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RESUMO

Objetivos: avaliar os niveis séricos de RBP4 em pacientes obesas diabéticas em
comparacao a pacientes nao diabéticas na pré-menopausa. Avaliar a correlacao
da concentragéo sérica de RBP4 com marcadores bem estabelecidos de Rl e SM.
Comparar entre os grupos a porcentagem de gordura corporal (%GC) e espessura
da camada intima-média carotidea (EIMC), verificando a influéncia do DM2 nos

grupos.

Métodos: foram avaliadas mulheres (n = 139) divididas em trés grupos: Grupo 1
(Controles; n = 45); Grupo 2 (Obesas; n = 53); Grupo 3 (Obesas DM2; n = 41),
denominados G1, G2 e G3. Foram avaliados parametros bioquimicos,

antropométricos e de composicao corporal.

Resultados: houve diferenca estatistica significante entre os grupos nos
parametros relativos a caracterizacdo da amostra quanto aos perfis esperados da
sindrome metabdlica, DM2 e obesidade. Porém, os niveis de RBP4 ndo se
comportaram como esperado se comparado aos primeiros estudos a respeito da
proteina carreadora do retinol.

Conclusées: A RPB4 ndo se mostrou um bom marcador de Rl e risco
cardiovascular, pois entre os grupos sua distribuicdo nao foi uniforme. De acordo
com a analise dos dados obtivemos em G1 correlagdes positivas da RBP4 com
IMC (p<0,05), hemoglobina glicada (p<0,05), insulinemia de jejum (p<0,05); em G2
com hemoglobina glicada (p<0,01); G3 com hemoglobina glicada (p<0,05),

glicemia de jejum (p<0,01), HOMA-IR (p<0,01).



ABSTRACT
Objectives: to evaluate the levels of serum RBP4 in premenopausal obese
diabetic patients compared with nondiabetic patients. To evaluate the
correlation between serum RBP4 with well-established markers of IR and MS.
Compare between groups the percentage of body fat (% BF) and thickness of
carotid intima-media (CIMT), checking the influence of T2DM into groups.
Methods: We evaluated 139 women which were divided into 3 groups: Group 1
(Control, n = 45), Group 2 (obese, n = 53) and group 3 (obese T2DM, n = 41),
known as G1, G2 and G3. We assessed biochemical, anthropometric and body

composition parameters.

Results: There was no statistically significant difference between groups in the
parameters for sample characterization regarding the expected profiles of
metabolic syndrome, type 2 diabetes and obesity. However, RBP4 levels did
not behave as expected when compared to the first studies about the retinol-

binding protein.

Conclusions: The RPB4 is not a good marker of IR and cardiovascular risk,
because distribution between the groups was not uniform. According to data
analysis, we obtained in G1 positive correlations of RBP4 with BMI (p <0.05),
and glycated hemoglobin (p <0.05), fasting insulin (p <0.05); in G2 with
glycated hemoglobin (p <0.01); G3 with glycated hemoglobin (p <0.05), fasting

glucose (p <0.01), HOMA-IR (p <0.01).
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1.1. OBESIDADE — CONCEITO e EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia de DM2 tem aumentado de forma alarmante nas ultimas

décadas paralelamente ao aumento da incidéncia de obesidade. (1)

Mundialmente, foi estimado que 1,6 bilhées de adultos (com 15 anos ou mais)
estavam com sobrepeso (IMC entre 25 e 30 kg/m?) e 400 milhdes estavam obesos
(IMC > 30 kg/m?) em 2005. Em 2015, é esperado que haja 2,3 bilhdes de

individuos com sobrepeso e mais de 700 milhdes de adultos obesos. (2)

No Brasil, segundo pesquisa do IBGE realizada em 2008 e 2009, a obesidade

atinge 12,4% dos homens e 16,9% das mulheres adultos. (3)

Embora a obesidade possa ser simplesmente definida como uma desordem de
excesso de gordura corporal, a maior parte dos efeitos ocorre em outros tecidos

como hepatico, musculoesquelético, sistema vascular, etc.

O desequilibrio energético, principal causa da obesidade, é resultado da soma
dos seguintes fatores: aumento da ingestdo alimentar, diminuicdo do gasto de
energia e capacidade de estocar ou consumir gordura. As causas sao as mais

variadas e estéo ilustradas na (FIG. 1). (2)
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Figura 1. Causas da obesidade. Natureza multifatorial da obesidade.

22



A complexa etiopatogenia relacionando obesidade, DM2, HAS e dislipidemias
envolve mecanismos que vao desde o aumento da Rl passando pela producéo,

nos adipdcitos, de fatores circulantes pro-inflamatérios e pré-oxidantes. (4)

A obesidade esta associada com o risco aumentado de desenvolvimento de
resisténcia a insulina, DM2 e doencas cardiovasculares através de diversos

mecanismos. Estes mecanismos serdo mais explorados ao longo deste trabalho.
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1.2. O TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo (TA) é o maior 6rgao enddcrino do corpo humano, regulando
a homeostasia da glicose, producao de esteroides, o funcionamento do sistema

imune, hematopoese e a funcao reprodutiva. (5)

Além de ser a maior fonte de combustivel do corpo, o tecido adiposo e os
macrofagos (MO) contidos no mesmo sao responsaveis por secretar citocinas pro-

inflamatérias, como por exemplo TNF-a e IL-6. (6)

O consumo de alimentos, atividade fisica, heranga genética, fatores
psicolégicos, género e caracteristicas étnicas estao entre os fatores importantes
que contribuem para a quantidade e localizagao da distribuicdo do tecido adiposo.
A quantidade de adipécitos reflete o balanco entre o depédsito de gordura
(lipogénese) e sua degradacao (lipdlise). Os lipidios contam 85% do peso do
tecido adiposo, e 95% do conteudo dos adipdcitos € preenchido por TG. Os 5%
restantes sdo agua e proteinas, incluindo adipoquinas — fatores enddcrinos e

paracrinos, incluindo membros da familia das citocinas. (6)

Os adipocitos tém origem das células tronco mesenquimais, entretanto
possuem aspectos morfoldégicos e funcionais diferentes. Deste modo, os
adipécitos da regido intra-abdominal tém pouca capacidade de proliferacdo e
diferenciacdo, mas possuem maior capacidade de aumentar seu volume do que
os adipdcitos da regido subcutanea periférica. Por possuirem menor numero de
receptores de insulina, sdo mais resistentes a ela e portanto mais lipoliticos. Por

outro lado, exibem mais receptores B-adrenérgicos e respondem aos estimulos
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catecolaminérgicos com aumento da lipélise e liberacao de acidos graxos livres
(AGL) e glicerol. Em suma, estes adipécitos tém menos capacidade de armazenar

gordura. (7)

Na regido periférica os adipdcitos sdo menores em tamanho, porém mais
diferenciaveis e proliferativos. S&o0 mais sensiveis a insulina e apresentam menos
receptores B-adrenérgicos e mais receptores a-1-adrenérgicos. Assim sd0 menos

lipoliticos. O que significa dizer que possuem alta capacidade de estocar gordura.

(7)

Apesar de forte relagdo epidemiologica o excesso de peso nédo explica todo o
risco no desenvolvimento do DM2. Jean Vague, em 1947, iniciou estudos que
deixaram evidentes que a obesidade central estava mais relacionada ao DM2 do
que a obesidade periférica, ou seja, individuos com maior relagéo cintura-quadril
ou circunferéncia abdominal. (8) E necessario, porém, avaliar através de métodos
de imagem mais complexos onde, se no compartimento visceral ou subcutaneo,
esta adiposidade esta localizada pois a adiposidade visceral esta mais ligada ao

desenvolvimento de Rl e DM2. (9)

Ha também relacbes com a escassez do TA e DM2, por exemplo no caso de
pacientes lipoatréficos. Recentes estudos nocautearam em animais o gene do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) do adipécito. Estes animais
apresentaram RI em musculos e figado, inclusive com queda na atividade da

fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K) — efeitos similares presentes no DM2. (10)
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Mais tarde desenvolveram um modelo sem TA, havendo nestes animais
deposicao ectopica de gordura preservando-se os mesmos efeitos do DM2.
Cirurgicamente implantaram tecido adiposo nos animais, revertendo-se a condi¢do
do DM2. (11) Foi sugerido entdo, o conceito de “deposi¢cao ectopica de gordura”
realizando a ligagdo entre deposicao intramuscular e intra-hepatica de gordura

comaRI. (12)

E bem estabelecido o conceito de que a obesidade, especialmente central,
esta ligada ao aumento da Rl e doencgas cronicas correlatas, como HAS, DCV,
DM2 e esteatose hepatica ndo alcodlica. Entretanto, ainda nos anos 80,
descreveram a existéncia de individuos metabolicamente obesos porém com peso
normal. Estes individuos eram insulinorresistentes, com notada deposicéo
ectépica de gordura. O que permanece em discussdao é a forma como estes
diferentes modos e mecanismos de deposicdo de gordura ocorrem e afetam a

sensibilidade a insulina. (13)
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1.1.1. ADIPOCINAS E SEU PAPEL NO DESENVOLVIMENTO DE SM, DCV E

DM2

Adipocinas (ou adipoquinas) sao citocinas produzidas e secretadas pelo TA.
Muitos estudos propuseram um papel central deste o6rgdo endocrino
predominantemente nas rotas de armazenagem de gordura e acgao insulinica. A
producdo desregulada dessas adipoquinas pode modificar a homeostase
metabdlica, as quais tém sido sugeridas como bons marcadores plasmaticos de
sindrome metabdlica. As adipoquinas desempenham um papel importante na
homeostasia energética, sensibilidade a insulina (Sl), resposta imunologica e

doenca vascular (DV). (FIG. 2)

Podem ser agrupadas, de acordo com a principal fungdo, em adipoquinas com

funcao imunoldgica, cardiovascular, metabdlica e endécrina (6):
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Figura 2. Adipoquinas secretadas pelo TA. Adaptado de: Maury E.

Endocrinology — 1,16- 314 (2010).
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A interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e os fatores do
complemento B, C3 e D (adipsina) sao adipoquinas com funcéo imunolégica. Sao
produzidas pelos adipdcitos em resposta a estimulos infecciosos ou inflamatérios

contribuindo significativamente para a inflamacao sistémica. (6,14)

a) TNF-a é uma citoquina pro-inflamatéria, produzido pelo tecido muscular,
adiposo e linfoide. Diminui a resposta a insulina através da diminuicdo da
expressdao a superficie celular dos transportadores de glicose (GLUT4),
fosforilacdo do substrato 1 dos receptores de insulina (IRS-1) e fosforilacao
especifica do receptor da insulina. E também proposta acdo reguladora da massa
de tecido adiposo, através da diminuicdo da diferenciacdo dos pré-adipdcitos e
induz a apoptose (in vitro) e da indugdo da lipélise (in vitro e in vivo). Existe
associagdo dos niveis séricos do TNF-a com a RI, observando-se valores

elevados na obesidade que diminuem com a perda de peso (6, 15).

b) IL-6 € uma citoquina imunomoduladora com agao pro-inflamatoéria e enddcrina.
O TA (preferencialmente a gordura visceral) é a principal fonte de IL-6 circulante
nos estados nao inflamatérios (8,9). Também ocorre secrecdo de IL-6 no
hipotalamo onde se pensa que desempenha um papel na regulacdo do apetite e
no gasto energético. Os seus niveis estdo aumentados na obesidade (tanto os
séricos como os do tecido adiposo) e diminuem com a perda de peso. E também

marcador de Rl (14,15).
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No grupo das moléculas com funcdo -cardiovascular destacam-se as
componentes do eixo renina-angiotensina e o inibidor de ativacdo do

plasminogénio (PAI-1).

c) PAI-1 é uma proteina anti-fibrinolitica produzida, sobretudo pelo figado e
também tecido adiposo, que é a sua principal fonte na obesidade. Os niveis de
PAI-1 correlacionam-se com a gordura visceral (obesidade central). Esta molécula
esta envolvida na patogénese DCV pois é promotor da aterogénese, através do
aumento da deposicao de plaquetas e fibrina na placa ateromatosa em formacéo.
O aumento os seus niveis esta associado a enfarte agudo do miocardio e

trombose venosa profunda. (6,14)

d) Angiotensina Il (AT -Il). Sdo produzidos pelo TA todos os componentes do eixo
renina-angiotensina. Os adipdcitos expressam receptores desta adipoquina e sua
ativacao promove a diferenciacdo do pré-adip6cito induzindo a lipogénese, o que

sugere papel no eixo na regulagédo do metabolismo e do peso corporal. (15).

e) Adiponectina é uma proteina produzida somente nos adipdcitos e seus niveis
encontram-se diminuidos na obesidade e RI. Tem fung&o anti-aterogénica e regula

a homeostasia dos lipidios e glicose. Potencializa a acdo da insulina e reduz a
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producdo de glicose hepatica. Induz a oxidacao de lipidios e tem acao anti-

inflamatéria. (6)

f) Visfatina é produzida pelo tecido adiposo visceral (TAV) e tem acgao insulino-

mimética in vitro e in vivo, através da ligacdo e ativagdo do receptor da insulina.

(6)

g) Leptina é uma citocina com funcao endécrina e tem producao quase exclusiva
pelo TA que é regulada por alteragdes induzidas pela insulina neste tecido, sendo
gue seus niveis estdo correlacionados com a massa de TA. Além disso, tem uma
acao reguladora da imunidade e resposta inflamatéria. A resisténcia a acao da

leptina podera conduzir ao DM2 associado a obesidade. (4)

h) Proteina Carreadora do Retinol 4 (Retinol Binding Protein 4 — RPB4)

A proteina carreadora do retinol 4 (RBP4) € uma adipoquina com descoberta

recente, relatada por contribuir com a Rl e DM2.

A RBP4 pertence a familia das lipocalinas. Sao proteinas que transportam
pequenas moléculas hidrofébicas. Ela transporta a vitamina A (retinol) do figado
para os tecidos periféricos. O gene que codifica esta proteina localiza-se no
cromossomo 10 (10923.33) préximo as regides que codificam genes ligados ao
aumento dos niveis de glicemia de jejum (17), como por exemplo o gene TCF7L2

(10925.3) que controla os genes CREB e Fox01 (FIG. 3). (18)
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Figura 3. Cromossomo 10. Localizacdo do gene da RBP4 (10g23.33) e um dos

responsaveis pelo aumento da glicemia de jejum (10g25.3). NCBI Map Viewer.
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O figado € responsavel pela maior expressdo de RBP4. Entretanto, a segunda
maior expressao desta proteina fica por conta do TA, cerca de 20% a 40% do que

€ expresso no figado. (19)

A funcéo fisiologica exata da RBP4 derivada do adipécito ndo esta clara. Um
recente estudo mostrou que a vitamina A e seus metabolitos regulam o
mecanismo de adipogénese. A deficiéncia genética que causa diminuicdo na
sintese do &cido retindico diminuiu a obesidade induzida por dieta em ratos.

(20,21)

A producdo de RBP4 estd elevada em modelos animais com resisténcia a
insulina grave (knockout GLUT4 apenas no tecido adiposo), levando ao
upregulation dos niveis e expressdo da RBP4, além de hiperglicemia através da
interferéncia da sinalizacao insulinica, porque causa a inibicdo da PI3K e do IRS-

1, no musculo esquelético e no figado. (21)

A proteina transmembrana transportadora de glicose GLUT4 é o agente
limitante do uso de glicose pelo musculo e tecido adiposo. Quando ha R, a
expressdao do GLUT4 é diminuida no tecido adiposo, mas ndo no musculo
esquelético. Este fato € quase universal nos estados em que ha RI: obesidade,

DM2 e SM. (22)

Animais com super-expressdo do GLUT4 apenas no tecido adiposo, e
expressao normal nos musculos, mostraram menor Rl do que os que tiveram o
GLUT4 nocauteado apenas no tecido adiposo, sugerindo que algum fator ecretado

pelo tecido adiposo provoca este efeito nas vias de sinalizagao da insulina. (22)
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Figura 4. Mecanismo de acao da RBP4 em animais knockout GLUT4.

Adaptado de: Tamori Y. Nature Medicine - 12, 30 - 31 (2006)
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Ao nivel dos tecidos periféricos a RBP4 pode agir diretamente ligando-se aos
receptores da superficie celular ou através do acido retindico (AR) (que liga-se ao

CRBP — cellular retinol binding protein).

Mesmo antes da RBP4 ser considerada uma adipoquina, existiam relatos de
aumento de RBP4 no soro e urina de pacientes com DM2. Contudo, nédo foi

sugerida nenhuma causalidade. (23,24)

Os niveis séricos de RBP4 estdo aumentados em individuos com tolerancia
diminuida a glicose, DM2 e se correlacionam inversamente com a sensibilidade a
insulina em individuos néo diabéticos com histérico de DM2 familiar. Os niveis de
RBP4 se correlacionam com o grau de resisténcia a insulina nestes sujeitos e esta

relacdo é independente da obesidade. (25,26)

Ha muitas variantes genéticas do gene codificador da RBP4 associadas com
Rl e DM2. Sendo assim ha a possibilidade de alteracdo em diversos parametros
correlatos. Como exemplos podemos citar: dois haplétipos (SNP (alelo de risco):
rs3758538(A), rs3758539(G), rs10882283(G), c248C44TOC(T), rs12265684(G),
rs10882273(C); e rs3758539(G), 390COG(G), 406TOC(T), rs36014035(G),
rs12265684(G), rs34571439(T), rs12766992(G), rs10882273(C)) estéo
significativamente aumentados em caucasianos com DM2 quando comparados a

controles saudaveis. (27).

Quatro SNPs na populacao da Mongdlia (SNP (alelo de risco): rs3758539(A),

rs7094671(T), rs12265684(C), e 7542TOdel(del)) e os haplétipos na populacao do
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sul da india (rs3758538(C), rs3758539(T), rs36014035(G), e rs34571439(T))

também foram associados ao DM2. (27,30).

O haplétipos (SNP (alelo de risco) rs3758538(A), rs3758539(G),
rs10882283(G), ¢248C44TOC(T), rs12265684(G), rs10882273(C)) é também
associado a altas taxas de glicemia de jejum e no TTOG de duas horas em

pacientes nao diabéticos caucasianos. (27).

Na populacdo da Mongédlia, um SNP na regido regulatéria do gene da RBP4
(SNP (alelo de risco) rs3758539(A)) esta associada com crescentes niveis de

RBP4 circulante em pacientes com DM2. (30)

Recentemente, trés SNPs (SNP (alelo de risco): rs974456 (T), rs736118 (A),
and rs4886578 (A)) e dois haplétipos (SNP (alelo de risco): rs974456(C),
rs736118(G), rs4886578(G) e (rs974456(T), rs736118(A), rs4886578(A)) no gene
codificador do receptor de superficie de alta afinidade para a RBP4, STRAG, foi

associado ao DM2. (27).

Além da menor sensibilidade a insulina, um efeito negativo da RBP4 na
secrecdo das células-B é sugerida. Niveis aumentados de RBP4 estao
negativamente associados com a secrecdo de insulina, especialmente em
pacientes caucasianos obesos e com SNPs no gene da RBP4 (SNP (alelo de

risco): rs3758539(A) e rs34571439(G)) (31)
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Estudos identificaram um receptor localizado na superficie celular denominado
STRA6 (stimulated by retinoic acid gene homolog 6). Essa proteina
transmembrana, com alta afinidade para a RBP4, € a maior mediadora da
captacdo intracelular de retinol. SNPs (single nucleotide polimorphisms) na

proteina STRA6 foram ligados a ocorréncia do DM2 (FIG. 5). (27)
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Trabalhos menos recentes sugerem que em humanos 0s niveis séricos
elevados de RBP4 estao associados com a gravidade da resisténcia a insulina,

DM2, obesidade e sindrome metabdlica. (6)

Por outro lado ha certa variedade de recentes estudos que ndo encontram na
proteina carreadora do retinol um biomarcador preciso de Rl e SM em pacientes

diabéticos ou ndo. (32,33,34)

Ha também alguns trabalhos que indicam reduc¢ao nos niveis de RBP4 apds
bypass gastrico com acentuada perda de gordura corporal (35) e aqueles
apontando que o indice RBP-retinol estd aumentado em pacientes com DM2 e

nao os niveis de RBP4 propriamente ditos. (36)
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1.3. DIABETES MELLITUS TIPO 2 e RESISTENCIA A INSULINA

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é considerado, tanto nos paises desenvolvidos
como em desenvolvimento, uma das grandes epidemias mundiais do século. O
aumento no numero de casos é atribuido ao envelhecimento populacional, aos
avangos terapéuticos no tratamento da doenga, e mais fortemente, ao estilo de
vida dos individuos que predispdem ao acumulo de gordura corporal, como por
exemplo: sedentarismo, excesso alimentar, etc. Existem diversas evidéncias sobre

a viabilidade da prevencao, tanto do DM2 quanto de suas complicagdes. (37)

Em termos mundiais, 135 milhdes apresentavam a doenca em 1995, 240
milh6es em 2005 e ha projecao para atingir 366 milhées em 2030, sendo que dois

tercos habitarao paises em desenvolvimento (38)

Entre 1986 e 1988, estimou-se que, em média, 7,6% dos brasileiros com
idades entre 30 e 69 anos apresentavam DM, incidindo igualmente nos dois
sexos, porém, aumentava com A idade e adiposidade corporal. Em cidades como
Séo Paulo e Porto Alegre, foram observadas as maiores taxas, sugerindo o papel

da urbanizagéao e industrializacdo na patogénese do DM2. (39)

Diante de dados alarmantes € fundamental que se reforce o papel definitivo do
estilo de vida moderno que acarreta acumulo de adiposidade corporal,

especialmente na regido visceral, onde apresenta maiores efeitos nocivos. (40)
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A fisiopatologia do DM2 envolve uma combinagédo variavel de resisténcia a
insulina (principalmente no figado e musculo) e diminuicdo na secregéo da insulina
pelas células beta do pancreas. Ambas as situacdoes podem ser influenciadas por
fatores genéticos e ambientais. Além disto, outras alteracdes se relacionam com a
fisiopatologia do DM2, dentre elas a desregulacdo da secrecdo hormonal nos
eixos éntero-hipotalamico e éntero-insular, refletindo a natureza multifatorial da

doencga. (41)

A incapacidade da célula beta em responder a crescente demanda periférica
de insulina, observada durante a evolugdo progressiva da Rl em individuos
intolerantes a glicose, é aceito hoje como o fenbémeno determinante no
desenvolvimento do DM2. Alguns fatos corroboram tal conceito. Primeiro, todos os
pacientes com DM2 tem disfuncdo mensuravel da célula beta; segundo, a
magnitude da insulino-resisténcia, apds instalada sofre pequeno ou nenhum
incremento com o tempo, por outro lado, a deterioracao da funcéo da célula beta é
progressiva; terceiro, ha perda progressiva da resposta da célula beta a

terapéutica com sulfoniluréias. (42)

Durante a evolugao da resisténcia a insulina, particularmente em individuos
obesos, observa-se aumento progressivo da concentracdo sanguinea basal de
insulina. Esse incremento pode ser mantido em algumas pessoas, e perdido em
outras. As primeiras se manterdo normoglicémicas e resistentes a insulina,
enquanto as segundas perderdo definitivamente a capacidade de manter a

homeostase da glicose. (43)

42



A deposicdo ectopica de gordura é melhor preditora e tem papel mais
importante no desenvolvimento da Rl se comparado a deposicéo e avaliacao da
gordura visceral. Isto ocorre porque as células musculares e hepaticas, repletas de
gordura, sofrem interferéncia no seu metabolismo normal. Os metabdlitos dos
triglicerideos tem a capacidade de influir na sinalizagao da insulina, transporte de
glicose, fosforilacdo e sintese de glicogénio muscular bem como aumento da

gliconeogénese hepatica. (44)

A insulina € um horménio produzido pelas células-B pancreaticas (FIG. 6),
tendo sua sintese ativada quando ocorre o aumento dos niveis plasmaticos de
glicose e aminoacidos, agindo em diversos tecidos, particularmente  nos

musculos, figado e TA. (45)
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Figura 6. Células Pancreaticas. Adaptado de: Type 1 Diabetes For Dummies.

2008; p.29.
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A cascata de sinalizacao da insulina divide-se em duas vias principais (FIG. 7).
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A via PISK/AKT medeia a agdo da insulina no metabolismo de nutrientes,
incluindo a glicose. A via Ras/MAPK medeia o efeito da insulina na expresséo
génica e também interage com a via PISK-AKT para controlar o crescimento e
diferenciacao celular. A ativacdo do receptor de insulina leva a fosforilagdo em
tirosina do receptor IRS-1, iniciando o sinal de transducao. A estimulacdo das vias
inflamatorias do NFKB e AP-1 Fos/Jun resulta na ativacdo das serina-quinases,
Ikkb e Jnk1, as quais reduzem a capacidade de sinalizacdo do IRS-1. Algumas
proteinas reguladoras negativos do IRS-1 incluem as proteinas Socs e NO (6xido
nitrico), aumentados durante a inflamacéao e que promovem a degradacao do IRS.
O 6xido nitrico também reduz a atividade da via PI3K/Akt através da s-nitrosacao

da Akt. (46)

No DM2 a RI caracteriza-se por alteracao nas vias de sinalizagdo da insulina,
além de reducdo na fosforilacdo do IRS-1 e IRS-2, na atividade da PI3K, na
translocacdo dos transportadores de glicose e na atividade das enzimas
intracelulares. Diversos estudos tém mostrado que a ativacao da via MAPK pela
insulina ndo esta reduzida no DM2 e nos estados de RI, podendo até mesmo estar
aumentada. Sendo assim, por promover a proliferacdo e diferenciacdo celular, a
via da MAPK contribuiria para desenvolvimento de aterosclerose associada a RI.

(46)

A Rl e o DM2 sao considerados poligénicos, envolvendo polimorfismos em
diversos genes que codificam as proteinas envolvidas nas vias de sinalizacao e

secrecdo da insulina. Alguns estudos in vivo com genes de codificacdo
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nocauteados (IR, IRS-2, Akt-2) provocam DM2, enquanto outros nao (PI3K, IRS-1,

GLUT4), evidenciando a complexidade de tais mecanismos. (46)

A associagdo entre obesidade e DM2 & bem conhecida, entretanto alguns
mecanismos permanecem desconhecidos. Alguns hormdnios, citocinas, proteinas
sinalizadoras podem desempenhar tanto fungbes metabdlicas quanto
imunoldgicas. A resposta inflamatéria crénica, ainda que de baixo grau no caso de
alguns obesos, favorece o catabolismo e suprime as vias anabdlicas, incluindo a
via de sinalizacdo da insulina. Esta teoria é demonstrada pelo aumento da
producdo de TNF-a no TA de humanos obesos. As vias metabdlica e inflamatéria
estdo intimamente ligadas, principalmente pelo fato dos macréfagos (MO) e
adipécitos exercerem funcdes sobrepostas e terem expressdo génica muito
semelhante. Na obesidade os MO se acumulam no tecido adiposo branco e séo
capazes de produzir mediadores inflamatérios que induzem a RI. Este mecanismo
primario de inibicdo das vias da insulina pode ser um dos responsaveis por causar
RI, pois a producdo do TNF-a tém a capacidade de aumentar a fosforilagdo em
serina do IRS-1 e IRS-2 e bloquear os eventos subsequentes da sinalizacdo da

insulina. (47)

Em paralelo a fosforilagdo em serina dos IRS-1 e IRS-2 também pode ocorrer a
s-nitrosacao do IR, IRS-1 e Akt induzidas por iINOS, agravando assim a RI

principalmente no musculo. (47)

Sendo assim, 0s mecanismos citados acima, podem em parte explicar a Rl

observada no DM2 e obesidade.
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1.3.1. Resisténcia a Insulina — Diagnodstico

Em populagbes ndo diabéticas, a Rl pode estar acompanhada de alteragdes
metabdlicas/cardiovasculares, que compreendem: HAS, hipertrigliceridemia,
reducdo do HDL-c, aumento do LDL-c, intolerancia aos carboidratos, obesidade
centripeta, aumento do PAI-1, hiperuricemia e doenca cardiovascular
aterosclerotica. Esse conjunto de alteragbes é conhecido como Sindrome
Metabdlica (SM). Em virtude destas associagdes € importante avaliar in vivo a
sensibilidade a insulina. Os métodos de avaliagdo podem ser divididos em diretos
e indiretos. Os métodos diretos analisam os efeitos de uma quantidade
estabelecida de insulina injetada em certo individuo. Por outro lado, a agéo
insulinica pode ser avaliada pelo efeito de insulina enddgena, principalmente nas

condi¢coes de homeostasia.

a) Métodos indiretos:

- Insulinemia de jejum: em individuos resistentes a insulina, seu valor

encontra-se elevado. Tal metodologia é util para estudos populacionais. (48)

- Homeostasis model assessment (HOMA): modelo matematico publicado
por Mathews et al. em 1985 do qual derivam outros dois indices HOMA-IR e

HOMA-(3, que visam estimar a Rl pelas seguintes equagdes:
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Insulina (mU/L x Glicemia (mmol/L)

HOMA-IR =
22,5

Insulina (mU/L) x 20
HOMA-B =

Glicemia (mmol/L) - 3,5

Foram encontradas fortes correlagdes entre a Rl avaliada pelo HOMA e pelo
clamp euglicémico-hiperinsulinémico, método padrdo ouro para avaliagdo da RI.
Porém, o HOMA é questionavel porque assume que a Rl seria a mesma no figado
e tecidos periféricos. Ainda assim é uma boa alternativa as técnicas mais

sofisticadas. (49)

- HOMA-Adiponectinemia (HOMA-AD): parte da premissa de que 0 uso
combinado de parametros do metabolismo glicidico e funcional do TA pode gerar

um indice laboratorial com aplicabilidade clinica. (50)

- QUICKI (Quantitative Insulin Sensitivity Check Inbox): tal qual o HOMA se

baseia na homeostasia. O QUICKI foi deduzido a partir de dados obtidos com
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clamp e teste de tolerancia intravenosa. No Brasil este método apresenta boas

correlacbes com marcadores de SM. (51)

- Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG): estima a sensibilidade a
insulina a partir da ativagao da homeostasia glicose-insulina. Consiste na ingestao
oral de 75 g de glicose em cinco minutos, com determinacéo da glicose e insulina
a cada 15 ou 30 minutos, durante 2 ou 3 horas, realizado ap6s jejum noturno de 8
a 12 horas. Neste método ha algumas desvantagens, como por exemplo variagao
na absorcdo de glicose pelo TGl e a impossibilidade de verificar o grau de

supressao hepatica na producgéo de glicose, assim como sua metabolizacdo. (52)

- Frequent Sample IV Glucose Tolerance Test (FSIVGTT): modelo
matematico, desenvolvido em 1979 por Bergman et al., que estima a sensibilidade
a insulina através da injecdo intravenosa deste horménio. E vantajoso quando
deseja-se estudar a primeira e segunda fase de secrecao da insulina. Por outro

lado ndo é aplicavel em diabéticos tipo 1 e tipo 2 insulinodependentes. (53)
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b) Métodos diretos:

- Insulin Tolerance Test (KITT): € injetada insulina e medida a taxa de glicose
nos tempos -5, 0, 3, 5, 7, 10 e 15. A queda da glicemia é determinada por dois
fatores: supressao da producdo hepatica de glicose e estimulo a captagdo de
glicose pelos tecidos insulinosensiveis. A interpretacdo do KITT baseia-se no
tempo de queda da glicemia: quanto mais rapida a queda, mais sensibilidade a
insulina. Ha boa correlagio do método com clamps euglicémicos e
hiperglicémicos. Mas do ponto de vista de efeitos colaterais, principalmente em
individuos saudaveis, o risco de hipoglicemia ainda € uma questao importante a

ser considerada. (54)

- Técnica do CLAMP: representa o maior avango no estudo da Rl in vivo.
Permite examinar, tanto no musculo quanto no figado, a sensibilidade a insulina e
a sensibilidade da célula-B a glicose em situagbes constantes de glicemia e
insulinemia. Se um individuo € relativamente resistente a insulina sera necessario
infundir menores quantidades de glicose para uma dada quantidade de insulina. O
teste pressupde completa supressdo hepatica de glicose, que pode ser
quantificada independentemente pela infusdo de glicose marcada radioativamente.

(55)
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c) Outros indicadores de RI:

Na impossibilidade de utilizagdo dos métodos supracitados existem outros
meios complementares para avaliagdo da RI. Séo eles: EIMC, horménios,
enzimas, marcadores inflamatérios, fatores de coagulagdo, indicadores
antropométricos e composicao corporal. Estes dois ultimos avaliam o fenétipo do
individuo e podem ser agrupados segundo o tipo de obesidade que eles avaliam —

central ou generalizada. (56)
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1.4. Doenca e Risco Cardiovascular no DM2

O DM2 causa um risco cardiovascular a longo prazo similar ao observado em

pacientes sem diabetes mas que tiveram um infarto do miocérdio. (57)

Ha uma série de mecanismos pelos quais a aterosclerose se desenvolve em
pacientes com DM2: desenvolvimento prematuro de anormalidades endoteliais,
hiperatividade plaquetaria, proliferagdo celular aumentada apds danos arteriais,
propensdo a remodelamento arterial adverso e fibrindlise debilitada com tendéncia

a trombose e inflamacéo. (58)

Nos estados pré-diabéticos a disfuncao endotelial (DE) é talvez a mais precoce
de todas as manifesta¢cdes. Uma monocamada de células endoteliais que fica no
interior dos vasos sanguineos serve como uma barreira vital entre o lUmen e a
parede do vaso, e certamente desempenha papel essencial na homeostasia do
vaso. Embora a funcdo desta camada continua a ser investigada, funcdes
biolégicas que estao ligadas ao funcionamento normal sdo: regulacdo do fluxo
sanguineo (incluindo o tdnus vasomotor), hemostasia, transporte de nutrientes e
leucdcitos, proliferacdo e migracdo das células vasculares musculares lisas. A
perda dessas funcbes normais sao supostamente marcadores precoces do

desenvolvimento de aterosclerose. (59)

O DM2 leva a estas alteragbes precoces provavelmente devido a hiperglicemia,
HAS, dislipidemia e RI. Portanto, a DE é um marcador precoce de
desenvolvimento de complicagdes micro e macrovasculares decorrentes do DM2.

(60)
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A DE néo é o unico marcador de danos nos pacientes portadores de DM2, mas
é facilmente demonstrada em estagios precoces do desenvolvimento do diabetes.
Pacientes com microalbuminuria, tolerancia a glicose diminuida e histérico familiar
de primeiro grau com DM2 tém aumentados os niveis de marcadores de disfuncao

endotelial. (61)

E sabido que a DE esta ligada ao aumento dos niveis circulantes de citocinas
pré-inflamatérias. Estudos epidemiolégicos numerosos ligaram um aumento nos
niveis basais de citocinas (IL-6, PCR) ao desenvolvimento do DM2 e adiposidade
central. Estudos recentes demonstraram que a modula¢do no eixo de citocinas —
com farmacos ou reducdo de TA visceral — resultaram numa melhora global da
funcdo endotelial e reducdo dos niveis circulantes de citocinas e marcadores de

DE. (62-67)
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1.4.1. Perfil Lipidico no DM2 e EIMC

As dislipidemias e hipertensdo comumente coexistem com o DM2,
representando alto risco para AVC. Entretanto, mesmo fazendo ajustes para estes
fatores, o DM2 permanece como fator independente de predizer eventos
neurolégicos isquémicos, sugerindo importante contribuicdo dos fatores

relacionados ao diabetes. (43,62)

No DM2 as anormalidades no metabolismo de lipidios ocorrem
concomitantemente com falha na atividade da insulina, levando a liberacdo de
AGL do TA para o figado, e sintese hepatica aumentada de VLDL. Essa
anormalidade no perfil lipidico — caracterizada por LDL levemente aumentado,
baixo HDL e alto TG — estd associado com RCV aumentado em pacientes com
DM2. O grau de elevacao dos niveis de TG esta diretamente relacionado ao grau
de intolerancia a glicose e controle glicémico, com menos efeito nos niveis de HDL

e LDL. (68,69)

Inicialmente, a aterosclerose progride na parede arterial promovendo seu
espessamento, sem reducao do diametro luminal. Algumas técnicas nao-invasivas
vém sendo utilizadas na avaliacdo de todas as suas fases, inclusive as mais
precoces. Dentre elas, a quantificacdo da espessura da intima-média carotidea
(EIMC) utilizando imagens ultrassonograficas € um método seguro, sem exposicao
a radiacao e de baixo custo, que permite uma avaliacdo direta de todas as fases
da aterosclerose, sendo util tanto no seu diagnéstico como no seu

acompanhamento. (70)
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Em pacientes com DM2 a EIMC aumentada esta associada com doenca
arterial coronaria e é preditora de eventos futuros, como por exemplo infarto agudo
do miocardio. Demonstrando que ha forte correlacdo entre espessamento da

EIMC e disfuncao endotelial nestes pacientes. (71)

Num estudo realizado com 1192 individuos detectou-se que o aumento da
EIMC foi duas vezes maior na populagdo com DM2 do que nos pacientes

normoglicémicos, mesmo apds corregcdo para outros fatores de risco. (72)
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo principal

. Estudar a relacdo dos niveis séricos de RBP4 em pacientes obesas
diabéticas em comparacéo a pacientes obesas nao diabéticas e mulheres de peso

normal na pré-menopausa.

2.2. Obijetivos especificos

o Avaliar a correlagdo da concentracao sérica de RBP4 com marcadores bem
estabelecidos de RI, SM e RCV: EIMC, IMC, colesterol total e fragdes, TG, GGT,

AST, ALT, HbA1c, HOMA-IR, insulina e glicemia de jejum.
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3. METODOLOGIA
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3.1. Pacientes

Este estudo foi realizado com 139 mulheres no Laboratério de Investigacéo

em Metabolismo e Diabetes (LIMED) — Gastrocentro / UNICAMP.

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta

universidade.

Todas as participantes forneceram termo de consentimento livre e

esclarecido antes da participacao.

A partir do total (n = 139) foram formados trés grupos: Grupo 1 (Controles; n
= 45); Grupo 2 (Obesas; n = 53); Grupo 3 (Obesas DM2; n = 41), doravante

denominados G1, G2 e G3.

Foram considerados os seguintes critérios de inclusao e exclusao:

Critérios de inclusao G1:
e Mulheres adultas em idade pré-menopausa.

e Concordancia em participar voluntariamente do estudo, assinando o

termo de consentimento fornecido.
e (Capacidade de entender os procedimentos do estudo.

e IMC acima de 18,5 até 29,9 kg/m?
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e Na&o diabéticas com valores normais de glicemia em jejum, confirmados

pelo TTOG.

Critérios de inclusao G2:

e Mulheres adultas em idade pré-menopausa.

e Concordancia em participar voluntariamente do estudo, assinando o

termo de consentimento fornecido.

e (Capacidade de entender os procedimentos do estudo.

e IMC acima de 30 kg/m?

e Na&o diabéticas com valores normais de glicemia em jejum, confirmados

pelo TTOG.

Critérios de inclusao G3:

e Mulheres adultas em idade pré-menopausa.

e Concordancia em participar voluntariamente do estudo, assinando o

termo de consentimento fornecido.

e (Capacidade de entender os procedimentos do estudo.

e Portadoras de DM2 h& mais de um ano (segundo critérios da SBD)
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e IMC acima de 30 kg/m?2

o Todas as voluntarias deste grupo faziam uso de metformina.

Critérios de exclusao para G1, G2 e G3:

e Mulheres na menopausa

e Portadoras de DM1

e Diabéticas em uso de insulina

e Pacientes em uso de glicocorticoides V.O. ou injetavel por 14 dias

consecutivos nos ultimos 3 meses

e Pacientes com alteragao da fungao renal (creatinina > 1,4 mg/dl)

e Pacientes com alteracao da fungéo hepdtica: AST e ALT 3 vezes acima

do limite superior do método

e Presenca de doenca sistémica grave (neoplasia, insuficiéncia cardiaca,

etc.)

e IMC abaixo de 18,5 kg/m?

e Na&o desejo em participar ou incapacidade de fornecer o consentimento

solicitado.
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3.1.1. Diagnodstico do DM2

As voluntarias selecionadas tiveram o diagnéstico de tolerancia normal a

glicose ou de DM2 confirmado segundo os valores do teste de glicemia basal e do

teste de 2h apds sobrecarga de 75g glicose, realizados apés jejum noturno de 8

horas.

No Quadro 2 estao apresentados os pontos de corte para o diagnéstico.

Quadro 1 — Valores de glicose plasmatica (mg/dL) para diagnéstico de diabetes

mellitus e estagios pré-clinicos

2h apos 759 de

Categoria Jejum* Casual
glicose
Glicemia normal <100 <140 -
Igual ou

Tolerancia a glicose

diminuida

Maior que 100 a

menor que 126

superior a 140 e

menor que 200

Diabetes mellitus

2126

2 200

Igual ou superior a 200 com

(sintomas classicos)***

*Define-se jejum como a falta de ingestéo calérica por, no minimo, oito horas.

**Glicemia casual é a realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo desde a Ultima refeicéo.

***Os sintomas classicos de diabetes incluem polilria, polidpsia e perda nao explicada de peso.

Fonte: SBD. (73)
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3.2. Técnica, testes e exames

3.2.1. Anamnese

Foi realizada anamnese para coleta de dados demograficos, historia médica
pregressa e antecedentes familiares de doencgas de interesse: obesidade, diabetes
tipo 2, hipertensdo arterial, doengas cardiovasculares e dislipidemias. Foram
coletadas também informacdes referentes aos habitos de vida, incluindo
medicagdo em uso, pratica de exercicio fisico (modalidade, frequéncia e duragao),
volume de ingestdo hidrica, horas de sono por noite, tabagismo e consumo de

bebida alcodlica.

As afericOes da frequéncia cardiaca de repouso e da pressao arterial foram
realizadas seguindo as normas propostas pela Sociedade Brasileira de

Cardiologia. (74)
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3.2.2. Avaliacao antropométrica, composicao corporal

A avaliagdo antropométrica foi realizada por um Unico avaliador. Foram
aferidos peso, estatura, DAS (didmetro abdominal sagital), perimetros do pescoco,
cintura, quadril e da coxa. O peso foi aferido em balanca eletronica digital e a
estatura em estadiémetro fixo na parede. Os perimetros foram aferidos com fita
métrica flexivel inelastica. As medidas foram tomadas em duplicatas. Em
situagbes em que houve diferenga > 1 cm entre as duas medidas foi realizada

terceira medida, sendo utilizados os dois valores mais préximos (75).

O IMC foi calculado a partir das medidas de peso e altura e esta
apresentado em Kg/m?, sendo utilizado o critério da WHO (76) para classificagcao

do estado nutricional.

O percentual de gordura corporal foi avaliado por bicimpedancia elétrica
tetrapolar (FIG. 8) com a utilizagdo do equipamento Bioimpedance Analyzer - BIA
310. Antes da realizacao da bioimpedancia tetrapolar, cada voluntaria foi orientada

a seguir o protocolo proposto por Lukaski (77). (Quadro 2).
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Quadro 2 - Protocolo para a realizacao do teste de bioimpedancia

Recomendacoes

=  Nao fazer uso de nenhum diurético nos 7 dias que antecedem o teste;

= N&ao consumir bebidas alcoodlicas nas 48 horas anteriores ao teste;

= Néao realizar atividade fisica extenuante nas 24 horas anteriores ao teste;

=  Estar em jejum de alimentos, bebidas e agua por 4 horas antes do teste;

. Urinar pelo menos 30 minutos antes da realizac&o do teste;

. Permanecer 5 minutos deitado, em decubito dorsal, antes da execucao

do teste.
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Eletrodos pretos Eletrodosvermelhos  Eletrodos pretos Eletrodos vermelhos

Figura 8. Bioimpedéancia tetrapolar. Bioimpedance Analyzer - BIA 310

Manual do usuario.
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3.2.3. Analises Bioquimicas

Amostras de sangue foram coletadas para dosagem dos niveis de:
colesterol total, HDL colesterol, triglicérides, gama glutamil transferase, AST e
ALT, &cido durico (método colorimétrico enzimatico), hemograma completo,
hemoglobina glicada (HPLC), insulina (quimioluminescéncia), creatinina, uréia,
calcio, fésforo, albumina, proteina C reativa (nefelometria automatizada

ultrassensivel).

O nivel de LDL colesterol foi calculado usando o método de Friedewald. A
glicose plasmatica foi medida pela técnica da glicose oxidase (Beckman

Analisadores de glicose; Beckman, Fullerton, CA).

A RBP4 foi dosada em duplicata através de ELISA (Phoenix
Pharmaceuticals, INC). Para realizagdo da andlise estatistica foi considerada a
média dos dois valores obtidos. Os coeficientes de variagdo intra e interensaio

foram de 4,5% e 7%, respectivamente.
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3.2.3. Avaliacao da Rl

O indice HOMA-IR foi utilizado para avaliar a resisténcia a insulina

indiretamente.

3.2.4. Avaliacao da EIMC

A medida da espessura do complexo intimal (FIG 9; FIG 10) da artéria
carétida comum foi medida a partir de 1,5 cm da bifurcagdo, na parede
proximal, usando o aparelho da ultrassom LOGIQ e (GE Healthcare, Reino
Unido) em modo B, com um transdutor linear de 12-MHz. O transdutor foi
manipulado de forma que o didmetro do lumen carotideo fosse aumentado de

forma longitudinal. (78)

Foram realizadas trés medidas de EIMC, sendo que a média entre as trés

foi considerada para as analises estatisticas. (78)
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Figura 9. Corte histolégico da artéria carétida. a) camada intima; b) camada média.

Devine P.J. Journal of Nuclear Cardiology, V. 13, 2006, 710-718.
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Parede dlstal IMT

2005Feb02 10:32

Figura 10. Ultrassom de caroétida. a) Medida do complexo intimal. Devine P.J.

Journal of Nuclear Cardiology, V. 13, 2006, 710-718.
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3.3. Analises estatisticas

A construcao do banco de dados e as anadlises estatisticas foram realizadas
no programa SPSS 20.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA). Na analise descritiva, as
variaveis continuas foram descritas por meio de medidas de tendéncia central

e de disperséo.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da
distribuicdo das variaveis estudadas. A comparacédo entre os trés grupos de

estudo (G1, G2 e G3) foi realizada com a aplicagcao do teste de Kruskal Wallis.

Em situacbes em que houve diferenca estatistica significante, foi
empregado o teste post-hoc de Bonferroni para identificar quais grupos
diferiram entre si. As correlacbes entre a variavel de estudo RBP4 com as
demais parametros antropométricos, de composicao corporal e metabdlicos
foram analisadas pelo teste de correlacdo de Spearman. O nivel de

significancia adotado como base para decisao foi inferior a 5% (p < 0,05).
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3.4. Aspectos Eticos

A obtencdo do consentimento livre e esclarecido foi realizada pelo
pesquisador principal e constou das seguintes etapas, seguindo as orientacdes da

Resolugéo 196/96 do Ministério da Saude (79).

o Esclarecimento verbal
Consiste em uma explicagéo verbal ao paciente realizada pelo pesquisador,

abrangendo os seguintes topicos:

¢ Objetivos da pesquisa;

e Justificativa e procedimentos que serdo utilizados na pesquisa;
¢ Riscos possiveis e beneficios esperados;

e Garantia do sigilo quanto aos dados envolvidos na pesquisa;

e Liberdade de se recusar a participar, sem nenhuma forma de prejuizo.

. Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
O termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1) foi apresentado as
voluntarias e havendo concordancia das mesmas, foi preenchido e assinado em
duas vias, sendo uma para o0 sujeito da pesquisa e outra arquivada pela

pesquisadora.
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4. RESULTADOS
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Os dados relativos aos parametros antropométricos e referentes as

medidas de EIMC estao na Tabela 1.

Nos grupos G1 e G2 houve diferenca entre peso corporal, IMC,
circunferéncia do pescoco, circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril,
didmetro abdominal sagital, relacdo cintura quadril, percentual de gordura

corporal, taxa metabdlica basal e percentual de massa magra.

Os grupos G1 e G3 diferiram quanto a idade, peso corporal, IMC, EIMC
(0,489 vs. 0,738 mm), circunferéncia do pescocgo, circunferéncia da cintura,
circunferéncia do quadril, diametro abdominal sagital, relacdo cintura-quadril,
percentual de gordura corporal, taxa metabdlica basal e percentual de massa

magra.
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Tabela 1. Comparacao de médias entre grupos — antropometria e EIMC

Grupos
G1 G2 G3
Controles Obesas nao DM2 Obesas DM2
(n = 45) (n = 53) (n=41)

Média * Desvio Padrdao

Idade (anos) 37, t 75 9, =+ 70 43, + 7,0
Peso corporal (kg) 631+ 80 913 + 123 939, + 135
Altura (m) 161, + 0,06 160, + 0,06 159, &+ 0,07
IMC (kg/m?) 243+ 24 356, + 46 370, + 45
EIMC (mm) 0,489+ 0,14 0538 + 0,17 0,738+ 0,19
Circunferéncia do pescoco (cm) 338+ 18 374+ 21 390 + 25
Circunferéncia da cintura (cm) 859, + 74 1078 + 10,2 159+ 10,0
Circunferéncia do quadril (cm) 1005, + 6,1 197+ 103 199 + 95
Diametro abdominal sagital (cm) 184  + 18 240+ 29 260 + 29
Relagdo cintura-quadril 085  + 0,04 090, + 0,06 097+ 0,06
Gordura corporal (kg) 318+ 37 407+ 39 407, + 35

Nota: Valores em mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito sdo significativamente

diferentes a p < 0, 05.
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Os dados relativos aos parametros bioquimicos estdo na Tabela 2.

Entre os grupos G1 e G2 houve diferenca significante para as seguintes

dosagens: insulina e HOMA-IR.

Entre os grupos G1 e G3 as diferengas foram significantes nos niveis de:
RBP4, HbA1c, insulina, glicemia de jejum, HOMA-IR, HDL e LDL colesterol,

triglicérides, GGT, AST e ALT.
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Tabela 2. Comparacao de médias entre grupos — parametros bioquimicos

Grupo
G1 G2 G3
Controles Obesas Nao DM2 Obesas DM2
(n = 45) (n =53) (n=41)

Média * Desvio Padrao

[RBP4] (ng/ml) 1048+ 768 87,9,, + 380 722, + 156
Hemoglobina Glicada (%) 52, + 0,88 55, + 091 76, + 2,07
Insulina (mU/1) 69, =+ 42 127, + 75 146, + 113
Glicemia de jejum (mg/dL) 787 + 86 822+ 10,9 1477 + 66,9
HOMA-IR 1.3, + 08 25, t 15 50, + 36
Colesterol total (mg/dL) 183, + 336 191+ 417 183, + 385
HDL colesterol (mg/dL) 54+ 11,0 50, + 127 39, * 92
LDL colesterol (mg/dL) 110,  + 31,1 121+ 347 108, + 333
Triglicérides (mg/dL) 94+ 56,6 18, + 71,0 193, + 1914
Gama - glutamiltransferase (U/L) 23, + 19,0 27+ 20,9 40, + 218
Alanina-amino-transferase (U/L) 17, + 89 18,  + 106 30, =+ 182
Aspartato-amino-transferase (UL) 19, + 51 19, + 6,0 24+ 119

Nota: Valores em mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito séo significativamente

diferentes a p < 0, 05.
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Grafico 1. Distribuicao de idades entre G1, G2 e G3.
Houve diferenca significativa entre G1 e G3. Nao houve diferenca

significativa entre G1/G2 e G2/G3.
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Grafico 2. Distribuicao do IMC entre G1, G2 e G3.

Houve diferenca significativa entre G1 e G2. Nao houve diferenca

significativa entre G2 e G3.
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Grafico 3. Distribuicao das medidas da EIMC entre G1, G2 e G3.

G1 e G2 apresentaram médias de EIMC que néo diferiram estatisticamente
entre si. G3 diferiu de forma estatisticamente significante dos dois grupos

anteriores.
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Grafico 4. Distribuicao das medidas de circunferéncia do pescoco entre G1, G2 e
G3.

Os trés grupos diferiram de forma estatisticamente significante.
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Grafico 5. Distribuicao das medidas de circunferéncia da cintura entre G1, G2 e G3.

Os trés grupos diferiram de forma estatisticamente significante.
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Grafico 6. Distribuicao das medidas de circunferéncia do quadril entre G1, G2 e G3.

G1 diferiu de G2 e G3. Os grupos G2 e G3 nao diferiram de forma

estatisticamente significante entre si.
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Grafico 7. Distribuicao das medidas de diametro abdominal sagital entre G1, G2 e
G3.

Os trés grupos diferiram de forma estatisticamente significante entre si.
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Grafico 8. Relacao cintura-quadril entre G1, G2 e G3.

Os trés grupos diferiram de forma estatisticamente significante entre si.
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Grafico 9. Distribuicao do percentual de gordura corporal entre G1, G2 e G3.

G1 diferiu de G2 e G3. Os grupos G2 e G3 nao diferiram de forma

estatisticamente significante entre si.
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Grafico 10. Distribuicao da concentracao de RBP4 entre G1, G2 e G3.

Houve diferenga estatistica significante entre G1 e G3. Nao houve diferenga

entre G1/G2 e G2/G3.
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Grafico 11. Distribuicao da concentracao de hemoglobina glicada entre G1, G2 e G3.

G1 e G2 apresentaram concentracdes que nao diferiram entre si. G3 diferiu

de forma estatisticamente significante dos dois grupos anteriores.
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Grafico 12. Concentracao da glicemia em jejum a entre G1, G2 e G3.

G1 e G2 apresentaram niveis médios de glicemia que nao diferiram
estatisticamente entre si. G3 diferiu de forma estatisticamente significante

dos dois grupos anteriores.
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Grafico 13. Distribuicao dos niveis de insulina entre G1, G2 e G3.

G1 diferiu de G2 e G3. Os grupos G2 e G3 nao apresentaram entre si
diferencas estatisticamente significantes nas concentracdées médias de

insulina.
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Grafico 14. indice HOMA-IR entre G1, G2 e G3.

G1, G2 e G3 diferiram de forma estatisticamente significante entre si.
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Grafico 15. Niveis de colesterol total, HDL e LDL colesterol em G1, G2 e G3,

G1, G2 e G3 néo diferiram de forma estatisticamente significante quanto
aos niveis de colesterol total e LDL colesterol. G3 diferiu de forma
significante de G1 e G2 quanto aos niveis de HDL. G1 e G2 n&o diferiram

entre si.
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Grafico 16. Niveis séricos de triglicérides em G1, G2 e G3.

G1 e G2 nao diferiram de forma estatisticamente significante. G3 diferiu de

forma significante de G1 e G2.
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Grafico 17. Niveis de GGT em G1, G2 e G3.

G1 e G2 nao diferiram de forma estatisticamente significante. G3 diferiu de

forma significante de G1 e G2.
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Grafico 18. Niveis de AST e ALT em G1, G2 e G3.

G1 e G2 nao diferiram de forma estatisticamente significante. G3 diferiu de
forma significante de G1 e G2, nas duas dosagens, quanto as

concentragdes de AST e ALT.
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Grafico 19. Correlacao entre os niveis de RBP4 e IMC.

No G1 houve correlacao significante. Em G2 e G3 ndo ha correlagéo.
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Grafico 20. Correlacao entre os niveis de RBP4 e hemoglobina glicada (%).

Houve correlagao significativa nos trés grupos.
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Grafico 21. Correlacao entre os niveis de RBP4 e insulina.

Houve correlagéo estatisticamente significativa apenas em G1.
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Grafico 22. Correlacao entre os niveis de RBP4 e glicemia de jejum.
Os trés grupos apresentaram correlacao estatisticamente significante entre os niveis

de RBP4 e glicemia de jejum porém, esta correlagao foi positiva apenas em G3.
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Grafico 23. Correlacao entre os niveis de RBP4 e HOMA-IR.
G1 e G2 nao apresentaram correlacao estatisticamente significante entre os niveis

de RBP4 e HOMA-IR. Esta correlagéo foi significante e positiva apenas em G3.
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5. DISCUSSAO
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Os grupos, dentro de suas denominagdes (controles, obesas e obesas
diabéticas), estdo bem caracterizados por seus parametros bioquimicos,
antropométricos e metabdlicos. Assim, as diferencas estatisticas foram

significantes e eram esperadas.

As medidas de EIMC estao significativamente aumentadas em pacientes do
G2 e G3 em comparagdo ao grupo controle normal. Como revisado
anteriormente, a obesidade e mais ainda o DM2 s&o fatores que contribuem
para o aumento da EIMC. As contribuicbes importantes devem-se a Rl e
estados hiperglicémicos, ainda que precoces. Em pacientes diabéticos, o risco
cardiovascular estd aumentado em duas vezes quando ha também

espessamento da EIMC. (71,72)

Avaliagdes de outros parametros como: circunferéncias do pescoco e
cintura, DAS, niveis de TG, GGT, AST, ALT, PAS e PAD também permitem
concluir que no G3 (grupo em que ha presenga de DM2) ha risco aumentado

de ocorréncia de doencas cardiovasculares.

A RBP4 é uma adipoquina associada consistentemente a Rl em modelos
animais (knockout para GLUT4 apenas no tecido adiposo) e foi também
considerada uma adipoquina promissora em humanos, possivelmente
estabelecendo ligacdo com adiposidade, RIl, DM2 e certos componentes da

sindrome metabdlica. (17,80)
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Neste estudo foi encontrada correlagédo positiva entre os niveis de RBP4 e:

- No grupo controle: IMC (p<0,05), hemoglobina glicada (p<0,05),

insulinemia de jejum (p<0,05);

- No grupo de obesas: hemoglobina glicada (p<0,01);

- No grupo de obesas diabéticas: hemoglobina glicada (p<0,05), glicemia

de jejum (p<0,01), HOMA-IR (p<0,01).

Entretanto, em diversos estudos clinicos, associacdes e/ou causalidade de

mudancas na expressdo do RBP4 nao foram demonstradas. (27)

Parece haver uma série de fatores interferindo nas correlagbes e que
devem ser considerados ao interpretar os resultados. Além disso, diferencas
no perfil genético das populacdes estudadas, relacées entre género e idade,

tém importante papel na interpretacdo e comparacéo dos dados obtidos. (27)

Os grupos G1 e G3 diferiram de forma significante quanto a idade, o que
provavelmente reflete nos niveis de RBP4. Em G2 houve correlagao

significativa (p < 0,05) positiva entre idade e niveis de RBP4.
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Nao foi analisada diferenca entre sexos, pois o estudo contou apenas com

mulheres na pré-menopausa.

A hiperglicemia cronica parece ser fator importante a ser considerado.
Nossos achados permitem afirmar que os niveis de hemoglobina glicada
estiveram significantemente correlacionados em todos 0s grupos com 0s niveis
de RBP4. Ao passo que quando avaliou-se a glicemia de jejum n&o houve tal

tendéncia em G1 e G2, grupos sem DM2.

No G83, cuja glicemia de jejum é maior que nos demais grupos, houve forte
correlagéo positiva acompanhando inclusive os niveis de hemoglobina glicada.
Este achado, em especial, corrobora com a literatura existente (12), pois
quanto maior foi o nivel de RBP4 em obesas diabéticas mais correlagdo com
os niveis de glicemia de jejum e hemoglobina glicada, talvez pelo fato de que o
gene que codifica a proteina carreadora do retinol 4 esteja muito proximos de

genes ligados a obesidade e DM2.

Diferencas metodoldgicas na coleta das amostras e na determinacdao dos
niveis de RBP4, devem ser consideradas. Estudos demonstraram que ha

variacao na quantificacao desta proteina conforme os métodos utilizados. (27)

Outros fatores de interferéncia como os niveis de retinol, ferro e até mesmo
avaliacdo da funcgéo renal parecem ser importantes e devem ser investigados

em estudos futuros. (24)

Neste trabalho nao foram incluidas tais dosagens, porém nota-se que no

G3 os niveis de AST e ALT, marcadores de dano hepatico, foram
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significantemente maiores do que em G1 e G2 causando efeito na correlagao

entre RBP4 e AST (p < 0,05).

Estudos mais profundos e utilizando outros métodos de investigacdo com
adipécitos humanos sdo necessarios para revelar como funciona a secrecao e

regulacao da expressao do RBP4 e seu efeito auto-paracrino.

Dados os resultados da avaliacdo das correlagcdes entre RBP4xIMC e
RBP4x%GC nota-se que a quantidade de gordura corporal parece estar mais
correlacionada com o0s niveis desta adipoquina do que o IMC propriamente

dito.

A RBP4 é uma adipoquina que parece estar envolvida em fases precoces do
desenvolvimento da Rl e outros componentes da SM. Portanto sdo necessarios
estudos longitudinais investigando como se dara a variagdo nos niveis de RBP4,
especialmente em criangas e adolescentes predispostos a desenvolver estas

condigdes.

O estudo da RBP4 deve ser extenso, dadas as diversas fontes e
polimorfismos nos genes que codificam esta proteina, bem como nos genes que

codificam um de seus receptores.

As diferencas nos resultados deste estudo com relacdo a outros pode,

também, dever-se as diferentes metodologias de quantificacdo da RBP4.
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6. CONCLUSOES
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Em nosso estudo os niveis de RBP4 estiveram reduzidos nas pacientes com
obesidade e DM2, embora tenha se correlacionado fortemente com Rl hepética

quando avaliada pelo HOMA-IR.

Essa aparente discrepancia, também encontrada em outros estudos, pode ser

explicada pela interferéncia de outros fatores ou pelo grau de controle metabdlico.

Devemos esclarecer aqui que as pacientes diabéticas estavam em tratamento
com sensibilizadores de insulina (metformina) e na literatura encontramos estudos
que mostram diminui¢cdo dos niveis de RBP4 com o uso de sensibilizadores como
as tiazolidinedionas, que também aumentam a expressao do transportador GLUT4

na membrana celular.
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ANEXO 1: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa - FCM / Unicamp

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.htm|

CEP, 22/09/09.
(Grupo I}

PARECER CEP: N° 852/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0669.0.146.000-09

I-IDENTIFICAGCAO:

PROJETO: “NiVEIS SERICOS DE RBP4 E RISCO CARDIOVASCULAR NO
DIABETES MELLITUS TIPO 2”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eleonora Beltrame Comucci

INSTITUIGAQ: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACACQ AO CEP: 11/09/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/09/10 (O formulério encontra-se no sife acima)

11 - OBJETIVOS

Estudar a relagio dos niveis séricos de RBP4 com o risco cardiovascular em pacientes
com DM2 e comparar os resultados obtidos em pacientes nfio diabéticos.

III - SUMARIO

Estudo monocéntrico, paralelo e comparativo onde 160 pacientes adultos de ambos os
sexos, divididos em 4 grupos de 40 sujeitos com histéricos de doengas cardio-vascular (DCV),
ou de DM2, ou ambos, ou nenhum deles serdio avaliados através de anamnese, sinais vitais,
avaliagdo antropométrica (incluinde percentual gordura corporal-avaliade por bioimpedancia
segundo o protocolo proposto por Lukaski e espessura de gordura intra-abdominal, determinado
por ultra-sonografia) e exames laboratdrios, incluindo RBP4. Os dados obtidos serfio avaliados
estatisticamente através de andlises descritivas, normalidade da distribuiggio e teses paramétricos
ou niio paramétricos (conforme a distribuigio) para fins de comparagfio dos grupos. A finalidade
¢ verificar a aplicabilidade de RBP4 como um novo marcador para avaliagio de risco de
ocorréncia de eventos cardiovasculares em pacientes com DM?2, obesidade e SM, bem como
cerrelacionar os niveis de RBP4 com outros marcadores bem estabelecidos. Além disso, consta
como objetivo especifico investigar se os niveis de HbAlc para verificar se o controle
metabélico, considerando a medicagfo prescrita e dieta estd adequada.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto constitui a dissertagio de mestrado do pesquisador. O estudo esta bem
estruturado. Os critérios de inclusdo/exclusfio e forma de recrutamento encontram-se claramente
definidos, bem como as etapas, procedimentos do estudo e riscos envolvidos. Os métodos
estatisticos a serem empregados estdo também adequadamente descritos. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ¢ adequado e contém todas as informagdes para que o sujeito
de pesquisa decida sobre sua participagio no estudo.
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' FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

& www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Tetmo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O conteado ¢ as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nilo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometent.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente ap6s andlise das razles da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item I11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a supetioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa {Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevanies que alterem o
curso IlOITIlal do estudo (Res CNS Ttem V4) E papel do pesqulsador assegurar medidas

centro) € enviar notlﬁcagao ao CEPea Agen01a Nacional de V1g11anc1a Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolucfio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IX Reunido Ordinéri?’\do CEP/FCM, em 22 de setembro de 2009,

Prof. Dr.“(‘i‘arlo§ Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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APENDICE 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Niveis séricos de RBP4 e risco cardiovascular no Diabetes Mellitus

tipo 2”

A Sra. esta sendo convidada a fazer parte de um estudo de pesquisa conduzido
pela Nutr?. Eleonora Beltrame Comucci. Este termo de consentimento objetiva fornecer
informacgbes especificas sobre o estudo que estd sendo proposto e sobre os possiveis
riscos e beneficios relacionados. Este termo também descreve quais serdo as
informagbes obtidas durante o estudo e como essas informagdes serdo usadas. Leia este
termo de consentimento atentamente e, se tiver alguma divida, peca explicacées a
alguém da equipe do estudo. Se concordar em participar do estudo e autorizar o uso e
divulgacao das informacgdes obtidas durante o estudo, assine a ultima pagina deste termo

de consentimento.

- Objetivo do estudo: Estudar a relagao dos niveis séricos de Retinol Binding Protein 4
(RBP4) em pacientes com DM2 e comparar os resultados obtidos em pacientes nao
diabéticas.

- Beneficios: sua participagao contribuird para elucidar a correlagdo da RBP4 na
sindrome metabdlica, bem como no DM2 e obesidade.

- Quem nao deve participar do estudo: pacientes diabéticas do tipo 1 ou em uso de
insulina; creatinina sérica = 1,5 mg/dL; insuficiéncia hepatica (aumento de AST e ALT = 2
vezes o limite superior do método); mulheres gestantes; pessoas que tenham perdido ou
ganhado muito peso (mais de 5% do peso) nos ultimos 3 meses; em uso de corticdide por
via oral, por mais de 14 dias consecutivos, ou injetavel nos ultimos 3 meses ou em uso de

outros medicamentos com algum efeito colateral na glicemia.
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- Procedimentos do estudo: vocé devera comparecer ao primeiro dia agendado, em
jejum de 12 horas. Algumas perguntas sobre a sua saude e tratamentos médicos
realizados serdo feitas. Serdo verificados pressao arterial, freqiiéncia cardiaca, peso,
altura e medidas da cintura, quadril, coxa, pescogo e ultra-sonografia da artéria carotida
esquerda. Uma veia do antebraco sera puncionada para coleta de sangue. Sera coletada

uma amostra de sangue.

- Efeitos indesejaveis: pode haver desconforto causado pela coleta de sangue durante
o teste. Os riscos possiveis relacionados a coleta de sangue sao: inflamagéao da veia, dor,

manchas roxas na pele ou sangramento no local.

- Confidencialidade e privacidade dos seus dados e identificacao: a equipe do
estudo colhera informagbes suas como nome, endereco, telefone de contato, data de
nascimento, dados sobre sua saude e histéria médica, além das informacdes verificadas
durante o estudo. Ao apresentar os resultados da pesquisa em congressos ou

publicagdes, a equipe nunca fara referéncia ao seu nome.

- Posso me recusar a participar do estudo? Sim. A sua participacdo neste estudo é
voluntaria. Se vocé decidir ndo participar, vocé ndo terd nenhum prejuizo do seu

atendimento e tratamento médico aos quais tem direito.

- Informacoes sobre os exames colhidos: quando o estudo estiver concluido vocé
podera solicitar acesso as informacdes que foram obtidas durante o estudo. Para pedir
essas informagdes vocé deve entrar em contato com: Nutr?. Eleonora Beltrame Comucci,

no LIMED - Gastrocentro da UNICAMP, 3° andar ou pelo telefone (19) 3521-8589.

-> Como poderei tirar duvidas a respeito do estudo? Entre em contato com a
nutricionista que estd conduzindo o estudo: Eleonora Beltrame Comucci, no LIMED -

Gastrocentro da UNICAMP, 3° andar ou pelo telefone (19) 3521-8589. Se tiver duvidas
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sobre seus direitos como participante do estudo, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP pelo telefone

(0XX19) 3788-8936.

Vocé receberd uma copia assinada deste termo de consentimento livre e

esclarecido.

Eu li e compreendi este termo de consentimento. Todas as minhas duvidas foram

respondidas. Sou voluntdria para participar deste estudo.

Nome do Voluntario:

Assinatura do voluntario

Assinatura da testemunha (se aplicavel)

Assinatura do pesquisador responsavel.
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