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INTRODUCAO

Atualmente, a obesidade ¢ considerada como um problema mundial de saude, afetando grande
parte da populagdo e tornando-se uma das principais causas de reducdo na qualidade de vida,
morbidade e mortalidade (GUYENET et al., 2012; NG et al., 2014). Diversos estudos t€ém proposto
que o mecanismo central subjacente a obesidade e suas doengas relacionadas advém de um estado
persistente de inflamagao cronica de baixo grau junto a uma desregulagdo nos mecanismos de resposta
da inflamacao frente ao estresse (MARTIN-CORDEIRO et al, 2011; De LA FUENTE & CASTRO,
2012;). Essa inflamagao cronica ¢ possivelmente gerada pelo recrutamento de células do sistema
imunologico no tecido adiposo em resposta ao excesso de nutrientes, hipertrofia e hipdxia dos
adipocitos (De LA FUENTE & CASTRO, 2012). Consequentemente, essa disfungdo nos adipocitos
contribui na ativacdo do sistema imune e no aumento da producdo de diversas moléculas pro-
inflamatorias como a leptina, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral -a (TNF-a) e a proteina
quimiotatica de monocitos — 1 (MCP1) (GLEESON et al., 2011).

Como ja bem descrito na literatura, niveis elevados de marcadores inflamatorios sdo fortes
preditores de risco de doencas cardiometabolicas e mortalidade em idosos e pessoas de meia-idade
(ARSENAULT et al., 2009). Ainda, adipocitos disfuncionais parecem estar implicados na producao
de estresse oxidativo através da geracdo de espécies reativas de oxigénio, podendo assim resultar em
mais inflamag¢ao e dano nos tecidos (GIORDANO et al., 2013). Sabe-se que uma resposta defensiva
apropriada do sistema imunoldgico requer baixos niveis de oxidacdo e inflamacdo, que sdo dois
processos interligados com muitos ciclos de realimentagcdo (VIDA et al., 2014). No entanto, danos
celulares aparecem quando esses niveis estdo aumentados, (como no caso da obesidade e do
envelhecimento), e células da imunidade inata, como os macrofagos, exibem uma produgdo sobre-
ativada de compostos oxidativos e inflamatorios, que ocorre principalmente na auséncia de estimulo
antigénico e nao pode ser neutralizada por defesas antioxidantes e anti-inflamatérias, levando assim a
um estado cronico de estresse oxidativo e inflamatorio (VIDA et al., 2014; HUNSCHE et al.; 2016).

Observando tais caracteristicas analogas as observadas no envelhecimento, tem-se criado a
hipotese de que a obesidade gera um inicio precoce da imunossenescéncia (envelhecimento biologico
do sistema imunoldgico), e isso pode ser uma das razdes para o aumento da taxa de morbidade e risco
de morte relacionada a essa doenga (De LA FUENTE & CASTRO, 2012).

Em um estudo recente, Hunsche et al. (2016) observaram que a quimiotaxia de macrofagos e
linfécitos, a fagocitose de macrofagos, a atividade de células NK, a resposta proliferativa de linfocitos,
a liberagao de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-2 e IL-10 em culturas de leucécitos, bem como a capacidade
antioxidante e oxidante de ratos adultos obesos foram significativamente prejudicadas quando



comparadas a ratos adultos ndo obesos. Ainda, os autores observaram que os valores dessas variaveis
foram semelhantes aos de ratos cronologicamente idosos, concluindo assim que a obesidade pode gerar
uma imunossenescéncia prematura que ¢ agravada a medida que o rato adulto obeso envelhece.

J& Spielmann et al. (2014) verificaram pela primeira vez que o excesso de massa corporal
(principalmente gordura) apresentou relacao significante com a diferenciagdo de células T associada a
imunossenescéncia em adolescentes (10-14 anos) obesos, concluindo assim que a obesidade pode, até
mesmo em adolescentes, acelerar o envelhecimento do sistema imunologico e predispor a aquisi¢ao
precoce de um perfil de risco imunologico e problemas de satide relacionados com a imunidade na
idade adulta.

Visto que essa teoria ¢ baseada em apenas um estudo em seres humanos e em modelos
experimentais com ratos, mais estudos sao necessarios a fim de verificar se a obesidade realmente leva
a um estado precoce de senescéncia do sistema imunologico, se tais alteracdes sdo dependentes ou ndo
de alguma doenga associada a obesidade, ou ainda se a imunossenescéncia precoce associada a
obesidade esta relacionada a aptidao fisica dos individuos. Sendo assim, O objetivo desta pesquisa foi
investigar, em leucdcitos circulantes, a expressdo génica de marcadores de senescéncia do sistema
imunologico e suas possiveis correlacdes com a aptidao fisica e/ou estado de satde de individuos
adultos de meia-idade saudaveis, obesos diabéticos do tipo 2 ou obesos sem doenga associada.

METODOLOGIA

A amostra foi composta por individuos obesos (indice de massa corporal (IMC) 30 -35 kg/m?)
de meia-idade, diabéticos do tipo 2 ou nao, de ambos os sexos, que foram distribuidos em grupo obesos
diabéticos (OBD; n=17) ou grupo obesos sem doenga associada (OB; n=18); Adicionalmente, um
grupo de voluntarios da mesma idade e saudavel (IMC 20 — 25 kg/m?) foi utilizado como grupo controle
eutrofico (E=18) para a comparagao das variaveis.

Antes de submeter os individuos a qualquer tipo de estimulo fisico associado com o estudo, foi
verificada a atividade fisica habitual - através do questionario de Baecke (FLORINDO, LATORRE,
2003). Também foram realizadas anélises - funcionais (for¢a muscular e aptidao cardiorrespiratoria);
de composicdo corporal (Pletismografia); bioquimicas (concentragdes séricas de leptina e soro-
positividade para citomegalovirus) e moleculares (andlise da expressao génica do TNF-a, CD27, PD-
1 e CCR7 dos leucdcitos). Além disso, antes de realizar o esforgo proposto pelo projeto, os individuos
foram submetidos a uma avaliacao fisica inicial, realizada por profissional médico cardiologista, sendo
constituida de anamnese, exame fisico geral e teste ergométrico.

As analises da expressdo génica do TNF-a e CD27 dos leucocitos circulantes foram realizadas

por meio da técnica Real Time — PCR seguindo as descricdes de UKROPEC et al. (2008) e Rachid et
al. (2015). O primer HPRT humano foi usado como gene de referéncia da reacao (controle endogeno),
servindo para normalizar a expressao dos genes alvos nas amostras.

Com relagdo a lista de primers, foram utilizados os seguintes pares de sequéncias 5" e 3":

TNF-a:
forward > CGAGTCTGGGCAGGTCTACTTT
reverse - AAGCTGTAGGCCCCAGTGAGTT

CD27:
forward - ACTACTGGGCTCAGGGAAAGCT
reverse > GGATCACACTGAGCAGCCTTTC



RESULTADOS

Com relagdo aos resultados obtidos no questionario Baecke, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos no momento pré, sendo que os voluntarios obesos diabéticos (OBD)
apresentaram um tempo de atividade fisica semanal de 65,03 = 8,08 minutos, os obesos sem doenca

associada (OB) de 63,13 £+ 7,08 ¢ os voluntarios eutroficos (E) de 68,50 + 9,30 minutos.

A Tabela 1 apresenta os valores das varidveis antropométricas, composi¢do corporal e
capacidades funcionais dos grupos OBD, OB e E. Foram observadas diferengas estatisticamente
significantes em peso, IMC, massa de gordura, massa livre de gordura e VOomax para os grupos OBD
e OB em comparagdo ao grupo E (p <0,0001 para todas as comparagdes), porém sem diferengas entre
os grupos OBD e OB nessas mesmas variaveis (p > 0,05).

Tabela 1. Antropometria, composi¢do corporal, forca maxima e aptidao
cardiorrespiratoria de individuos obesos diabéticos (GOD), obesos sem doenca
associada (GO) e eutréficos (GCE) de meia-idade.

Variavel OBD OB E
(n=17) (n=18) (n=18)
Idade (anos) 52,4+5,0 50,2 +5,5 52,5+4,4
Altura (m) 1,66 + 0,08 1,69 +0,10 1,69 +0,11
Peso (kg) 88,6+9,3 & 93,6+ 13,3 & 68,2 + 10,1
IMC (kg/m?) 32,3+2,2& 32,5+1,5%& 23,8+1,4
Massa livre de gordura (kg) 60,1+6,3& 56,1+7,7%& 73,3+8,0
Massa de gordura (kg) 39,9+6,4 & 439+7,7% 26,8+8,1
VOamax (ml/kg/min) 20,92 £ 4,59 & 22,43 +5,33 & 29,30 + 4,67
1RM - Supino reto (Kg) 31,5+ 14,6 31,4+17,8 25,7+ 13,6
1RM - Leg Press (kg) 208,8 +57,8 204,7 £ 62,5 165,3 £ 46,5

IMC = indice de massa corpdrea; “Diferenca significante comparado ao grupo OB;
&Diferenca significante comparado ao grupo E; p <0,05.

A figura 1 apresenta os valores das quantificacoes relativas (QR) ao controle enddégeno (HPRT)
da expressdo génica dos marcadores analisados no presente estudo. Com relacao ao TNF-a (Figura
1A), foram observadas diferencas significativas para os grupos OBD e OB comparados ao E (p =0,001
e p = 0,029, respectivamente). Concomitante, foram observadas diferencas significativas da expressao
génica de CD27 dos grupos OBD e OB em comparag¢ao ao E (p = 0,014 e p = 0,043, respectivamente).

A partir da figura 1, foram encontradas correlagdes negativas e moderadas significantes entre o
IMC e 0 VOomax (1 =-0,504; p < 0,001) e entre 0 VOomax € a expressao génica de CD27 (r>=-0,517;
p <0,001). Adicionalmente, observamos uma correlacao positiva moderada significante entre o IMC
e a expressao génica de CD27 (12 =0,414; p = 0,002) e entre 0 CD27 e a massa de gordura (1> = 0,445;
p =0,001). Com relagdo ao TNF-a, foi observada correlagao significante com a massa de gordura (r?
=0,338; p=0,023) nos grupos estudos.

Figura 1. Expressao génica de marcadores relacionados a imunossenescéncia em individuos obesos diabéticos
(OBD), obesos sem doenca associada (OB) e eutréficos (E) de meia-idade.



z

0.125- & M OBD
0.100- Clos
7 I EHE
g 0.0754
3
g 00wy T
o . SR
OBED oB E
B)
2000- &
&
T
<)
= 1000-
o™
a
3]
04 v

OBD OB E

&Diferenca significante comparado ao grupo E; p <0,05.

DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que a obesidade, por si s6, promoveu aumento na expressao

génica de TNF-a nos individuos de meia-idade, provavelmente por conta de um processo inflamatério
cronico sist€émico associado ao aumento do tecido adiposo (GLEESON et al., 2011). Entretanto,
quando comparamos os grupos obesos diabéticos, que em tese, acreditariamos um pior status
inflamatério decorrente da doenga associada, noés nao observamos diferenga significante na expressao
génica do TNF-a e também do gene CD27.
Sabe-se que 0 CD27 ¢ um membro da superfamilia de receptores do TNF- a, que regula a funcao dos
linfocitos, principalmente na ativagdo de células B (GRAVESTEIN et al., 1998). Por outro lado,
estudos tem relatado que a expressdo aumentada da proteina e do nRNA de CD27 esta associada a
quadros de linfomas de células B e leucemia/linfoma de células T adultas (SHAO et al., 2010). Nesse
sentido, a superexpressao de CD27, como observado em ambos os grupos obesos do presente estudo
quando comparados ao grupo eutréfico, pode estar relacionada a uma supercompensagao do sistema
imunologico devido a exacerbacao da secregao sistémica de TNF-a e outros marcadores de inflamacao
no tecido adiposo (De LA FUENTE & CASTRO, 2012), sugerindo assim a presenca de mais células
B-ativadas e menos células B-naive e possivel diminuicao da eficiéncia da resposta do sistema
imunologico frente a novos episodios infecciosos.

A partir disso, nossos resultados sugerem que a obesidade, por si s, pode promover aumento
sistémico na expressao génica de marcadores inflamatdrios e de imunossenescéncia, mesmo sem a
associacao de comorbidades.

Outros resultados interessantes observados no presente estudo foram as correlagdes
significantes entre 0 IMC € 0 VOomax (1 = - 0,504; p < 0,001), VO2max € a expressao génica de CD27
(r*=-0,517;p <0,001), IMC e a expressao génica de CD27 (1> =0,414; p = 0,002) e entre o CD27 ¢
a massa de gordura (r* = 0,445; p = 0,001). Nota-se que o aumento do tecido adiposo nao sé esta
relacionado ao prejuizo na capacidade de locomogao e de realizagdo de esforgo fisico, como ainda no
rendimento do individuo frente ao esforgo. Adicionalmente, tais correlagcdes reforcam a teoria que o
aumento do tecido adiposo leva a uma inflamacao cronica sistémica que esta relacionada ao detrimento
do sistema imunoldgico, levando assim a uma imunossenescéncia e a prejuizos na saude
cardiorrespiratoria de individuos de meia idade.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a obesidade leva a um aumento na expressao génica

\ . \

de marcadores relacionados a inflamacdo e a imunossenescéncia, independentemente de alguma



comorbidade associada ao aumento de gordura. Adicionalmente, a capacidade cardiorrespiratoria parece
ser a mais prejudicada pelo aumento da gordura corporal, como observado na comparagdo dos grupos
obesos, com e sem doenga, ao eutrofico.
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