiano.
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Obesity, defined as abnormal or excessive fat accumulation that may impair life
quality, is one of the major public health problems worldwide. It results from an
imbalance between food intake and energy expenditure. The control of energy
balance in animals and humans is performed by the central nervous system (CNS)
through an endocrine system, in which circulating peripheral hormones such as
leptin and insulin provide a signal to specialized neurons of the hypothalamus
reflecting body fat stores, and induce appropriate responses to maintain the
stability of these stores. The majority of obesity cases are associated with central
resistance to both leptin and insulin actions. In experimental animals, high-fat diets
can induce an inflammatory process in the hypothalamus, which impairs leptin and
insulin intracellular signaling pathways and results in hyperphagia, decreased
energy expenditure and ultimately obesity. So far, there is no evidence that similar
mechanisms may contribute to the development of obesity in humans. The aims of
this study were to evaluate the impact of body mass reduction on the functionality
of the central nervous system and on markers of inflammation in the cerebrospinal
fluid (CSF) of obese patients. To achieve this objective, we evaluated thirteen
obese patients before and approximately eight months after bariatric surgery, and
eight normal weight volunteers, using functional magnetic resonance imaging and
CSF analysis. Obese individuals showed distinct patterns of functional activity in
some brain areas, mainly in the hypothalamus, orbitofrontal and somatosensory
cortices, as compared to normal weight individuals. These changes were partially
reversed after body mass loss following bariatric surgery. Moreover, we observed
increases in the CSF levels of IL-6 and IL-10, both known to possess anti-
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inflammatory actions in the CNS. In conclusion, obese humans present altered
functional brain activity in response to glucose, and body mass reduction following
bariatric surgery is accompanied by partial restoration of neuronal activity and an

increase in anti-inflammatory activity in the cerebrospinal fluid.
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E muito prejudicial a saude ingerir mais comida do que a
constituicdo pode suportar, quando, ao mesmo tempo o individuo
nao faz nenhum exercicio para eliminar este excesso. (...) Pois
como o alimento enche, e o0 exercicio esvazia o corpo, o resultado
de um exato equilibrio entre eles deve ser o de deixar o corpo no
mesmo estado em que ele foi encontrado, isto é, em perfeita

saude. (Hipocrates, ~400 a.C.)

O sobrepeso e a obesidade sdo definidos pela Organizacdo Mundial de
Saude como o acumulo excessivo ou anormal de gordura, que pode resultar em
dano a saude do individuo. Como a quantidade de gordura corporal nao é
facilmente mensuravel na pratica, o método mais comumente utilizado para
classificar tal condicao é o calculo do indice de massa corporal (IMC), que resulta
da divisdo do peso em quilogramas pelo quadrado da altura em metros (kg/m?).
Em adultos, um IMC maior ou igual a 25 é definido como sobrepeso, e um IMC
maior ou igual a 30, obesidade. Se o indice for menor que 35 a obesidade é
classificada como grau |; se maior ou igual a 35, grau Il e, se maior ou igual a 40,

grau Il (1).

A obesidade é considerada atualmente um dos principais problemas de
saude publica. De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, em 2008 cerca

de 1,5 bilhdo de adultos apresentavam sobrepeso e destes, mais de 200 milhdes
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de homens e aproximadamente 300 milhdes de mulheres eram obesos (1). Se
compararmos com dados de 1980, o aumento na prevaléncia de obesidade foi de
mais de duas vezes, e as projecdes para os proximos anos indicam que em 2030
um numero proximo a 3,3 bilhdes de pessoas, ou 57,8% da populacdo adulta
mundial, tera sobrepeso ou obesidade (2). No Brasil, aproximadamente metade da
populacdo adulta apresenta excesso de peso, enquanto 12,5% dos homens e
16,9% das mulheres apresentam obesidade (3). Desde 1974, observou-se um
aumento da prevaléncia de excesso de peso de quase trés vezes em homens
adultos e de quase duas vezes em mulheres adultas. No mesmo periodo, a
prevaléncia de obesidade aumentou em mais de quatro vezes no sexo masculino
e em mais de duas vezes no sexo feminino (3). Este aumento é observado

principalmente nas classes sociais menos favorecidas (4).

Além de impor ao individuo um forte estigma social, a obesidade é um fator
de risco importante para varias doengas, como diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia, aterosclerose, doengas respiratorias,
osteoartrose e alguns tipos de cancer, trazendo grande impacto a qualidade de
vida e a longevidade da populagéo (5). Um grande estudo prospectivo demonstrou
uma forte relagdo entre o excesso de peso aos 50 anos de idade e o risco de
morte por qualquer causa, em homens e mulheres que nunca fumaram. Mesmo
elevagbes moderadas no IMC associaram-se a um maior risco em relacdo aos
individuos de peso normal. Observou-se um aumento linear do risco a partir do
IMC de 25 kg/m?, que chegou a mais de trés vezes em individuos com obesidade

grau Il (6).
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Uma série de estudos de familias, incluindo estudos com gémeos e
criangas adotivas, demonstrou que fatores genéticos exercem influéncia
significativa sobre a massa corporal (7). No entanto, somente uma pequena fragéo
dos casos de obesidade grave ocorre devido a mutagcdées de um unico gene. Para
a grande maioria da populagdo, a variagdo da massa adiposa resulta de
complexas interagbes entre um grande numero de variantes genéticas e fatores

ambientais (7).

O estilo de vida da sociedade contemporanea é apontado como o principal
responsavel pelo rapido crescimento da prevaléncia de obesidade (5). Se a
eficiéncia em acumular energia favoreceu a sobrevivéncia em periodos de
escassez de alimentos, nos dias atuais ocorre o inverso. A partir da revolucéao
industrial, o estilo de vida de grande parte da populagcdo mundial vem sofrendo
profundas mudancas. Os avancos em higiene, ciéncias e saude publica, além da
maior oferta de empregos e alimentos possibilitaram um aumento expressivo da
expectativa de vida (8). Por outro lado, a facilidade de acesso e o baixo custo de
alimentos altamente palataveis e de grande densidade calérica, aliada ao menor
requerimento de atividade fisica na vida diaria fizeram com que a prevaléncia de
obesidade aumentasse em proporgdes alarmantes, ameagando contrabalangar os

ganhos obtidos (9).

O acumulo de gordura € causado, invariavelmente, por um desequilibrio
entre a ingestdo alimentar e o gasto de energia, um problema de solucéo

aparentemente simples. No entanto, milhares de anos ap6s a sua descricdo por
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Hipdcrates, pouco se tem conseguido fazer para reverter ou mesmo conter a
progressdo deste problema. As razdes para isto podem ser encontradas em
evidéncias recentes que indicam que, apesar do pensamento intuitivo comum de
que o ato de comer seja voluntario, o balanco entre a ingestdo e o gasto de
energia é de fato controlado por um complexo e poderoso sistema bioldgico,
comandado pelo sistema nervoso central (SNC) (10). Falhas neste sistema podem

levar ao surgimento e agravamento da obesidade.

O controle homeostatico do balanco energético no SNC é exercido por
populacdes especificas de neur6nios situados, em sua maior parte, em uma
pequena estrutura cerebral que ocupa a porcao ventral do diencéfalo, chamada
hipotalamo (11,12). Os primeiros indicios de que o hipotalamo pudesse exercer tal
funcéo surgiram em 1840, a partir da descricao do caso clinico de uma mulher que
havia se tornado extremamente obesa no ano anterior ao seu ébito, cuja autépsia
revelou um grande tumor hipofisario que comprimia a base do cérebro (13). Outros
casos semelhantes foram reportados até que Fréhlich, em 1901, levantou a
hipétese de que a leséo hipofisaria seria a causa da obesidade. Esta hipdtese foi
questionada trés anos depois por Erdheim, através da observacdo de que em
alguns casos nao havia sido encontrada leséo significativa da hipéfise, enquanto a
compressao da base do cérebro estava invariavelmente presente (13). A questao
permaneceu controversa até que, no final da década de 30 e inicio da década de
40, Hetherington e Ranson conduziram uma série de experimentos que
demonstraram pela primeira vez o desenvolvimento de obesidade hipotalamica em

ratos sem lesdo hipofisaria, através de um eletrodo introduzido pela parte superior
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do cranio (14). Os animais desenvolviam acentuada hiperfagia seguida de ganho
progressivo de massa adiposa apdés lesdo da regidao ventromedial do hipotalamo.
Mais tarde, Anand e Brobeck descreveram o desenvolvimento de afagia em ratos
e gatos apéds lesao bilateral de uma pequena area localizada no hipotalamo lateral
(15). Com base nestes estudos, prop6s-se a existéncia de um “centro da fome”,
localizado no hipotalamo lateral, e de um “centro da saciedade”, localizado no

hipotalamo ventromedial (16).

Apesar das flutuagbes na ingestdao alimentar e atividade fisica, em
situacdées normais, a massa adiposa dos animais mantém-se estavel por longos
periodos. Animais submetidos a restricao alimentar retornam ao seu peso inicial
assim que a oferta € reestabelecida (17), e mudancas no volume através da
diluicdo do alimento em material inerte resultam em adequacdo da quantidade
ingerida a quantidade de calorias, e ndo ao volume (18). Para equilibrar a
ingestdo e o gasto caldricos, mantendo constantes as reservas de energia, é
necessario que o cérebro seja capaz de obter informacgdes sobre a quantidade
destas reservas. Em 1953, Kennedy propds que isto poderia ocorrer através da
deteccdo pelo hipotalamo de metabdlitos presentes na circulagdo (19). Esta
hip6tese ganhou forgca a partir de dados obtidos em experimentos de parabiose,
ou circulagédo cruzada, em que 0s vasos sanguineos de dois animais sdo unidos
cirurgicamente para permitir a troca de fatores humorais entre eles (20). A
parabiose de um rato normal magro a outro com obesidade provocada por lesdo

no hipotdlamo ventromedial resultou em hipofagia e perda de peso do primeiro,

sugerindo que um sinal relacionado a obesidade é capaz de inibir a ingestédo
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alimentar, e que a integridade do hipotalamo é necessaria a sua acao (20). Mais
um passo foi dado ap6s a descricdo de dois modelos de obesidade em
camundongos por mutacdo espontdnea monogénica, de heranca autossdmica
recessiva, o camundongo ob/ob (21) e o db/db (22). Ambos apresentam
obesidade extrema como consequéncia de hiperfagia e diminuicao do gasto
energético. A parabiose de camundongos ob/ob a controles magros levou a perda
de peso apenas nos animais obesos, a0 passo que, quando O mMesmo
experimento foi repetido com camundongos db/db, observou-se perda de peso
apenas nos controles (23). Concluiu-se que os animais ob/ob seriam deficientes
em um fator circulante que inibe a ingestdo alimentar, enquanto os db/db
produziriam este fator em excesso, mas nao seriam capazes de responder a ele. A
partir destes resultados, ficou claro que a massa adiposa € regulada por um
sistema enddcrino. No entanto, foram necessarios mais alguns anos até que o
desenvolvimento da técnica de clonagem posicional, em que a clonagem de genes
mutantes é realizada com base no conhecimento da sua posicdo em um mapa
genético, permitisse a identificacdo da leptina através da clonagem do gene ob

(24) e do receptor da leptina através da clonagem do gene db (25).

A leptina (do grego leptos, que significa magro) € um polipeptideo produzido
pelo tecido adiposo branco e secretado na circulacdo, em niveis proporcionais a
massa deste tecido (24,26,27). Ela atravessa a barreira hemato-encefalica e se
liga ao seu receptor (ObR ou LepR), um receptor de citocinas da classe 1 (25).
Embora este receptor seja encontrado em varios tecidos, a isoforma longa (ObRb

ou LepR-1), a unica que possui todos as partes da proteina necesséarias a
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sinalizacdo, é expressa principalmente no hipotalamo (27). E interessante notar
que somente esta isoforma apresenta-se mutada nos camundongos C57BL/Ks
db/db, cujo fenétipo é idéntico ao dos animais que apresentam mutagdes nulas no
gene da leptina ou do seu receptor (28). O ObRb é constitutivamente ligado a uma
proteina citosélica denominada JAK2 (Janus quinase-2), que possui atividade
tirosina quinase (29). A ligacao da leptina promove a dimerizagao do receptor, com
fosforilacdo em tirosina da JAK2, que por sua vez catalisa a fosforilacdo de
residuos de tirosina na porcao intracelular do receptor. Em seguida, ha ativacao
de uma série de proteinas envolvidas na transdugéo do sinal da leptina, incluindo
a STAT3 (transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3), que é translocada para o
nucleo e regula a expressao de genes de neurotransmissores e outras proteinas
(30). Simultaneamente, a ativacao de JAK e STAT induz a expresséao de inibidores
da sinalizagdo como a SOCS-3 (supressor de sinalizagdo de citocinas 3) e a
PTP1B (proteina tirosina fosfatase-1B), que modulam a resposta biologica a

leptina (31,32).

A administracdo periférica de leptina resulta em diminuicdo da ingestao
alimentar e perda de peso em camundongos ob/ob e, em menor magnitude, em
controles magros, porém nao produz qualquer efeito em camundongos db/db (33—
35). Resultados semelhantes sdo observados apdés administracdo
intracerebroventricular (icv) de leptina em pequenas doses, insuficientes para
modificar sua concentracao periférica, indicando que estes efeitos resultam da sua
acao no sistema nervoso central (35). Estes dados estabeleceram a existéncia de

um sistema homeostatico em que a leptina, através de uma alca de
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retroalimentagcdo negativa, modula a atividade de circuitos neuronais que

controlam a massa de tecido adiposo.

Os principais alvos de agéo da leptina no sistema nervoso central séo duas
subpopulacdes de neurdnios localizadas no nucleo arqueado do hipotalamo. A
primeira expressa a proopiomelanocortina (POMC), que é clivada dando origem
ao hormoénio estimulador dos melandcitos a (a-MSH), que por sua vez age nos
receptores 3 e 4 da melanocortina (MC3R e MC4R) em neurdnios hipotalamicos
de segunda ordem em outras regides do cérebro produzindo efeitos catabdlicos.
Estes neurbnios sao estimulados pela leptina. A segunda subpopulacdo de
neurdnios, cuja atividade € suprimida pela leptina, exerce func¢des anabdlicas,
sintetizando dois peptideos orexigénicos: proteina relacionada ao Agouti (AgRP) e
neuropeptideo Y (NPY). O AgRP € um antagonista do MC3R e MC4R, e o
neuropeptideo Y atua em receptores Y estimulando a ingestao alimentar (36). Os
neurdnios de segunda ordem que expressam estes receptores estdo localizados,
principalmente, em dois nucleos hipotaldmicos: o nucleo paraventricular, cujas
células produzem o horménio liberador de corticotrofina (CRH) e o hormdnio
liberador de tireotrofina (TRH), com fungdes anorexigénicas e pro-termogénicas, e
o hipotalamo lateral, que expressa orexina e o horménio concentrador de melanina

(MCH), com fungdes orexigénicas e anti-termogénicas (37).

Apés a identificagcdo da leptina, o conhecimento acerca dos processos
fisiolégicos que regulam o balanco de energia cresceu muito. Hoje sabemos que

inumeros fatores circulantes, produzidos principalmente pelo tecido adiposo, trato
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gastrointestinal e pancreas, além dos préprios nutrientes, podem influenciar o
comportamento alimentar agindo no hipotalamo e em outras areas do SNC, como
0 nucleo do trato solitario (38). Podem-se citar, por exemplo, peptideos como a
colecistoquinina, o glucagon-like peptide-1 (GLP-1) e o peptideo YY, produzidos
por células especializadas na parede do trato gastrointestinal e secretados de
forma fasica em resposta a alimentagdo (39). Eles atingem o SNC tanto por
estimulacdo de nervos periféricos quanto diretamente através da corrente
sanguinea, ou podem ainda ser sintetizados no préprio cérebro (40). Embora
estes fatores possam influenciar a quantidade de calorias ingeridas em refeicoes
individuais, agindo como “sinais de saciedade”, eles ndo possuem agao muito
relevante sobre os estoques de gordura corporais. Para que isto ocorra, é
necessario que o sinal seja tonicamente ativo e proporcional a quantidade destes
estoques, como é o caso da leptina, considerada o principal “sinal de adiposidade”
produzido pelo organismo. Além da leptina, apenas um horménio é capaz de

desempenhar este papel: a insulina (41).

A insulina é produzida pelas células beta do péncreas e secretada
tonicamente, com incrementos durante as refeicdes, sendo que os dois
componentes (basal e estimulado) sao diretamente proporcionais a quantidade de
gordura corporal (40). Como a leptina, a insulina é transportada através da
barreira hemato-encefélica e possui receptores no nucleo arqueado do hipotalamo
e outras regides do cérebro. Apos a ligagdo da insulina a subunidade a
extracelular do seu receptor (IR), a subunidade [ intracelular, que possui atividade

tirosina quinase intrinseca, se autofosforila. Em seguida, ela promove o
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recrutamento e fosforilacdo em tirosina dos substratos do receptor de insulina
(IRS), sendo que dentre os membros da familia das proteinas IRS, o IRS-2 é o
que possui maior expressao no nucleo arqueado e esta implicado na mediacéao
dos efeitos centrais da insulina (42). O IRS-2 fosforilado se liga a subunidade
regulatéria (p85) da enzima fosfatidilinositol-3-OH-quinase (PI3K), ativando a
subunidade catalitica (p110) que por sua vez fosforila o fosfatidilinositol bifosfato
(PIP2) para gerar o fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). Algumas proteinas
intermediarias da via da insulina, como a Akt e a PDK, sdo recrutadas para a
membrana plasmatica pela presenca de PIP3, tornando-se assim ativas para
transduzir o sinal (43). Além da fungéo classica na regulacdo do metabolismo da
glicose, a insulina possui agdes centrais no controle do balanco energético
semelhantes as da leptina, ou seja, em contraste com os seus efeitos anabdlicos
sobre tecidos periféricos, sua acao hipotalamica produz efeitos catabdlicos (44).
Parece haver ainda uma inter-relacédo entre as vias de sinalizacao da leptina e da
insulina, em que a atividade da leptina no hipotalamo é modulada positivamente

pela insulina e vice-versa (45).

Logo apds a descoberta da leptina, verificou-se que a grande maioria dos
individuos obesos ndo apresentava deficiéncia de leptina ou insulina, mas sim
aumento dos niveis plasmaticos destes horménios (26), e apesar disto ndo havia
reducédo da ingestdo alimentar. Desta forma, foi levantada a hipétese de que as
formas comuns de obesidade estariam associadas a um quadro de resisténcia a
acao central dos sinais de adiposidade (46). De fato, o tratamento com leptina

mostrou-se relativamente ineficaz na maioria destes casos (47,48), e a resposta a
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administragdo central de leptina e de insulina é atenuada em modelos animais de
obesidade induzida por dieta (49,50). Nos ultimos anos, inumeros estudos
experimentais contribuiram para o avango no conhecimento sobre os mecanismos
envolvidos na resisténcia hipotalamica a acdo destes hormoénios. Os principais
achados revelaram a inducdo de um processo inflamatério especificamente no
hipotalamo, que resulta na ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular que

atenuam os efeitos biologicos locais da leptina e da insulina (45,49-52).

Leptina e insulina devem transpor a barreira hemato-encefdlica para
atingirem seus receptores no SNC. Ambas dependem de um sistema de
transporte saturavel, através de receptores presentes tanto no plexo coroide como
em capilares cerebrais (37). Foi observado, em roedores com obesidade induzida
por dieta, que ha uma diminuicdo na relacao entre os niveis centrais e periféricos
destes hormdnios, sugerindo que seu transporte esteja comprometido (53,54).
Este defeito também parece estar presente em humanos, pelo menos para a
leptina (55). E importante notar, contudo, que o nlcleo arqueado do hipotalamo é
adjacente a eminéncia média, uma area onde a barreira hemato-encefalica é

fragil, permitindo a livre difusdo de substancias ao espaco intersticial (56).

Acredita-se que os mecanismos mais importantes de resisténcia a leptina e
a insulina no hipotadlamo estejam associados a defeitos pos-receptor (45,49-52). A
existéncia de resisténcia a agdo da insulina em tecidos periféricos, induzida por
um estado de inflamacéo crénica de baixo grau associado a obesidade, ja era

conhecida ha algum tempo (57-59). Hotamisligil e colaboradores demonstraram,
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em 1993, a inducdo da expressdo de RNA mensageiro (RNAm) do fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) no tecido adiposo de modelos animais de obesidade e
diabetes, além de aumento dos niveis locais e sistémicos da proteina, cuja
neutralizacdo provocou um aumento significativo da captacao periférica de glicose
em resposta a insulina (57). No entanto, apenas em 2005 descreveu-se um
fenbmeno semelhante no hipotadlamo (51). De Souza e colaboradores estudaram o
efeito da dieta sobre o padrdo de expressdao génica no hipotadlamo de ratos, e
reportaram um aumento significativo da expressdo de proteinas de resposta
inflamatéria, como TNF-aq, interleucina-1p (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6) ap6s 16
semanas de dieta hiperlipidica (51). Este fenbmeno se acompanha da ativagdo de
proteinas quinases sensiveis a inflamacao, como a quinase c-Jun N-teminal (JNK)
e a quinase do inibidor do NF-kB (IKK) (51,60,61). A JNK ativada catalisa a
fosforilacdo em serina do IRS, reduzindo a ativagdo da PI3K/Akt (51), e a inibicao
farmacolégica ou genética da JNK no hipotalamo de roedores restaura a
sinalizagdo da insulina (51,60). A proteina IKK é expressa em neurbnios do
hipotdlamo mediobasal, mas normalmente encontra-se inativa. Quando ativada,
ela fosforila a IkB, proteina que sequestra o NF-kB (fator nuclear-kB) no
citoplasma, mantendo-o inativo. A IkB fosforilada é degradada, liberando o NF-kB
para exercer suas acoes. Este entdo transloca-se ao nucleo e leva a transcricao
de genes inflamatérios (61). A ativagdo desta via em camundongos leva a reducao
da sinalizagdo da leptina e insulina no hipotalamo, hiperfagia e ganho de peso,
enquanto sua supressao protege contra o desenvolvimento de obesidade (61).
Outro mecanismo pelo qual a inflamacao hipotalamica provoca resisténcia local a
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leptina e a insulina é através da inducao de proteinas como a SOCS3 (31,62-64)
e a PTP1B (32,65,66), que funcionam como inibidores fisiolégicos da sinalizacao
por estes horménios. A SOCSS3 pode ligar-se diretamente aos receptores ou suas
proteinas sinalizadoras, inibindo-as diretamente ou facilitando sua degradacao
(63). A expressao de SOCS3 no nucleo arqueado do hipotdlamo aumenta em
camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura (67). Foi demonstrado
ainda que a delecdo de SOCS3 especificamente em neur6nios resulta em
protecédo contra a obesidade induzida por dieta (62), enquanto a superexpressao
de SOCS3 em neurbnios POMC induz resisténcia a leptina, obesidade e
intolerancia a glicose (64). A PTP1B inibe a sinalizacao pela leptina e pela insulina
por desfosforilar o receptor de insulina, a JAK2 e outras moléculas sinalizadoras
de ambas as vias (32). Sua expressao no hipotalamo aumenta em resposta a
dieta hiperlipidica e a administracao sistémica de TNF-a (68), e a inibicao da
PTP1B no SNC resulta em resisténcia a obesidade induzida por dieta por melhorar
a sensibilidade hipotalamica a leptina e a insulina (65,66). Existe ainda outra
proteina, a PKC-0 (proteina quinase C-8), que pode mediar os efeitos deletérios
da dieta rica em gordura sobre a sinalizacdo adipostatica central (69).
Demonstrou-se que a exposicao ao acido palmitico induz a ativacdo da PKC-6, o
que reduz a sinalizagcéo da insulina no hipotadlamo. Ja o knockdown desta proteina
no ndcleo arqueado melhora a sinalizagdo da insulina local e a homeostase de

glicose na periferia, além de atenuar o ganho de peso induzido pela dieta (69).

De acordo com os estudos apresentados acima, observa-se que a

manipulagdo dos diversos mecanismos envolvidos na resisténcia a leptina e a
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insulina no hipotalamo é capaz de modificar a adiposidade. Isto sugere que as
alteracoes hipotalamicas nao sejam apenas uma extensao da inflamacao presente
na periferia, mas que estejam envolvidas na génese da obesidade em modelos
animais (11). Outro achado que corrobora esta hipétese é o de que a inflamacéao
associada a resisténcia aos horménios adipostaticos no hipotalamo de ratos, em
resposta a uma dieta obesogénica, precede o ganho de peso e a inducao do

processo inflamatdrio no tecido adiposo (50).

Entre os potenciais mecanismos envolvidos na conexdo entre os acidos
graxos e a inflamacgéo hipotalamica estédo a ativagéo do Toll-like receptor 4 (TLR4)
e o estresse de reticulo endoplasmatico (ERS) (70-73) . O TLR4 é um receptor
de superficie celular que faz parte do sistema imune inato, reconhecendo
lipopolissacarides presentes na parede celular de bactérias gram-negativas. No
SNC, sua expressédo ocorre predominantemente em células da micréglia (74). A
sinalizacdo pelo TLR4, com inducdo de resposta inflamatoéria local, pode ser
ativada pela injecéo icv de acidos graxos saturados de cadeia longa, mas nao por
acidos graxos monoinsaturados. Estes foram capazes de induzir apenas as
interleucinas IL-6 e IL-10, que apresentam propriedades anti-inflamatorias no SNC
(70). A delecao tanto do TLR4 quanto da proteina adaptadora MyD88, essencial a
inducéo de citocinas pré-inflamatérias pelo TLR4, é capaz de proteger contra o
desenvolvimento de resisténcia a insulina e a leptina e de obesidade induzida por
dieta (70,71). O excesso de nutrientes, particularmente acidos graxos saturados,
também pode desencadear o ERS, que por sua vez pode ativar vias inflamatérias

(70,72). O reticulo endoplasmatico é responsavel pela sintese, maturagéo e tréfico
40



de uma série de proteinas. O enovelamento inadequado de proteinas recém-
formadas pode ter consequéncias deletérias a célula, e seu acumulo leva ao inicio
de uma resposta adaptativa chamada UPR (unfolded protein response), durante a
qual a traducéo global é reduzida, como parte de uma estratégia biol6gica que tem
por objetivo resolver o processo (72). O ERS parece desempenhar um papel
fundamental na indugéo de resisténcia a leptina no hipotalamo. Inibidores do ERS
restauram a sensibilidade a leptina e levam a diminuigdo do peso em
camundongos submetidos a dieta rica em gordura, enquanto a inducdo de ERS
em neurbnios resulta em resisténcia a leptina e obesidade (73). Os mecanismos
pelos quais o ERS € induzido na presenca de dieta hiperlipidica ndo sdo bem
compreendidos. Foi sugerido que os lipidios pudessem afetar diretamente a
homeostase do reticulo endoplasmatico, através da alteracdo da composicao da
membrana desta organela e deplecdo de calcio no seu interior (56,75). No
entanto, em estudo realizado por nosso grupo demonstrou-se que a inibicao do
TLR4 em animais submetidos a uma dieta rica em gordura ou a injecao icv de
acidos graxos saturados é suficiente para melhorar o ESR, sugerindo ser este um

evento secundario a ativacdo do TLR4 (70).

Foi demonstrado recentemente que a dieta hiperlipidica pode estar
associada ainda a perda de neurbnios hipotaldmicos por apoptose em roedores
(76). A ativacao de proteinas apoptéticas tem maior relacdo com a composicao da
dieta do que com a quantidade de calorias consumidas € com 0 peso corporal
(76). Além disso, ha uma diferenca nas subpopulagdes de neurdnios afetadas

entre animais que apresentam maior ou menor propensdo ao desenvolvimento de
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obesidade e diabetes. Ratos Wistar apresentaram reducdo semelhante na
expressdao de neurotransmissores anorexigénicos e orexigénicos, enquanto
camundongos Swiss, que se tornam obesos com maior facilidade, apresentaram
niveis diminuidos apenas do peptideo anorexigénico POMC (76). Outro nivel de
regulacdo que pode ser importante no controle da homeostase de energia é a
plasticidade sinaptica. Foi reportado que a dieta e horménios metabdlicos
periféricos podem influenciar a organizacdo das conexdes sinapticas entre os
neurdnios hipotalamicos (77-79). Alteracbes nestas conexdes, juntamente com a
apoptose neuronal, podem estar relacionadas com a dificuldade em reverter
completamente o aumento da adiposidade, mesmo com a cessag¢do do estimulo

que originou a inflamacao hipotalamica (11).

Apesar dos crescentes avangcos na caracterizacdo das alteragoes
hipotalamicas em modelos animais de obesidade, até o momento ndo existem
evidéncias de que os mesmos mecanismos moleculares e celulares também
possam contribuir para o desenvolvimento de obesidade em seres humanos (11).
Sabe-se que a presencga da leptina e a integridade das vias de sinalizagao por ela
ativadas séo fundamentais para a homeostase energética também em humanos,
visto que mutac¢des nulas no gene da leptina, do receptor da leptina, da POMC ou
das suas enzimas de clivagem e do MC4R causam hiperfagia e obesidade graves
que, no caso da deficiéncia de leptina, sdo revertidas apds o tratamento com
leptina recombinante humana (80,81). A maioria dos individuos obesos apresenta
hiperleptinemia e o tratamento com leptina nestes casos € relativamente ineficaz,

indicando resisténcia a acdo deste horménio (26,47,48). Contudo, pelas
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dificuldades técnicas em se estudar diretamente o SNC em humanos, nao se

conhece os mecanismos pelos quais esta resisténcia se desenvolve.

Como nao é possivel avaliar o tecido cerebral de seres humanos, uma
maneira de se investigar biomarcadores que possam agir no SNC é através da
analise do liquido cefalorraquidiano (LCR), que esta em contato direto com este
tecido. Apenas um estudo até o momento avaliou a presenca de um marcador
inflamatério no LCR de seres humanos obesos (82). Neste estudo, os niveis de IL-
6 no LCR de individuos com sobrepeso ou obesos correlacionaram-se
negativamente com o peso e a quantidade de gordura corporal (82). Sabe-se que,
inversamente, os niveis de IL-6 na circulacao periférica encontram-se aumentados
na obesidade (83). A IL-6 € uma citocina pleiotrépica, que pode ter acdes pré- e
anti-inflamatérias, dependendo da concentracdo e do tecido-alvo (83). Ela é
produzida principalmente no tecido adiposo em situagdes de repouso. Em
adipécitos, a IL-6 € capaz de induzir resisténcia a insulina, e sua expressao €
aumentada em células de individuos resistentes a insulina (84). A superexpressao
de IL-6 no musculo esquelético de camundongos, induzindo niveis circulantes
cronicamente elevados da citocina, levou a hiperinsulinemia, resisténcia a insulina
e inflamacgéo hepatica, apesar de uma diminuicdo da adiposidade (85). Por outro
lado, a delecdo do gene que codifica a IL-6 em camundongos resultou em
obesidade e intolerdncia a glicose na vida adulta, que foi revertida parcialmente
com a reposicao de IL-6 em baixas doses (86). Este tratamento n&do produziu
qualquer efeito nos animais controles. Adicionalmente, demonstrou-se que a

injecdo aguda icv de IL-6 em ratos aumentou o gasto energético, o que néo
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ocorreu apds administracao periférica, sugerindo que os efeitos anti-obesidade da
IL-6 sdo exercidos principalmente através da sua acdo no SNC (86). A IL-6
também pode ser produzida e liberada pelo muasculo esquelético durante o
exercicio, e mediar os efeitos do exercicio fisico sobre o metabolismo (87). Foi
demonstrado que a melhora da sensibilidade a leptina e a insulina induzida pela
atividade fisica no hipotalamo de ratos é dependente da acao central da IL-6 (88),
um mecanismo que envolve também a indug¢do da citocina anti-inflamatéria IL-10
(89). Um estudo demonstrou ainda um aumento da producao de IL-6 no SNC em
humanos ap6s o exercicio prolongado, determinado a partir da diferenca entre os

niveis medidos na veia jugular interna e no sangue arterial (90).

Outra forma de se avaliar o SNC de seres humanos é através de estudos
de neuroimagem. Técnicas como a ressonancia magnética funcional (RMf) e a
tomografia por emissdo de pdésitrons (PET) permitem detectar alteracdes
dindmicas no funcionamento de regides do SNC associadas a processos
cognitivos e comportamentais, de forma néo invasiva (91-93). Destas técnicas, a
RMf traz algumas vantagens em relagdo a PET: & mais acessivel, sua resolugéo
espacial e temporal sao superiores, ndo requer a administracdo de tracadores
exogenos e ndo envolve exposicdo a radiacdo (92). Através da RMf, é possivel
detectar mudancas no sinal BOLD (blood oxygenation level dependent), que
reflete a concentracdo de desoxihemoglobina no sangue circulante. Esta possui
propriedades paramagnéticas, funcionando como um agente de contraste
enddgeno. O aumento da atividade neuronal local resulta em aumento do fluxo

sanguineo para aquela regido especifica, maior do que o necessario para suprir a
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demanda de oxigénio. Isto resulta em wuma menor concentracdo de
desoxihemoglobina em relagdo ao nivel basal, que pode ser detectada pela RMf
(92). Alguns estudos de neuroimagem, tanto de RMf quanto de PET,
demonstraram que existem diferencas significativas na atividade hipotalamica em
resposta a ingestdo alimentar entre individuos magros e obesos (94-96). No
entanto, nenhum deles avaliou a reversibilidade destas alteragdes apds perda de

peso.

Estudos de neuroimagem em seres humanos também vém sendo utilizados
para avaliar a ativacdo de areas cerebrais em resposta a alimentos palataveis e
estimulos visuais e olfatérios relacionados a estes alimentos. Além do sistema
homeostatico, cuja funcdo é regular o balango de energia do organismo, existe
ainda outro sistema capaz de influenciar o comportamento alimentar, denominado
sistema hedbnico ou sistema cerebral de recompensa (97-99). Varias regides do
cérebro, como o cértex orbitofrontal, a insula, a amigdala, o nucleo accumbens, o
estriado dorsal, a area tegmentar ventral, a substancia nigra e o hipotalamo lateral,
participam dos processos emocionais e cognitivos que detectam as propriedades
dos alimentos como estimulos ao prazer e a recompensa. Desta forma, os
alimentos palataveis muitas vezes sdo consumidos por suas propriedades
hedbnicas, independentemente da necessidade caldrica, e sua ingestao pode

exceder o requerimento de energia do organismo (97-99).

O consumo de alimentos palataveis é capaz de ativar vias cerebrais e

respostas neuroadaptativas nos circuitos de recompensa semelhantes as
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observadas em resposta a drogas de abuso, 0 que pode contribuir para o
comportamento compulsivo (97,100). Resultados obtidos com estudos de
neuroimagem sugeriram que individuos que apresentam hipersensibilidade destes
circuitos sao predispostos ao ganho de peso (101,102), porém, com o advento da
obesidade, surge uma disfuncédo neste sistema, com diminuicdo da sensibilidade
aos estimulos particularmente no estriado (103). Foi realizado um estudo
prospectivo com repetidos exames de ressonancia magnética funcional em um
grupo de mulheres durante seis meses, e observou-se ao final do estudo uma
reducdo da resposta estriatal ao consumo de alimentos palataveis apenas
naquelas que ganharam peso (103). Isto poderia contribuir para a inducao e
perpetuacdo da compulsao alimentar, pois a tendéncia é que ocorra um aumento
do consumo de alimentos palataveis para compensar o déficit na atividade neural
compativel com recompensa (103). Um potencial mecanismo envolvido com esta
disfungao seria a diminui¢cao da sinalizagéo pelo D2R (receptor D2 da dopamina)
em resposta ao consumo de alimentos palataveis. Foi demonstrado que individuos
obesos apresentam menor densidade de D2R estriatal do que magros (104), e a

perda de peso parece induzir aumento dos niveis destes receptores (105).

Sabe-se ainda que existem conexdes entre os mecanismos hormonais e
hedbnicos de controle da ingestdo alimentar (106). Foi demonstrado que a
ativacdo da amigdala e regides corticolimbicas em resposta ao estimulo visual de
alimentos palataveis é significativamente maior em individuos com fome, em
comparacdo aos saciados (107), ao passo que individuos submetidos a um

periodo de superalimentacdo apresentam uma atenuacgéo da resposta na insula e
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no hipotalamo (108), sugerindo que reguladores do metabolismo, como a leptina,
possam influenciar a atividade dos sistemas hedbnicos no cérebro. De fato,
pacientes com deficiéncia congénita de leptina apresentam um aumento marcante
da atividade do estriado em resposta visual a comida, que é revertido apés
tratamento com leptina, mesmo antes de ocorrer mudanga no peso corporal (109).
Além disso, um estudo demonstrou que existe co-expressao da tirosina hidroxilase
(um marcador de neurdnios dopaminérgicos) com os receptores da leptina e da
insulina na area tegmentar ventral e substancia nigra de ratos, indicando que os
neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo sado alvos diretos destes hormdnios
(110). A leptina parece exercer agdes complexas nos sistemas dopaminérgicos
mesencefalicos. A administragdo aguda direta de leptina a area tegmentar ventral
de ratos provoca inibicdo da transmissdo dopaminérgica e diminuicao da ingestao
alimentar (111). Por outro lado, cronicamente, a sinalizacdo pela leptina parece
ser necessaria para manter niveis apropriados de sinalizacdo dopaminérgica
mesoestriatal. Tanto camundongos ob/ob quanto animais obesos com resisténcia
a leptina apresentam menores niveis de tirosina hidroxilase no mesencéfalo,
menor liberacdo de dopamina ao ndcleo accumbens e menores niveis de
expressdo do D2R no estriado (112,113). Nos camundongos ob/ob, a
administragcdo de leptina periférica ou diretamente no hipotdlamo lateral destes

animais leva a correcao destas disfungbes (112,114).

O conhecimento sobre os mecanismos pelos quais 0 sistema heddnico
influencia a ingestdo alimentar ainda é escasso, se compararmos ao sistema

homeostatico. Da mesma forma, ndo se sabe exatamente se determinados
47



nutrientes podem influenciar a responsividade dos sistemas cerebrais de
recompensa, e se isto pode contribuir para o desenvolvimento de obesidade (97).
A elucidacdo destes mecanismos, aliada a busca de um maior entendimento
acerca do controle homeostatico do balanco de energia em seres humanos e das
interconexdes entre os sistemas homeostatico e hedbnico, podera levar a
identificacdo de novos alvos terapéuticos para a obesidade e doencas

relacionadas.
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e Avaliar o impacto da reducdao de massa corporal sobre a funcionalidade do
sistema nervoso central em pacientes obesos, determinada por ressonancia

eletromagnética funcional.

e Avaliar o impacto da reducdo de massa corporal sobre marcadores de

inflamagé&o no liquido cefalorraquidiano em pacientes obesos.
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BRIEF REPORT

Partial Reversibility of Hypothalamic Dysfunction and
Changes in Brain Activity After Body Mass Reduction in

Obese Subjects

Simone van de Sande-Lee, Fabricio R S. Pereira,> Dennys E. Cintra, 13 Paula T. Fernandes,
Adilson R. Ca.rdoso, Célia R. Garlipp,® Ehton A. Chaim,® Jose C. Pareja,® Bruno Geloneze,” Li Min Li,”

Fernando Cendes,” and Licio A. Velloso'

OBJECTIVE—Inflammation and dysfunction of the hypothala-
mus are common features of experimental obesity. However, it is
unknown whether obesity and massive loss of body mass can
modify the immunologic status or the functional activity of the
human brain. Therefore, the aim of this study was to determine
the effect of body mass reduction on brain functionality.

RESEARCH DESIGN AND METHODS—In humans, changes
in hypothalamic activity after a meal or glucose intake can be
detected by functional magnetic resonance imaging (fMRI).
Distinct fMRI analytic methods have been developed to explore
changes in the brain’s activity in several physiologic and patho-
logic conditions. We used two analytic methods of fMRI to ex-
plore the changes in the brain activity after body mass reduction.

RESULTS—Obese patients present distinet functional activity
patterns in selected brain regions compared with lean subjects.
On massive loss of body mass, after bariatric surgery, increases
in the cerebrospinal fluid (CSF) concentrations of interleukin
(IL)-10 and IL-6 are accompanied by changes in fMRI patterns,
particularly in the hypothalamus.

CONCLUSIONS—Massive reduction of body mass promotes
a partial reversal of hypothalamic dysfunction and increases anti-
inflammatory activity in the CSF. Diabetes 60:1699-1704, 2011

besity affects more than 300 million people
worldwide (1). It is the main risk factor for type
2 diabetes, atherosclerosis, and hypertension,
and therefore plays an important role in the
overall mortality of modern societies (2). Increased adi-
posity results from the progressive loss of the homeostatic
control of caloric intake and energy expenditure. In animal
models, dysfunctional activity of specialized neurons of
the hypothalamus is regarded as an important determinant
for the development of obesity (3-6). In both genetic and
diet-induced obese rodents, the malfunction of the hypo-
thalamus is a consequence of the activation of local in-
flammation and eventually apoptosis of selected neuronal
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populations (3,4,7,8). The inhibition of inflammation by
genetic or pharmacologic approaches leads to the re-
duction of the obese phenotype and correction of the
metabolic breakdown, placing hypothalamic inflammation
as a potential target for the treatment of obesity (3,4,8-10).

We show that obese patients present distinct functional
activity patterns in selected brain regions, compared with
lean subjects. On massive loss of body mass, increases in
the cerebrospinal fluid (CSF) concentrations of interleukin
(IL)-10 and IL-6 are accompanied by changes in functional
magnetic resonance imaging (fMRI) patterns, particularly
in the hypothalamus.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Thirteen obese patients (11 females) were recruited from the Obesity Clinic at
the University of Campinas. All patients were selected for bariatric surgery
according to the National Institutes of Health Consensus Statement (11). The
surgical technique used was always the Roux-in-Y gastric bypass (12).
Patients were submitted to fMRI plus blood and CSF collection at the time of
the surgery and after reduction of body mass. Inclusion criteria for patient
selection were men and women between 18 and 60 years of age who met the
above-mentioned criteria for surgery. Exclusion criteria for patient selection
were diabetes, inflammatory or infectious disease, use of psychotropic or
anti-inflammatory drugs, and history of substance addiction. In addition,
eight lean control subjects were selected among students of the university.
Control subjects were submitted to blood collection and fMRI. Control CSF
was obtained from patients referred to the university for headache. Criteria
for selection of both control groups were the same used for patients, except
for a BMI <25. The fMRI studies were performed on a 1.5 GE MRI scanner
(GE Healthcare, Waukesha, WI) in 12-h fasting subjects. The method for
image acquisition was the same as previously described (13) except that
a total of 500 images were acquired in 30 min. p-glucose (50 g) was ingested
after 5 min. Leptin, insulin, and adiponectin were determined in sera using
ELISA kits from Millipore (Billerica, MA). Tumor necrosis factor-a (TNF-a),
IL-1B, IL-10, and IL-6 were determined in sera and CSF using ultra-sensitive
ELISA kits from BD Biosciences (Bedford, MA) and Cayman Chemical (Ann
Arbor, MI). Biochemical and cellular parameters in the blood and CSF were
determined using automated methods from F. Hoffmann-La Roche (Basel,
Switzerland) and Beckman Coulter (Brea, CA). Temporal clustering analysis
(TCA) and spatial analysis were performed as described (13). The fcMRI
analysis was performed as previously described (14,15) except that the seed
(virtual label that defines the target area from or toward which connectivity
is evaluated) was placed in the hypothalamus. Student ¢ test was used for
statistical analysis.

RESULTS

Patients were evaluated at the time of the surgery and
238 = 11 days later, when body mass was reduced by 29 =
4% (P < 0.05). Although most patients enrolled in the study
were women, both male patients presented similar out-
comes; therefore, we have no reason to suspect the data
shown in this article represent female-specific phenomena.
The nutritional habits of the patients were assessed
according to the International Collaborative Study of
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Macro- and Micronutrients and Blood Pressure 24-h di-
etary recall (16). Total caloric intake decreased from
5,602 = 3,391 to 803 = 355 kCal/day (P < 0.05), and the
consumption of saturated fats decreased from 33.6 = 6.1
to 30.3 = 11.6% of total caloric intake (P < 0.05). Of special
interest, the relative consumption of saturated fats by
obese patients was greater than that of lean control sub-
jects on enrollment and reduced by 10.5% after surgery,
becoming statistically similar to lean subjects. As expected,
all the systemic parameters reflecting the metabolic and
inflammatory status of the patients improved significantly
after massive body mass loss (Table 1), reflecting the
known impact of reduction of adiposity and caloric intake
on subclinical inflammation and glucose/lipid homeostasis
an.

Body mass loss produced no effect on cellular and
biochemical parameters in the CSF (Table 2). Two distinct
ultra-sensitive ELISA methods were used to evaluate TNF-«
and IL-1B in CSF, but these rendered no detectable levels
in all samples evaluated. However, the CSF levels of [L-10
increased in all patients, and the CSF levels of IL-6 in-
creased in all except one patient, leading to statistically
significant increases of both these cytokines after body
mass loss (Fig. 1A and B). Both IL-6 and IL-10 levels in the
CSF were inversely correlated with BMI (Fig. 1C and D),
and IL-6 levels in the CSF were inversely correlated with
IL-6 in the blood (Fig. 1£). Compared with lean subjects,
IL-10 levels in the CSF of obese subjects were similar be-
fore surgery (15.9 + 8.6 vs. 18.1 = 7.8 pg/mL for obese and
lean subjects, respectively) and significantly higher after
body mass loss (29.8 = 10.4 pg/mL, P < 0.05). Conversely,
IL-6 levels in the CSF of obese patients were significantly
lower than in lean control subjects before surgery (1.6 =
1.3 vs. 64 £ 5.3 pg/mL [P < 0.05] for obese and lean
subjects, respectively), reaching similar levels after body
mass loss (5.7 = 2.8 pg/mL). In all groups, the CSF levels of
IL-10 were similar or higher than the blood levels of this

TABLE 1
Blood metabolic and inflammatory parameters

cytokine, suggesting that, at least in part, IL-10 was pro-
duced in the central nervous system (Fig. 1F). No signifi-
cant differences in blood monocyte counts were detected
among obese and lean subjects and in obese patients be-
fore and after surgery.

Two distinct analytic methods were used to evaluate the
impact of obesity and body mass loss on the activity of the
brain: TCA and functional connectivity MRI (fcMRI). TCA
allows for the identification of maximal response to a
given stimulus in a combination of signal intensity and
spatial extent (13), whereas fcMRI defines temporal cor-
relations between remote neurophysiologic events, which
are hemodynamic in nature when evaluated by fMRI (14,18).

For TCA, a mathematic model converts a multiple-
dimension data space into a relationship between the num-
ber of voxels, reaching maximum signal intensity, and the
time (13). On a given time frame, the spatial mapping
allows for the anatomic localization of the activity. We
found that a first peak of activity occurred right after
glucose intake (Fig. 24), as previously reported (13). This
peak was similar in lean and obese subjects both before
and after surgery (Fig. 2A4). After approximately 5 min of
the glucose stimulus, lean subjects presented a second
peak that was comparable to previously reported data
(13). However, obese patients did not present such a peak,
either before or after surgery (Fig. 24). In addition, during
the remaining 20 min of analysis, the number of voxels
reaching maximum activity became progressively different
among the groups. The highest activity was presented by
lean subjects, whereas obese subjects before surgery
presented the lowest activity and obese subjects after
surgery presented intermediate activity (Fig. 24). Spatial
analysis was then performed at three distinct time win-
dows, labeled in yellow in Fig. 2A. In the first window
(W1), which included the first peak after glucose intake,
maximum activity was detected in the hypothalamus and
orbitofrontal cortex in all three conditions (lean subjects,

Lean

6 females, 2 males

Obese before surgery Obese after surgery

11 females, 2 males

Age (yeals; 295 £ 4
BMI (kg/m®) 209 = 24
WC (cm) 722 £ 9.2
HC (cm) 913 = 7.3
Glucose (mg/dL) 80.6 = 3.1
HbA,. (%) 4.8 = 0.2
Insulin (pmol/L) 25.0 £ 10.3
HOMA-IR 07 =03
Cholesterol (mg/dL) 189 = 28
HDL (mg/dL) 745 £ 2.7
LDL (mg/dL) 99.5 = 224
Triglycerides (mg/dL) 75.5 = 38.9
CRP (mg/dL) 0.13 = 0.02
ESR (mm/1 h) 14 + 12
Adiponectin (pg/mL) 69 £ 1.7
Leptin (ng/mL) 214 + 6.2
TNF-« (pg/mlL) 58 = 5.5
IL-1B (pg/mL) 20 = 1.8
IL-6 (pg/mL) 41 +42
IL-10 (pg/mL) 14.0 = 10.1

34.0 £ 10
391 * 1.9 28.1 = 2.8*%§
110.3 £ 9.9 89.7 = 8.7%§
127.0 £ 5.2* 105.0 = 7.5%§
84.3 = 6.1 779 =73
52 * 03 51 =03
68.7 = 38.1* 21.56 = 10.4§
2.1 1.2¥ 0.6 = 0.2§
153 = 24 141 = 16
36.9 = 5.8% 52.6 = 9.1*§
97.6 = 26.4 73.6 = 16.1
94.1 = 27.1 76.6 = 19.9
0.91 = 0.70% 0.17 = 0.02§
26 * 16* 16 = 9§
2.7 x 1.8* 7.8 = 1.6§
36.8 = 12.0% 17.0 = 13.9§
25.6 = 10.3* 12.4 = 9.8§
42.9 = 26.7F 13.6 = 4.3%§
26.3 = 10.2* 8.5 * 648
15.6 + 16.5 158 £55

CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate; HC, hip circumference; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin
resistance; WC, waist circumference. *P < (.05 vs. lean. §P < 0.05 vs. obese before surgery.
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TABLE 2
Cerebrospinal fluid cellular and biochemical parameters
Obese Obese
before after
Lean surgery surgery
Glucose (mg/dL) 59.5 + 9.6 529 + 85 485 = 44
Protein (mg/dL) 26.3 = 6.8 26.6 = 11.1 23.7 = 6.8
Leukocytes/mL 1.6 =08 20+ 15 25 + 4.3
Erythrocytes/mL 18 £ 38 37+ 79 44 = 57

obese subjects before surgery, and obese subjects after
surgery), in the occipital cortex in lean and obese subjects
after surgery, and in the somatosensory cortex in obese
subjects both before and after surgery (Fig. 2B, W1).
Comparisons between the groups revealed that lean and
obese subjects before surgery presented different activi-
ties in the hypothalamus (inset graph, Fig. 2B, W1) and
occipital and somatosensory cortices; lean and obese
subjects after surgery were mostly similar with discrete
differences in the somatosensory cortex; and obese sub-
jects before and after surgery presented different activities
in the hypothalamus (inset graph, Fig. 2B, W1). In the
second window (W2), which included the second peak
after glucose intake, lean subjects presented the highest
activity in the hypothalamus and somatosensory and oc-
cipital cortices; obese subjects before surgery presented
the highest activities in the somatosensory and occipital
cortices and cerebellum; and obese subjects after surgery
presented the highest activity in the somatosensory cortex
(Fig. 2B, W2). At W2, the activities in the hypothalamus
(inset graph, Fig. 2B, W2) and somatosensory cortex were

different between lean and obese subjects before surgery.
The comparison between lean and obese subjects after
surgery showed a significant difference only in the so-
matosensory cortex; the comparison between obese sub-
jects before and after surgery showed differences in the
hypothalamus (insel graph, Fig. 2B, W2) and occipital,
somatosensory, and orbitofrontal cortices. In the third
window (W3), lean subjects presented the highest activi-
ties in the hypothalamus and orbitofrontal and somato-
sensory cortices; obese subjects before surgery presented
the highest activities in the somatosensory and occipital
cortices and in the cerebellum; and obese subjects after
surgery presented the highest activity only in the somato-
sensory cortex (Fig. 2B, W3). Somatosensory and orbito-
frontal cortices and the hypothalamus (inset graph, Fig.
2B, W3) presented different activities when lean subjects
were compared with obese subjects before surgery. Only
the orbitofrontal cortex was different between lean and
obese subjects after surgery, and somatosensory and
orbitofrontal cortices were different between obese sub-
jects before and after surgery (Fig. 2B, W3).

At both resting state and after a stimulus, synchronized
fluctuations of blood oxygen levels dependent on function
in fMRI signals in remote brain areas reflect physiologic or
pathologic patterns in a neuronal network (14,15,18). The
measurements of such events, which are the basis of
fcMRI, provide maps of connectivity that indicate inte-
gration and segregation of brain information. Here, a seed
was placed on the hypothalamus to explore the connec-
tivity of this anatomic region with other brain areas. In
lean subjects, the hypothalamus presented the highest
level of functional connectivity with the orbitofrontal and
somatosensory cortices (Fig. 34). In obese subjects before
surgery, functional connectivity was detected between
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FIG. 1. Inflammatory markers in the CSF. Levels of IL-6 (A4) and IL-10 (B) were determined in the CSF of obese patients before and after bariatric
surgery. Correlation between IL-6 (C) and IL-10 (D) concentrations in the CSF and BMI, and correlation between IL-6 concentrations in the CSF
and blood (¥ ) were obtained. The mean (£SD) levels of IL-10 in the blood and CSF were obtained for lean and obese subjects before and after
surgery (F). N = 8 for lean subjects; N = 13 for obese subjects. F: *P < 0.05 vs. blood/after surgery. AS, after surgery; BL, blood; BS, before surgery;

CS, cerebrospinal fluid.
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FIG. 2. TCA of the human brain after glucose intake. A: Time course of the activation depicted as the means of all analyzed subjects in the re-
spective groups (black, lean; red, obese before surgery; blue, obese after surgery); W1-W3 represent the time windows selected for spatial
analysis. B: Spatial mapping of the brain activity at each of the time windows (W1-W3); individual group analyses were performed for lean and
obese subjects before and after surgery; comparisons were also performed for all pairs of groups. The inset graphs on the right represent the signal
intensity in the region of the hypothalamus for each group. N = 8 for lean subjects; N = 13 for obese subjects. A pixel clustering size of 5 and
a t-threshold of Itl >2.1 were chosen to afford a P < (.01 level of statistical significance of the detected signal changes. This is represented by the
different colors, as defined by the normalized color bars. Color bars indicate ¢ value for one-sample t test (lean, BS, and AS) and two-sample ¢ test
(lean vs. BS, lean vs. AS, and BS vs. AS). In the insets in B, *P < 0.01 vs. lean and #P < 0.01 vs. before surgery. AS, after surgery; BS, before
surgery; Cb, cerebellum; Hy, hypothalamus; Oc, occipital cortex; Of, orbitofrontal cortex; Ss, somatosensory cortex. (A high-quality digital rep-
resentation of this figure is available in the online issue.)

the hypothalamus and the orbitofrontal cortex and cere-
bellum (Fig. 3B). After surgery, functional connectivity of
obese patients was highest between the hypothalamus
and the orbitofrontal, somatosensory, and occipital cor-
tices (Fig. 3C). Intergroup comparisons revealed the
greatest difference in functional connectivity between
lean and obese subjects before surgery, particularly in
the regions of the cerebellum and somatosensory cortex
(Fig. 3D). Functional connectivity was mostly similar be-
tween lean and obese patients after surgery (not shown).
Finally, some differences in functional connectivity between

1702 DIABETES, VOL. 60, JUNE 2011

obese subjects before and after surgery were detected in
the cerebellum, somatosensory, and orbitofrontal cortices

DISCUSSION

Both TCA and fcMRI analyses showed distinct patterns of
functionality between obese and lean subjects. The dif-
ferences were mostly confined to a few anatomic regions,
predominating in the hypothalamus and somatosensory
and orbitofrontal cortices. The hypothalamus harbors
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FIG. 3. Functional connectivity maps. A seed was placed in the hypo-
thalamus, and intragroup (A-C) and intergroup (D and E ) analyses
were performed. A: Connectivity maps of lean subjects are depicted.
B: Connectivity maps of obese patients before surgery are depicted.
C: Connectivity maps of obese patients after surgery are depicted. D:
Intergroup analysis between lean subjects and obese patients before
surgery (lean X BS) is depicted. E: Intergroup analysis between obese
patients before surgery and obese patients after surgery (BS X AS) is
depicted. Color bars represent ¢ values. For intragroup analysis (A-C),
hot colors indicate the common level of correlation and cold colors
indicate the common level of anticorrelation with the time course
provided by the seed within each group. For intergroup analysis (D and
FE), hot colors indicate the level of differences between two groups
toward lean and obese patients before surgery, respectively, and cold
colors indicate the level of differences between two groups toward
obese patients before and after surgery, respectively. AS, after surgery;
BS, before surgery; Cb, cerebellum; Hy, hypothalamus; Oc, occipital cor-
tex; Of, orbitofrontal cortex; Ss, somatosensory cortex. (A high-quality
digital representation of this figure is available in the online issue.)

hormone and nutrient-sensing neurons and provides the
integration for the energy intake and expenditure respon-
ses (19). Defective leptin and insulin signaling in this re-
gion provides the basis for experimental obesity (5,19).
The somatosensory and orbitofrontal cortices integrate
feeding cues with gustatory activity and facial movements,
respectively. The activities of these regions have been
shown to be modulated after a meal or glucose ingestion
(13,20,21), and data obtained from experimental animals
reinforce their role in the control of feeding and energy
homeostasis (5,19). The massive loss of body mass obtained
after surgery produced obvious changes in the function-
ality of the brain. By either analytic method, it is clear that
changes occurred toward the patterns found in lean sub-
jects. This is particularly evident in the TCA spatial anal-
ysis, which showed only minor differences when lean
subjects were compared with obese subjects after surgery
(Fig. 2B, W1, W2, and W3 — Lean X AS). Another remark-
able finding was the increased levels of I1.-10 and IL-6 in the
CSF of obese subjects after surgery. In a recent study, in-
creased levels of both these cytokines were shown to play
a role in the reduction of hypothalamic resistance to leptin
after physical activity (22). Although inflammatory cyto-
kines were not detected in the current study, we believe
that advancement in measurement methods will allow
quantification of these cytokines and a comparison with the
findings in animal models, which show reductions in both
TNF-a and IL-1B after body mass loss (3,4).

diabetes.diabetesjournals.org
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The human brain activity in response to glucose in-
gestion is modified by obesity, and body mass loss rees-
tablishes some of the parameters. We cannot be sure if
a longer period of time elapsed from the surgery or
whether the complete restoration of body mass to levels
similar to those of lean control subjects would completely
correct the dysfunction. As observed in experimental
obesity, neuronal apoptosis in the hypothalamus can affect
distinct cellular subpopulations, leading to a defective re-
sponse to hormonal and nutritional inputs (7). Should
a similar phenomenon occur in humans, a complete res-
toration of the functional activity may not be achieved.
Nevertheless, the increase in the anti-inflammatory activity
detected in the CSF of obese patients after the loss of body
mass is remarkable. In addition to the well-known anti-
inflammatory activity of IL-10, the inhibition of neuronal
degeneration through the reduction of apoptosis has been
reported (23). Thus, we can hypothesize that body mass
loss or other conditions that increase IL-10 in the brain
may reduce neuronal damage resulting in the restoration
of functionality. Moreover, these findings place IL-10 and
perhaps IL-6 as attractive therapeutic agents for obesity, as
recently suggested (22).

In conclusion, reduction of body mass in obese humans
increases the anti-inflammatory activity in the CSF and
partially corrects the dysfunctional activity in response to
glucose in selected brain areas. These data suggest that
obesity and body mass loss affect the human brain in
a manner similar to the animal models for this disease.
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Este estudo demonstrou que humanos obesos apresentam alteragbes da
atividade funcional do cérebro em resposta a glicose. Tais alteragcdes foram
observadas predominantemente no hipotalamo, e nos cértices somatossensorial e
orbitofrontal. A reducdo da massa corporal induzida pela cirurgia bariatrica foi
acompanhada por uma restauragdo parcial da atividade neuronal e por um
aumento da atividade anti-inflamatéria no liquido cefalorraquidiano destes

pacientes.
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METODOS

1. Sujeitos da pesquisa

Foram selecionados treze pacientes (onze mulheres e dois homens) do
ambulatério de obesidade da disciplina de gastrocirurgia do Hospital das Clinicas
da Universidade Estadual de Campinas, com idade entre 18 e 60 anos que
preenchiam critérios para realizagdo de cirurgia bariatrica de acordo com o NIH
Consensus Statement (1). Os critérios de exclusdo foram diabetes mellitus
(glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dl e/ou hemoglobina glicada acima de
6,5%), doenca inflamatéria ou infecciosa aguda ou cronica, doenca neurolégica,
doenca psiquiatrica, tabagismo, consumo de alcool maior ou igual a 30 g por dia
para homens e 15 g por dia para mulheres, uso de drogas ilicitas, uso de anti-
inflamatérios ndo hormonais ou corticoides nos ultimos trés meses, neoplasias,
gestacao, niveis de enzimas hepaticas maiores do que trés vezes o limite superior
da normalidade, insuficiéncia renal crénica, massa corporal maior ou igual a 150
kg e presenca de implantes metalicos nao-removiveis (0s dois ultimos critérios de

exclusao se devem a questdes técnicas referentes a ressonancia magnética).

Foram selecionados ainda, para o grupo controle, oito individuos (seis
mulheres e dois homens) entre os estudantes de pds-graduagéo da universidade,
com indice de massa corporal inferior a 25 kg/m? e circunferéncia abdominal
menor do que 94 cm (homens) ou 80 cm (mulheres). Os critérios de exclusao

foram os mesmos utilizados para o grupo de pacientes obesos.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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2. Procedimentos

Os individuos obesos foram avaliados antes e aproximadamente oito meses
apoés realizacao de cirurgia bariatrica, enquanto o grupo controle foi submetido a
apenas uma avaliacdo. Os procedimentos do estudo consistiram de antropometria,
interrogatorio nutricional, ressonancia magnética funcional, analise de amostras de
sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR). Apenas para o LCR, as amostras para
controle (em numero de oito) foram obtidas de pacientes atendidos no servico de
emergéncia do Hospital das Clinicas por cefaléia, cuja analise celular e bioquimica
mostrou-se normal. Estes pacientes satisfaziam a todos os critérios anteriormente

citados para o grupo controle.

2.1. Técnica cirurgica

Todos os pacientes foram operados pela equipe de cirurgia bariatrica do
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas. Foi realizado
bypass gastrico em Y de Roux com anel inelastico, por laparotomia — técnica de
Fobi-Capella (2). Sucintamente, o volume gastrico é reduzido através da criacao
de uma pequena bolsa (30 ml) junto a curvatura menor do estébmago. O jejuno é
seccionado a 150 cm do angulo de Treitz e anastomosado a bolsa gastrica, para
onde o alimento é redirecionado (alga alimentar ou eferente). Um anel inelastico
de silicone na anastomose gastrojejunal limita o esvaziamento gastrico. A maior
parte do estdbmago, o duodeno e o jejuno proximal ficam exclusos da passagem
dos alimentos (al¢a biliar ou aferente). A anastomose da al¢a exclusa é feita a 150
cm da unido gastrojejunal, em Y de Roux.

2.2. Interrogatério nutricional

Pacientes e controles foram avaliados quanto as caracteristicas de suas

dietas para determinagdo do consumo meédio dos macronutrientes. Foram
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aplicadas as técnicas do Recordatério de 24 horas (3) e do Questionario de
Frequéncia de Consumo Alimentar (4).

2.2.1. Recordatorio de 24 horas (R24h)

A técnica consistiu na arguicao sobre o consumo alimentar detalhado das
ultimas 24 horas, realizada por profissional especializado. Os inquéritos foram
realizados evitando-se os dias pos-finais de semana ou feriados, quando o habito
alimentar tende a ser alterado. Foram avaliados os tipos de alimentos consumidos
e a quantidade. Para auxiliar os pacientes em relagdo as quantidades, um album
fotografico eletronico de medidas caseiras foi utilizado.

2.2.2. Questionario de Frequéncia de Consumo Alimentar (QFCA)

Os alimentos foram ordenados em sete grupos alimentares: cereais e
leguminosas, 6leos e gorduras, sobremesas e petiscos, carnes e ovos, leites e
derivados, hortalicas e frutas e bebidas. Este ultimo incluiu refrigerante e sucos
industrializados. O suco in natura integrou o grupo das frutas. Cada grupo
alimentar possuia entre 8 e 10 itens, exceto o grupo do leite e derivados, com 3
itens. O instrumento constou, ao todo, de 52 itens. As categorias de frequéncia de
consumo incluiram: a) uma vez ao dia; b) duas ou mais vezes ao dia; c) quatro a
seis vezes na semana; d) duas a trés vezes na semana; €) uma vez na semana; f)

uma vez ao més; g) duas ou mais vezes ao més; h) raramente ou nunca.

Com o auxilio de uma tabela de medidas caseiras e da tabela de
composicao de alimentos (TACO) (5), foi realizado o calculo do consumo diario de
cada item, tanto no R24h quanto no QFCA. No caso do QFCA, relacionou-se
também a frequéncia de consumo de cada alimento, transformando-o para a base-
dia. Médias e desvios-padrédo foram obtidos para o R24h e para o QFCA. Foram
registradas a frequéncia média usual de consumo de cada componente do QFCA
e a respectiva unidade de tempo (por dia, semana ou més). O levantamento
também incluiu outras questdes sobre praticas e preferéncias alimentares usuais,

tais como: ingestdo habitual de gordura visivel das carnes, tipo de éleo utilizado
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em saladas e no preparo das refeicdes, outros alimentos nao listados de consumo
habitual. Foi determinado o consumo calérico médio diario total e a quantidade
absoluta e relativa de cada macronutriente, sendo que a gordura foi subdividida
em seus constituintes fundamentais, acidos graxos saturados, monoinsaturados e

poliinsaturados.

2.3. Estudo de imagem por ressonancia magnética

As imagens de ressonancia magnética foram adquiridas em um aparelho de
1,5 T GE (GE Healthcare, Waukesha, WI) no periodo da manha, apds os sujeitos
terem permanecido em jejum por 12 horas. Dois tipos de sequéncias de pulso
foram utilizados. O primeiro teve por objetivo a aquisicdo de dados estruturais do
cérebro dos participantes utilizando-se imagens com alta resolu¢cdo espacial,
ponderadas por T1 em cortes sagitais de 5 mm com intervalo de 6 mm entre
cortes consecutivos e matriz de 512 x 512. Os parametros das imagens estruturais
foram definidos com o tempo de eco (TE) de 9 ms e tempo de repeticao (TR) de
383 ms. A segunda sequéncia de pulso, denominada EPI (echo planar image), foi
empregada para se observar aspectos da dindmica cerebral. Nestas imagens,
relacdes funcionais puderam ser impressas e associadas a eventos especificos.
As imagens funcionais foram ponderadas por T2* com TR de 3 s e TE de 60 ms.
O total de 600 volumes, correspondente a 30 minutos, foi obtido de forma continua
e ininterrupta. Cada volume foi composto por 20 cortes sagitais e matriz de 64 x
64. A espessura de cada corte funcional foi de 5 mm com intervalo de 1 mm entre
os cortes consecutivos. O tamanho do voxel em cada volume foi de 3,75 x 3,75 x 6

mm.

Durante o exame, os participantes permaneceram em pPOSiCao supina com
imobilizagdo da cabecga. Cinco minutos apds o inicio da aquisicdo das imagens
funcionais, os sujeitos iniciaram a ingestao de 50 g de D-glicose diluidos em 200
ml de agua. A extremidade de um canudo de PVC de 1,2 m foi posicionada na

cavidade oral antes do inicio do exame para permitir a ingestdo da solugdo. A
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aquisicao das imagens continuou durante e ap6s o término da ingestao da glicose.
A partir do inicio da ingestao, as imagens funcionais foram adquiridas por mais 25

minutos que, somados aos 5 minutos iniciais, totalizaram 30 minutos de exame.
2.3.1. Pré-processamento das imagens

Todas as etapas do pré-processamento foram realizadas utilizando-se
ferramentas especificas do programa AFNI (Analysis of Functional Neurolmages).
As imagens funcionais, originalmente em arquivos de duas dimensdes no formato
DICOM, foram convertidas em séries temporais de trés dimensdes no formato
BRIK com a ferramenta “to3d” e reorientadas. Os dez primeiros volumes,
correspondentes aos 30 segundos iniciais, foram removidos das etapas seguintes
a fim de se eliminar das anadlises efeitos de saturacdo magnética. A seguir, 0s
parametros de rotacao e translagdo foram extraidos para se realizar as corre¢oes
de movimento (motion correction). Estes parametros foram obtidos tomando-se o
primeiro volume como referéncia. Em seguida, foi realizada a correcdo de
deslocamento temporal de cada corte no volume (slice timing correction). Devido a
pequena diferenga no tempo de aquisicdo entre os cortes de um mesmo volume,
pequenas alteracbes de sinal foram corrigidas considerando-se o tempo real de
aquisicdo do corte. Esta etapa foi realizada tomando-se o corte de numero dez
como referéncia, ou seja, um corte no meio da aquisicdo. Posteriormente, as
imagens foram registradas no espaco padrdao (normalization) do modelo MNI
(Montreal Neurological Institute) para que os dados de todos os sujeitos pudessem
ser comparados. Por fim, as imagens remanescentes foram suavizadas com
FWHM (largura de uma gaussiana na metade de sua altura) de 6 mm para

minimizar ruidos de bordas.

As imagens estruturais foram convertidas do formato DICOM para BRIK e,
posteriormente, foi extraida a calota craniana. A seguir, as imagens foram
registradas no espaco padrao.
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2.3.2. Analise das imagens funcionais
2.3.2.1. Temporal Cluster Analysis (TCA)

A técnica de TCA tem como objetivo detectar um paradigma para ser
correlacionado com as séries temporais. O TCA pode ser dividido em trés fases. A
primeira é caracterizada pela deteccado do valor maximo da intensidade do voxel
em cada série temporal. A segunda é definida por uma nova representagdo das
séries temporais, anulando-se o0s voxels que ndo possuem valor maximo. A
terceira é expressa pela soma dos valores das intensidades dos voxels
remanescentes em cada ponto no tempo. A curva originada apds a terceira etapa
constitui-se como modelo de paradigma a ser empregado na regressao linear com
as imagens pré-processadas. A primeira e a segunda fases séo realizadas voxel-

a-voxel enquanto a terceira é desenvolvida volume-a-volume.

O algoritmo para extragdo da curva de TCA foi desenvolvido utilizando-se
rotinas em Matlab e, a seguir, foi empregado nas imagens pré-processadas de
cada participante. A curva de TCA de cada sujeito foi normalizada e,
posteriormente, foi feita a média desta curva em cada grupo (controle, paciente
antes e depois da cirurgia). Foram dispostas no mesmo grafico as curvas de TCA
dos grupos onde se evidenciaram trés situagdes distintas. A primeira,
representada por uma janela de tempo imediatamente apo6s a ingestao de glicose.
A segunda, caracterizada pela diferenciacdo entre controles e pacientes. E a
terceira, definida pela diferenciacdo entre os trés grupos. Estas trés janelas
temporais constituiram os paradigmas para a modelagem de regressao linear
geral (GLM) empregada nas imagens pré-processadas para a obtencdao dos

mapas estatisticos de TCA de cada sujeito.

Os mapas estatisticos de TCA foram utilizados em anadlises de segundo
nivel intra- e intergrupos empregando-se o teste t de Student para,
respectivamente, uma e duas amostras (grupos). O valor p foi corrigido para
multiplas comparagdes utilizando-se simulagdes de Monte-Carlo e o resultado da

analise de TCA limitou-se a valores de significAncia com t superiores a 2,1 e p
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inferiores a 0,01. Toda a estatistica de segundo nivel foi realizada utilizando-se o
programa AFNI.

2.3.2.2. Conectividade Funcional (fcMRI)

As imagens pré-processadas foram filtradas removendo-se as frequéncias
superiores a 0,08 Hz e inferiores a 0,01 Hz. Esta etapa foi desenvolvida com a
ferramenta “3dBandpass” do programa AFNI. Duas esferas de 5 mm foram
definidas utilizando-se as coordenadas do espacgo padrdao do MNI. Cada esfera foi
posicionada sobre o hipotalamo a direita e a esquerda. As séries temporais
encerradas pelas esferas foram extraidas e calcularam-se as médias destas séries
temporais. A curva resultante da média foi correlacionada com todas as séries
temporais do respectivo sujeito. Os mapas de conectividade individuais que
resultaram desta correlagdo foram utilizados na analise de segundo nivel intra- e
intergrupo, empregando-se o teste t de Student. O valor p foi corrigido utilizando-
se simulacbes de Monte-Carlo com a ferramenta “AlphaSim” do AFNI. Os
parametros de conectividade para a analise de grupo, por fim, ficaram limitados
valores de p inferiores a 0,05. Todas as etapas da analise de conectividade
funcional foram desenvolvidas no programa AFNI.

2.4. Exames laboratoriais (sangue e LCR)

A coleta de amostras de sangue foi realizada por puncado venosa
antecubital, e a coleta de LCR, por puncao lombar, apés jejum de 12 horas. Foram
realizados os seguintes exames pelo Laboratério de Patologia Clinica da
Universidade Estadual de Campinas, utilizando-se sistemas automatizados e kits
comercialmente disponiveis, no sangue: glicose, hemoglobina glicada (método
HPLC), colesterol total e fragdes, triglicérides, creatinina, TGO, TGP, fosfatase
alcalina, gama-GT, proteina C-reativa ultrassensivel (PCR), velocidade de
hemossedimentacdo (VHS); e no LCR: glicose, proteinas e contagens de

hemacias e leucdcitos. Foram realizadas ainda dosagens séricas de insulina,
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leptina e adiponectina, pelo método de ELISA (Millipore — Billerica, MA), além de
dosagens no soro e LCR de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10, utilizando-se kits
ultrassensiveis de ELISA (BD Biosciences — Bedford, MA e Cayman Chemical —
Ann Arbor, MI).

3. Andlise estatistica

Foram obtidas as médias e desvio padrdo das médias de todos os
parametros clinicos e laboratoriais analisados para os grupos: pacientes obesos
antes da cirurgia, pacientes obesos apds a cirurgia e controles. Foi utilizado o
teste t de Student para comparagao entre as médias dos grupos e o coeficiente de
Pearson para analise de correlacdao entre as variaveis, sendo consideradas

diferencas significativas aquelas com p<0.05.
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Tabelas de dados antropométricos e laboratoriais individuais

Pacientes antes da cirurgia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Peso (kg) 108,4 101 111,2 102,8 98,2 106 93,4 120,6 125,8 100,6 81,8 98,8 99,6
IMC (kg/mz) 39,8 34,9 41,3 40,7 40,4 38 37,4 40,3 39,3 40,8 40 36,3 38,9
CA (cm) 105 97 115 111 105 112 99 131 125 116 111 106 101
cQ (cm) 126 122 128 128 135 133 120 138 127 127 119 123 125
Glicose (mg/dL) 82 89 89 90 82 83 93 91 78 72 77 85 86
HbA1c (%) 5,7 55 5,7 59 52 53 5,4 49 5,1 47 5 47 5,5
Insulina (LUI/mL) 12 4,7 20,9 13,6 4,3 17,1 3 11,4 8,9 8,7 2 10 12
HOMA IR 2,43 1,03 4,59 3,02 0,87 3,5 0,69 2,56 1,71 1,55 0,38 2,1 2,55
Col (mg/dL) 173 183 136 122 118 142 164 165 122 170 139 172 190
HDL (mg/dL) 34 52 34 38 42 30 36 29 38 34 36 41 36
LDL (mg/dL) 116 119 79 74 66 92 108 116 62 118 76 115 129
Trigl (mg/dL) 117 59 113 52 51 99 100 100 110 89 137 80 124
VHS (mm - 1 hora) 21 24 31 16 17 5 27 52 21 58 5 43
PCR (mg/dL) 0,95 0,74 0,83 0,69 2,52 0,18 0,68 2,4 0,23 0,87 1,29 0,18 0,16
Adipo (ug/mL) 1,08 5,99 1,58 5,20 3,85 2,43 0,20 2,45 3,24 0,65 0,98 4,33 4,36
Leptina (ng/mL) 37,34 24,62 47,22 55,45 32,22 48,31 38,76 29,44 26,34 33,78 23,99 23,28 58,39
TNF-a (pg/mL) 20,2 22,3 31,6 15,4 19,5 26,2 21,2 30,7 33,3 52,5 10,2 234 27,5
IL-1B (pg/mL) 22,4 76,9  104,9 14,3 32,1 62 25,3 44,9 54,7 46,1 38,7 21,2 14,4
IL-6 (pg/mL) 27,1 26,6 14,9 16,3 8,1 36,9 15,4 36,9 41,9 13,4 19,5 25,7 24,5
1L-10 (pg/mL) 6,3 4,8 9,5 7,7 6,6 4,3 9,8 31,3 14,5 65,1 16,3 17,6 9,1
LCR-gli (mg/dL) 33 56 48 52 67 57 58 56 63 46 55 47 50
LCR-prot (mg/dL) 54 21 13 28 19 17 29 22 37 25 17 39 26
LCR-leuco (/mm3) 3 1 4 1 1 1 2 1 6 3 1 1 1
LCR-hem (/mma) 7 4 278 2 5 0 9 1 5376 119 2 2 6
LCR-IL-6 (pg/mL) 1,6 2,1 1,2 0,5 2,6 2,6 0,2 0,5 1,2 0,2 51 03 1,7
LCR-IL-10 (pg/mL) 22,5 7,4 10,2 5,8 20,7 4,1 13,4 22,8 29,8 19,4 25,1 16,3 74,
Pacientes apds a cirurgia
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Peso (kg) 73 68,4 85,8 81,7 74,1 73,9 67,8 91,8 94,7 70,4 52,1 65,2 73
IMC (kg/m?) 26,8 237 31,9 32,3 30,4 26,5 27,2 30,7 29,6 28,6 25,5 239 28,5
CA (cm) 94 79 97 99 88 94 80 107 90 95 80 82 82
CQ (cm) 102 100 111 117 109 109 101 116 106 104 89 99 102
Glicose (mg/dL) 76 85 76 82 73 85 92 72 71 81 70 67 83
HbAlc (%) 5 53 5 58 51 53 54 53 51 4,6 4,7 4,4 53
Insulina (uUI/mL) 2,9 2,9 2 4,6 2 5,1 2,36 6,9 2,12 2,79 2 2 3,54
HOMA IR 0,54 0,61 0,38 0,93 0,36 1,07 0,54 1,23 0,37 0,56 0,35 0,33 0,72
Col (mg/dL) 161 152 117 137 136 129 154 144 131 147 134 121 178
HDL (mg/dL) 45 62 39 61 59 43 65 45 67 52 51 48 48
LDL (mg/dL) 95 74 62 63 67 71 79 75 50 80 68 61 113
Trigl (mg/dL) 106 79 80 64 51 77 51 121 70 77 76 59 86
VHS (mm - 1 hora) 5 6 31 12 20 2 16 17 16 8 30 19 32
PCR (mg/dL) 0,05 0,02 0,65 0,16 0,41 0,02 0,07 0,64 0,07 0,08 0,04 0,02 0,02
Adipo (ug/mL) 4,55 9,93 6,57 7,63 9,81 7,88 8,17 8,82 9,06 5,72 6,19 8,45 9,1
Leptina (ng/mL) 11 45 3654 4497 16,78 20,66 6,44 2515 4,59 8,49 5,73 3,58 33,06
TNF-a (pg/mL) 4,7 15,6 255 59 52 11,1 52 18,3 14,4 32,3 1,1 12,6 10,2
IL-1B (pg/mL) 11,1 534 31,6 4,5 4,6 10,2 17,7 11,1 8,8 10,5 3,5 10,7 1,5
IL-6 (pg/mL) 20,8 12,9 7,6 2,6 3,1 14,4 10,5 17,3 2,7 1,7 11,4 4,6 19
IL-10 (pg/mL) 12,4 18,9 12,1 19,2 12,9 12,1 21,8 20,5 10 22,8 7,2 11,9 24,4
LCR-gli (mg/dL) 51 46 47 50 44 46 54 58 51 44 43 49
LCR-prot (mg/dL) 40 20 18 23 21 20 24 20 21 16 32 30
LCR-leuco (/mms3) 2 1 2 2 1 1 2 16 1 0 0 2
LCR-hem (/mm3) 2 0 75 22 9 170 24 103 2 117 1 3
LCR-IL-6 (pg/mL) 6,1 4,1 9,5 4,1 9,5 10,6 3,1 1,7 4,4 2,6 3,6 4,1 6,2
LCR-IL-10 (pg/mL) 28,8 31,9 19,2 19,2 31,3 34,9 23,1 68,3 52,8 52,3 42,6 19,4 25,6,
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Controles

1 2 3 4 5 6 7 8
Peso (kg) 50,2 61 69 43 75,4 53,5 39 53
IMC (kg/m?) 20,4 23,5 23,9 19,1 23,5 20,9 17,3 19
CA (cm) 68 78 85 65 83 73 58 68
cQ (cm) 90 95 94 86 104 94 79 89
Glicose (mg/dL) 79 83 83 82 78 85 76 79
HbAlc (%) 49 49 46 5,2 438 5 45 5
Insulina (uU1/mL) 5,76 4,35 2,44 2,19 2,33 5,29 491 2
HOMA IR 1,12 0,89 0,5 0,44 0,45 1,11 0,92 0,39
Col (mg/dL) 192 166 184 132 216 203 218 203
HDL (mg/dL) 58 61 42 60 119 67 101 88
LDL (mg/dL) 119 92 121 63 82 127 86 106
Trigl (mg/dL) 74 63 106 43 74 43 156 45
VHS (mm - 1 hora) 22 10 11 29 8 2 35 2
PCR (mg/dL) 0,04 0,04 0,06 0,12 0,02 0,05 0,46 0,31
Adipo (ug/mL) 7,41 744 381 912 888 6,25 6,09 6,21
Leptina (ng/mL) 2571 44,58 201 1411 941 40,36 30,72 4,38
TNF-o (pg/mL) 12,4 1,2 1,7 13,7 2,9 0,6 33 11,1
IL-1B (pg/mL) 1,2 1,8 0,9 1,6 1,5 2,8 0,2 6,1
IL-6 (pg/mL) 71 1,9 1,5 5,1 1,6 1,8 1,2 13,2
IL-10 (pg/mL) 53 0,6 32,4 22 12,1 12,6 18,6 8,5
LCR-gli (mg/dL) 50 45 63 60 60 79 51 67
LCR-prot (mg/dL) 14 23 18 26 26 38 30 32
LCR-leuco (/mm3) 2 2 1 1 1 3 3 1
LCR-hem (/mm3) 0 1 124 1 1 2 14 30
LCR-IL-6 (pg/mL) 1,6 3,6 14,9 6,5 13,9 7,1 3,6 0,7
LCR-IL-10 (pg/mL) 19,9 6,6 6,9 24,1 17,9 23,3 18,6 28,2,

IMC, indice de massa corporal; CA, circunferéncia abdominal, CQ, circunferéncia
do quadril; HbA1c, hemoglobina glicada; Col, colesterol total; HDL, colesterol HDL;
LDL, colesterol LDL; Trigl, triglicérides; VHS, velocidade de hemossedimentacao;
PCR, proteina C-reativa (ultrassensivel); Adipo, adiponectina; TNF-a, fator de
necrose tumoral-a; IL-1[, interleucina-1@3; IL-6, interleucina-6; IL-10, interleucina-
10; LCR, liquido cefalorraquidiano; gli, glicose; prot, proteinas; leuco, leucécitos;

hem, hemacias.
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Abstract

Sub-clinical inflammation is present in obese subjects and is regarded as one of the most
important factors connecting obesity to insulin resistance and type 2 diabetes mellitus. As
recent genome-wide screening studies failed to provide a strong link between genetic
factors and inflammation in obesity and type 2 diabetes, increased attention was turned to
the search for the main environmental factors activating inflammation in the context of
these diseases. Here we evaluated the correlations between a number of anthropometric,
nutritional and metabolic factors and markers of inflammation in a selected group of obese
patients undergoing bariatric surgery. We found that only the mean relative amounts of
saturated, mono-, and polyunsaturated fatty acids consumed before surgery were
correlated with markers of inflammation, such as erythrocyte sedimentation rate and C-
reactive protein. After reduction of food intake and improvement of anthropometric and
metabolic parameters provided by the surgery, the correlations no longer persisted. Thus,
in severely obese patients, the relative amounts of distinct fatty acids consumed provide
the most significant link with inflammatory markers, which reinforce the role of dietary fatty

acids as determinants of obesity-associated inflammation.
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Introduction

Chronic-, sub-clinical inflammation is a hallmark of obesity and is regarded as one of the
most important factors contributing to the installation of insulin resistance and type 2
diabetes mellitus '. Systemic inflammation in obese subjects results from the production of
inflammatory molecules in metabolically-active tissues, particularly the adipose tissue and
the liver 2. Both genetic and environmental factors play important roles in the induction of
obesity-associated inflammation. However, a number of recent studies using a genome-
wide screening technique failed to identify genes with a major role in the genesis of obesity
and metabolic related diseases *°. This fact has increased the interest in the involvement

of environmental factors as the main determinants of disease initiation and progression .

In this respect, there is a considerable amount of data suggesting that a secular trend in
the increased consumption of saturated fats may act as an important environmental factor,
leading to the rise of obesity and metabolic diseases in human populations "".
Experimental data provide strong support for this concept since obesity and diabetes
mellitus, in the presence of sub-clinical inflammation, can be easily induced in several
rodent strains by the simple increase of saturated fatty acid content in the diet '2. In
addition, a number of population studies have reported positive correlations between the

consumption of saturated fats and markers of inflammation *'°

and, at least one study has
shown that increased consumption of saturated fats is associated with increased

inflammatory gene expression in the adipose tissue °.

Since most of these population-based studies evaluated large cohorts with heterogeneous
phenotypic characteristics, the impact of dietary composition as an isolated factor in the
induction of inflammation in obesity is virtually unknown. Here, we evaluated a selected

group of non-diabetic, severely obese patients, which were matched for a number of
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factors known to influence or to be associated with sub-clinical inflammation. Nutritional
habits were assessed upon enrollment according to the International Collaborative Study
of Macro- and Micronutrients and Blood Pressure (INTERMAP) 24-h dietary recall .
Significant positive association was found only for the consumption of saturated fats with
the blood levels of C-reactive protein (CRP) and erythrocyte sedimentation rate, while the
consumption of unsaturated fatty acids was inversely correlated only with the blood levels
of CRP, and the consumption of polyunsaturated fats was inversely correlated only with

erythrocyte sedimentation rate.

Methods and Procedures

Subjects (11 females, 2 males) were selected amongst the patients evaluated for bariatric
surgery at the Clinics Hospital of the University of Campinas. Inclusion followed the
National Institutes of Health criteria. Patients were considered eligible for the study if they
were 18 to 60 years of age. Exclusion criteria were diabetes mellitus, inflammatory or
infectious disease, neurologic or psychiatric disease, smoking, alcohol consumption of
more than 30 g per day for men and 15 g per day for women and use of psychotropic or
anti-inflammatory drugs. Subjects were evaluated before and eight months after a Roux-
in-Y gastric bypass. Anthropometric data were obtained at every visit. Energy intake and
dietary composition were estimated using the International Collaborative Study of Macro-

and Micronutrients and Blood Pressure (INTERMAP) 24-h dietary recall '’.

Blood samples were collected by venipuncture after an overnight fast. Erythrocyte
sedimentation rate was measured by an automated system (MicroTEST1X, Alifax S.P.A.,
Italy) and ultra-sensitive CRP was determined using a nephelometric method on a BN

ProSpec Analyzer (Siemens, Germany). Insulin, leptin, and adiponectin were evaluated in
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sera using ELISA kits from Millipore (Billerica, MA, USA). Interleukin-1 beta (IL-1, IL-10,
IL-6 and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a, were evaluated in sera using ultra-sensitive
ELISA kits from BD Biosciences (Bedford, MA, USA) and from Cayman Chemical (Ann
Arbor, MI, USA). Blood biochemical parameters were determined using automated

methods from F. Hoffmann-La Roche (Basel, Switzerland) and Beckman Coulter (Brea,

CA, USA).

The study was approved by the University of Campinas Ethics Committee, and written
informed consent was obtained from all subjects. Data were analyzed using the Pearson’s
correlation coefficient and a p<0.05 was accepted as significant. Data are presented as

meanszSD.

Results

Body mass index dropped from 39.1+1.9, before surgery, to 28.1+2.8 kg/m? (p<0.05),
approximately eight months after surgery. This was accompanied by significant reductions
in serum insulin (68.7+38.1 vs. 21.5£10.4 pmol/L, p<0.05) and leptin (36.8+12.0 vs.
17.0£13.9 ng/ml, p<0.05) levels, and by a significant increase in serum adiponectin

(2.7+1.8 vs. 7.8+1.6 pg/ml, p<0.05) levels.

The correlations between a number of anthropometric and metabolic parameters known to
be associated with inflammation in obese subjects were evaluated before surgery. As
shown in Table 1, body mass index, waist circumference, fasting serum glucose, insulin,
HOMA IR, and leptin were not correlated with inflammatory/anti-inflammatory markers
such as blood leucocyte count, erythrocyte sedimentation rate (ESR), CRP, TNF-q, IL-18,

IL-6 and IL-10. The anti-inflammatory and insulin-sensitizing protein, adiponectin, was
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inversely associated with blood leucocyte counts (Table 1), but not with the remaining

parameters.

Total caloric intake was 5,602+3,391 kCal/day, before surgery. Relative fat consumption
was 33.616.1% of total caloric intake, which represented 223+17 g of fat per day, or,
3,390+660 kCal/day of fat. No correlation was found between the amount of fat consumed
per day (g) or the relative amount of fat calories per day (%kCal) and the

inflammatory/anti-inflammatory markers (Table 2).

Next, we evaluated the correlation of fat type consumption and inflammatory/anti-
inflammatory markers. Although no correlation was detected between the consumption of
saturated (SAT), monounsaturated (MUFA) or polyunsaturated (PUFA) fatty acids and
cytokines and blood leukocyte counts (Table 3), the relative amounts of SAT (Fig. 1A) and
PUFA (Fig. 1B) consumption were directly and inversely correlated with ESR, respectively.

In addition, relative MUFA consumption was inversely correlated with CRP (Fig. 1C).

All the statistical analyses were repeated after body mass reduction, when total caloric
intake had dropped to 803+355 kCal/day and relative fat consumption was reduced to
30.3+11.6%. At this point, no correlation was detected between metabolic and nutritional

parameters and inflammatory/anti-inflammatory markers (not shown).

Discussion

The progressive increase of body adiposity is rapidly accompanied by the infiltration of the
adipose tissue by activated macrophages °. These cells produce inflammatory mediators
such as TNF-a, IL-13 and IL-6 that act in insulin-sensitive tissues, inducing the
serine/threonine kinase activity of JNK and IKK, which will ultimately target and inhibit

proteins of the insulin signaling pathway .
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Because genetic factors are believed to play a role in up to 70% of the cases of type 2
diabetes ', a tremendous effort has been made to identify genes that may play a decisive
role in the connections between obesity, insulin-resistance and diabetes. However, as a
result of genome wide screening studies, it seems now that instead of a few genes with a
powerful effect, the most common forms of obesity and diabetes are due to the association
of many different genes with a weak effect *°. Most strikingly, no gene related to immune
function has been identified by these studies, which reinforced the role of environmental

factors as inducers of inflammation in the context of these diseases.

Accordingly, recent data obtained from experimental studies have revealed that saturated
fats present in the diet can activate an inflammatory response in insulin and leptin
sensitive tissues, acting through the innate immune system toll-like receptor 4 (TLR4) '*2°,
while unsaturated fatty acids exert an anti-inflammatory activity through the activation of
GRP120 ?'. These studies provided a strong molecular basis for the direct effect of dietary

fats in the modulation of the inflammatory response and strengthen the role of these

environmental factors as the determinants of obesity-associated inflammation.

In the present study, we evaluated the impact of dietary composition on systemic
inflammatory and metabolic markers in a selected group of severely-obese patients
undergoing bariatric surgery. Due to the major dietary, metabolic and anthropometric
changes imposed by the surgery, we could reevaluate the same subjects after a short

period of time, to estimate how changes in these parameters affected inflammation.

To our surprise, except for an inverse correlation between blood adiponectin levels and
leucocyte counts, only the relative amounts of saturated and unsaturated fats in the diet of

obese patients before surgery correlated with systemic markers of inflammation.
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The association of dietary factors with inflammation in humans has been addressed by

1315 "and also by some dietary intervention studies ***. Fung and

observational studies
coworkers found that overall dietary patterns are predictors of plasma biomarkers of
cardiovascular disease, and obesity risk, when evaluating the differences between men

consuming a high- versus a low-fat diet '

. Analysis of data obtained from 4,900 adults in
the 1999 to 2000 National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES 99-00)
showed an association between saturated fat consumption and elevated CRP ™.
Moreover, a cross-sectional study of 732 women from the Nurses’ Health Study | cohort
revealed a positive association between CRP and markers of endothelial dysfunction and
a western dietary pattern; in addition, levels of CRP were higher in the highest quintile of
saturated fat intake '°. On the other hand, intake of (n-3) fatty acids was inversely
associated with biomarkers of inflammation '°. These data support an association between
dietary patterns, particularly concerning different types of fat content, and systemic
inflammation. However, results from intervention studies have been somewhat conflicting.
Pirro and coworkers showed a decrease in CRP levels that was induced by a low-
saturated-fat diet in subjects with hypercholesterolemia ??, but experimental diets with
substitution of saturated and trans fatty acids in a standard-fat diet did not produce any
significant effect on CRP levels ?°. Some randomized trials have reported anti-
inflammatory effects of the consumption of a Mediterranean-style diet 2 and with alpha-
linolenic acid supplementation 22, In contrast, while a few studies with eicosapentaenoic
acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) supplementation have demonstrated an

2728 'most reported null effects 2°*. However, none of

improvement in inflammatory status
these studies evaluated severely-obese subjects. Interestingly, one recent study reported

that consumption of a saturated fatty acid rich diet resulted in the increased expression of
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genes involved in inflammation processes in adipose tissue, while a monounsaturated fatty

acid rich diet led to a more anti-inflammatory gene expression profile '°.

ESR and CRP are sensitive, non-specific markers of inflammation, and have long been
employed for clinical purposes. Both have been reported to increase in obesity and insulin
resistance, suggesting an association of these conditions with chronic systemic
inflammation ®3. CRP is an acute phase protein, and has been the most studied
biomarker of inflammation. Large prospective studies showed that it is an independent
predictor of cardiovascular events * *°. The rise in CRP levels in obesity is probably
related to the infiltration of macrophages into the adipose tissue and release of
inflammatory cytokines, including IL-6, which leads to increased production of CRP by the
liver *'. Weight loss results in concomitant reduction of ESR and CRP *, but the
mechanisms that connect body mass loss with decreased inflammation are not clear.
Although we observed a reduction in both of these biomarkers after body mass loss, their
levels before surgery were better correlated with the relative amounts of saturated and

unsaturated fats consumed than to the body mass itself.

In summary, this study evaluated the role of dietary composition in severe obesity. Even
with a small number of patients, a strong correlation was found with two widely used
markers of systemic inflammation, which reinforces the usefulness of these markers for
population screening. Although we tested many other factors that could impact on
inflammation, only dietary factors were significantly correlated, strengthening the role of

diet as the main environmental cue contributing to obesity-linked subclinical inflammation.
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Table 1. Comparison between anthropometric and inflammatory parameters.
*p<0.05.

Parameter
Parameter 1 2 R p
Body mass index vs. Blood leucocyte 0.17 0.59
ESR 0.35 0.27
CRP 0.43 0.15
TNF-a 0.21 0.48
IL-1b 0.002 0.99
IL-6 -0.29 0.33
IL-10 0.32 0.29
Waist circumference vs. Blood leucocyte -0.15 0.63
ESR 0.26 0.41
CRP 0.28 0.36
TNF-a 0.43 0.14
IL-1b 0.26 0.40
IL-6 0.46 0.11
IL-10 0.46 0.12
Fasting glucose vs. Blood leucocyte -0.003 0.99
ESR 0.003 0.99
CRP 0.05 0.87
TNF-a -0.37 0.21
IL-1b 0.02 0.94
IL-6 0.004 0.99
IL-10 -0.51 0.07
Insulin vs. Blood leucocyte 0.20 0.51
ESR -0.25 0.44
CRP -0.29 0.33
TNF-a 0.29 0.34
IL-1b 0.36 0.23
IL-6 0.23 0.45
IL-10 -0.09 0.76
HOMA IR vs. Blood leucocyte 0.19 0.52
ESR -0,21 0.51
CRP -0.26 0.39
TNF-a 0.23 0.46
IL-1b 0.36 0.23
IL-6 0.21 0.50
IL-10 -0.14 0.64
Leptin vs. Blood leucocyte 0.27 0.37
ESR -0.09 0.78
CRP -0.30 0.31
TNF-a 0.004 0.99
IL-1b -0.13 0.68
IL-6 -0.18 0.56
IL-10 -0.26 0.40
Adiponectin vs. Blood leucocyte -0.73* 0.005
ESR -0.32 0.31
CRP -0.13 0.68
TNF-a -0.24 0.42
IL-1b -0.08 0.80
IL-6 0.15 0.63
IL-10 -0.38 0.20
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Table 2. Comparison between fat intake and inflammatory parameters.

Parameter 1 Parameter 2 R p

Amount fat/day (g) vs. Blood leucocyte 0.32 0.28
ESR 0.02 0.94
CRP 0.03 0.93
TNF-a -0.05 0.88
IL-1b 0.15 0.63
IL-6 -0.37 0.21
IL-10 -0.16 0.60

Amount fat/day (%kCal) vs. Blood leucocyte 0.13 0.68
ESR 0.08 0.81
CRP 0.43 0.15
TNF-a -0.18 0.55
IL-1b 0.24 0.42
IL-6 -0.15 0.62
IL-10 -0.24 0.43

Table 3. Comparison between type of fat consumed and inflammatory parameters.
*p<0.05.

Parameter 1 Parameter 2 R p
Saturated fat (%) vs. Blood leucocyte -0.15 0.62
ESR 0.61* 0.03
CRP 0.51 0.07
TNF-a 0.05 0.88
IL-1b 0.43 0.14
IL-6 0.33 0.27
IL-10 -0.03 0.93
Monounsaturated fat (%) vs. Blood leucocyte 0.29 0.34
ESR -0.48 0.11
CRP -0.59* 0.03
TNF-a -0.17 0.58
IL-1b -0.45 0.12
IL-6 -0.27 0.37
IL-10 -0.07 0.82
Polyunsaturated fat (%) vs. Blood leucocyte -0.01 0.97
ESR -0.59* 0.04
CRP -0.31 0.30
TNF-a 0.08 0.80
IL-1b -0.31 0.30
IL-6 -0.31 0.31
IL-10 0.11 0.72
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Figure 1. Graphic representation of the correlations between erythrocyte sedimentation
rate (ESR) and relative intake of saturated fat (SAT) (A), ESR and relative intake of
polyunsaturated fat (PUFA) (B) and c-reactive protein and relative intake of

monounsaturated fat (C) in all patients before surgery.
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Abstract

Context: Recent studies have shown that xenin can act in the hypothalamus reducing
food intake through a leptin-, and melanocortin system-independent mechanism.
Objective: Evaluate the impact of body mass reduction on the blood and cerebrospinal
fluid levels of xenin. Design and setting: Thirteen obese patients (11 women) selected for
roux-in-Y gastric bypass surgery were evaluated before and approximately eight months
after surgery. Xenin was determined in serum and cerebrospinal fluid by
radioimmunoassay. Results: As compared with lean subjects, obese patients have
increased blood levels of xenin, which reduce after surgery. There are significant
correlations between blood xenin and blood leptin and insulin levels. Cerebrospinal fluid
concentration of xenin is approximately 10-fold lower than blood levels, and is significantly
higher in obese, as compared with lean subjects, returning to normal levels after body
mass reduction. There is a significant linear correlation between cerebrospinal fluid and
blood levels of xenin. Conclusion: Xenin is present in the human cerebrospinal fluid in a
concentration approximately 10-fold lower than the blood. Both, blood and cerebrospinal
fluid xenin, are correlated with blood levels of important markers of adiposity, leptin and
insulin. The levels of cerebrospinal fluid xenin are linearly correlated with blood xenin,
independently of patient body mass, suggesting that its transport across the blood brain

barrier is not saturated in the concentration range detected in this study.
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Introduction

The neurotensin-like hormone, xenin, is produced by the gastric mucosa, and secreted
predominantly after meals (1). Initial reports provide evidence for a role of xenin in the
control of exocrine pancreatic function (1). However, recent studies have shown that xenin
produces a potent anorexigenic effect (2-5) by acting in the hypothalamus independently

of leptin and of the AgRP/melanocortin system (4).

Leptin provides the most robust adipostatic signal to the hypothalamus (6). It acts
predominantly in the arcuate nucleus inhibiting NPY/AgRP, while stimulating POMC
neurons (6). Studies performed right after leptin identification frustrated the initial
expectations regarding its potential therapeutic use in obesity (7,8). In fact, obese patients
present a defective transport of leptin through the blood-brain barrier (BBB) (9) and animal
models of obesity are leptin resistant due to an impaired signal transduction (10). Thus, it
is expected that mechanisms capable of bypassing the leptin signal in the hypothalamus

may be useful for treating obesity.

As xenin exerts a leptin-independent, central nervous system (CNS) — dependent
anorexigenic action, we decided to evaluate the blood and cerebrospinal fluid (CSF) levels
of this hormone in massively-obese patients before and after body mass reduction
provided by bariatric surgery. Our results suggest that, in contrast to leptin, xenin transport

across the BBB is preserved in obesity.

Patients and methods

Patients (13, 11 females) were selected at the Clinics Hospital of the University of

Campinas. Bariatric surgery was recommended according to the National Institutes of
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Health criteria (11). Patients from 18 to 60 years of age were considered eligible for the
study. Exclusion criteria were inflammatory or infectious diseases, diabetes mellitus,
neurologic or psychiatric illnesses, alcohol consumption of more than 30/15 g per day for
men and women, respectively, smoking, and use of psychotropic or anti-inflammatory
drugs. Patients were evaluated before and approximately eight months after a Roux-in-Y
gastric bypass, performed as previously described (12). Anthropometric evaluation was
performed at every visit. Lean subjects were selected among students of the University of
Campinas, while cerebrospinal fluid (CSF) samples were obtained from lean subjects
undergoing routine examinations, who revealed no illness after completion of the

investigation.

Blood and CSF samples were collected after an overnight fast on the day of the surgery
and on the final visit, approximately 8 months later. Insulin, leptin, and adiponectin were
evaluated in sera using ELISA kits from Millipore (Billerica, MA, USA). Xenin levels in both
serum and CSF were determined using a RIA kit from Phoenix Pharmaceuticals
(Burlingame, CA, USA). CSF and blood biochemical parameters were measured using
automated methods from Beckman Coulter (Brea, CA, USA) and F. Hoffmann-La Roche

(Basel, Switzerland).

The study was approved by the University of Campinas Ethics Committee, and written
informed consent was obtained from all patients. A two-tailed, paired t test was used to
evaluate changes from baseline conditions to those at 8 months. Xenin data in blood and
CSF were analyzed using the Pearson’s correlation coefficient. A p<0.05 was accepted as

significant.
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Results

Approximately eight months after surgery, significant reductions in body mass index and
waist/hip ratio were accompanied by the reductions of the systemic markers of

inflammation, C-reactive protein and erythrocyte sedimentation rate (Table 1).

Obese patients had a significantly higher mean serum xenin level than lean subjects and,
after body mass reduction, the levels were normalized (Fig. 1A); however, there were no
significant correlations between these parameters. Nevertheless, significant correlations
were observed between serum xenin and serum leptin and serum insulin, two important
markers of adiposity (Table 2). No correlations were detected between serum xenin and

serum adiponectin, serum IL10 and serum IL6 (Table 2).

Similarly to serum xenin, in the CSF, the levels of the hormone, which are approximately
10-fold lower than serum levels, were significantly higher in obese subjects before surgery,
returning to levels similar to those of lean subjects after body mass reduction (Fig. 1B).
Although CSF xenin was not correlated with BMI, it correlated significantly with other
markers of adiposity, leptin (Fig. 1C) and insulin (Fig. 1D), and inversely correlated with
adiponectin (Fig. 1E). Interestingly, there was a significant linear correlation between
serum and CSF xenin (Fig. 1F). Finally, as in serum, CSF xenin was not correlated with

CSF levels of the cytokines IL10 and IL6 (Table 3).

Discussion

A number of peptides are produced by the gastrointestinal tract in response to the
presence or, eventually, the absence of food (13). Most of these peptides are known to

produce modulatory effects on food intake, and by several means, have been tested for
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their potential use in obesity. Unfortunately, on most occasions, pharmacological or
genetic manipulation of these systems result only in immediate changes in food intake,
producing no long-term changes in body adiposity (14). One exception is GLP1; both in
experimental models and humans, the increased activity of this peptide results in some
change in body mass. However, in patients using drugs that either reduce the activity of
the GLP1 degrading enzyme, DPP-IV, or mimic the peptide’s action, the resulting body

mass variation is, at most, 5% (15).

In general terms, by far the most robust result in body mass is obtained by modulation of
the leptin signaling system (6). Increases of more than 100% in adiposity are achieved in
both humans and animals lacking leptin or a functional leptin receptor (16). Most of the
adipostatic effect of leptin in the hypothalamus depends on a functional melanocortin
system (14,16). This is supported by the fact that the most prevalent human monogenic
defects leading to massive obesity are the mutations of the MC4R, one of the receptors for
POMC (16). Since, in most cases of obesity, there is a resistance to the action of leptin,
which results in insufficient activation of the melanocortin system, it is suspected that only

approaches bypassing the leptin/melanocortin system will be efficient to treat obesity.

The recent demonstration of the leptin/melanocortin bypassing properties of xenin boosted
the interest in this peptide as a candidate approach to deal with obesity (4). One important
issue when dealing with CNS acting peptides is their capacity to cross the BBB. As for
leptin, defective transport across the BBB is regarded as one of the components of the
resistance to this hormone in obesity (9). Thus, we decided to evaluate the capacity of
xenin to reach the CNS. For this, we evaluated a group of 13 massively-obese patients
undergoing bariatric surgery. Unlike leptin, xenin transport across the BBB seems to be
preserved in obesity, suggesting that this peptide enters the brain either by a non-

saturable transport system, or, the threshold for saturation is higher than the blood
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concentration achieved in obesity. Recent studies have demonstrated that both central
and peripheral administration of xenin to rodents (2,4,5) or chicks (3), results in reduction
of food intake in a dose-dependent manner. Peripheral administration of xenin stimulates
c-Fos expression in the hypothalamus (3,4) and nucleus of the solitary tract of the
brainstem (17), indicating that the peripherally-produced hormone exerts its effects, at
least in part, by a direct action on the central nervous system. The observation of a similar
anorectic effect after xenin administration in animal models of obesity, including ob/ob and
agouti mice (4), suggested that xenin can alter feeding independently of leptin and the
melanocortin signaling pathway, and that obesity in these models is not associated with
resistance to xenin actions, raising the interest in xenin as a therapeutic option for obesity.
However, one study demonstrated that chronic peripheral administration of xenin to mice
had no significant effect on daily food intake or body weight (5). The authors pointed out
that this may be due to the relatively low doses used, and further studies are required to

address the therapeutic potential of xenin.

Our results show that xenin levels are significantly correlated with systemic levels of
known markers of adiposity, but not with BMI. The possible reasons for this are the
relatively small size of the sample, or the fact that BMI does not reflect body adiposity

accurately in all subjects.

Fasting xenin levels, both in serum and CSF, were significantly higher in obese subjects
and decreased after surgery, reaching levels similar to those of lean subjects. Conversely,
fasting serum levels of other satiety factors, including peptide YY (PYY) and GLP-1, are
reduced in obesity and increase after surgery, in line with their action in promoting satiety
(18—20). The reasons for this discrepancy are unclear. These studies have also shown

that postprandial release of these peptides is lower in obese than in lean subjects (18-20).
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We did not evaluate xenin response after food ingestion, and it is possible that this

response is blunted in obesity, despite higher fasting levels.

In the present study, we have demonstrated for the first time the presence of xenin in the
CSF of humans, and that fasting serum and CSF levels of this peptide are increased in
obesity and decrease after bariatric surgery-induced body mass loss. Importantly, xenin
transport across the BBB seems preserved in obesity. Although xenin properties point to
an interesting option for therapeutic purposes, its precise role in obesity and related

diseases remains to be determined.
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Table 1. General parameters of the subjects.

Obese BS Obese AS Lean
Gender (F/M) 11/2 11/2 6/2
Age (y) 34+10 35+10 29+4
BMI (kg/m2) 39+2 28+3* 2142%
Waist/Hip 0.86+0.18 0.83+0.12* 0.79+0.09*
CRP (mg/dL) 0.91+0.70 0.174£0.02* 0.13+0.02*
ESR (mm/1h) 26116 1619* 14+12*

Obese BS, obese before surgery; Obese AS, obese after surgery; F,
female; M, male; y, years; BMI, body mass index; CRP, C-reactive

protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate. *p<0.05 vs. obese BS.
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Table 2. Correlation of serum xenin with BMI and serum

hormones and cytokines.

r p
BMI (Kg/m?) x Serum Xenin (pg/mL)
Lean -0.15 0.71
Obese BS 0.29 0.32
Obese AS 0.47 0.11
Lean+Obese BS+Obese AS 0.12 0.47
Serum Xenin (pg/mL) x Serum Leptin (ng/mL)
Lean 0.25 0.55
Obese BS 0.13 0.65
Obese AS 0.31 0.17
Lean+Obese BS+Obese AS 0.41 0.05 *
Serum Xenin (pg/mL) x Serum Insulin (pmol/L)
Lean 0.71 0.04*
Obese BS 0.49 0.08
Obese AS 0.09 0.76
Lean+Obese BS+Obese AS 0.43 0.01*
Serum Xenin (pg/mL) x Serum Adiponectin (pg/mL)
Lean -0.18 0.66
Obese BS -0.03 0.91
Obese AS 0.09 0.76
Lean+Obese BS+Obese AS -0.18 0.29
Serum Xenin (pg/mL) x Serum IL10 (pg/mL)
Lean -0.05 0.88
Obese BS 0.09 0.75
Obese AS -0.18 0.54
Lean+Obese BS+Obese AS 0.01 0.93
Serum Xenin (pg/mL) x Serum IL6 (pg/mL)
Lean -0.08 0.83
Obese BS -0.20 0.49
Obese AS 0.05 0.84
Lean+Obese BS+Obese AS 0.01 0.98

BMI, body mass index; Obese BS, obese before surgery; Obese AS,
obese after surgery; IL10, interleukin-10; IL6, interleukin-6. *p<0.05.
127



Table 3. Correlation of CSF xenin with BMI and CSF cytokines.

r P

BMI (Kg/m?) x CSF Xenin (pg/mL)

Lean 0.03 0.95

Obese BS 0.34 0.32

Obese AS 0.38 0.24

Lean+Obese BS+Obese AS 0.01 0.93
CSF Xenin (pg/mL) x CSF IL10 (pg/mL)

Lean -0.01 0.97

Obese BS -0.33 0.33

Obese AS -0.18 0.58

Lean+Obese BS+Obese AS 0.01 0.93
CSF Xenin (pg/mL) x CSF IL6 (pg/mL)

Lean 0.53 0.35

Obese BS 0.49 0.14

Obese AS 0.30 0.36

Lean+Obese BS+Obese AS 0.20 0.31

BMI, body mass index; CSF, cerebrospinal fluid; Obese BS, obese before surgery;

Obese AS, obese after surgery; IL10, interleukin-10; IL6, interleukin-6.
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Figure 1. The mean concentrations of xenin in the serum and cerebrospinal fluid (CSF) of lean
(Le), obese patients before surgery (ObB) and obese patients after surgery (ObA), are presented in
A and B, respectively. The graphic representations of the correlations between serum leptin (C),
insulin (D) and adiponectin (E) vs. CSF xenin are depicted. The graphic representation of the
correlation between serum and CSF xenin is shown in F. In all figures, lean controls = 8; obese

patients = 13; in A and B, *p<0.05 vs. Le, #p<0.05 vs. ObB.
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