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INTRODUCAO:

O aumento da prevaléncia de obesidade é alarmante e tem representado um problema mundial de satde
publica. Os fatores que contribuem para o desenvolvimento da obesidade sdo multiplos e dentre eles estdo
ma alimentacdo, sedentarismo e a microbiota intestinal juntamente com seus principais metabolitos, os
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Brown et al., 2016, Hur e Lee, 2015). Os AGCCs sdo produzidos a
partir da fermentacéo das fibras sollveis da dieta e atuam como fonte de energia pelos enterdcitos e, nos
tecidos periféricos, modulam sensibilidade a insulina, controle do apetite e adiposidade corporal (Morrison e
Preston, 2016). Os principais AGCC séo acetato (C2:0), propionato (C3:0), e butirato (C4:0), pois perfazem
cerca de 90-95% dos AGCC encontrados no célon.

A obesidade é uma doenca cronica e heterogénea, que se apresenta sob diferentes fenotipos. Para a mesma
faixa de adiposidade corporal encontramos individuos com diferentes perfis cardiometabdlicos (Stefan, 2020).
Considerando que a obesidade é caracterizada por um guadro inflamatério sistémico de baixo grau, com uma
producdo aumentada de radicais livres e associada com piora na homeostase da glicose, recentemente, foram
identificados cinco biomarcadores relacionados ao ganho de peso e presentes no plasma sanguineo de
individuos com excesso de peso corporal: di-hidrobiopterina, argininosuccinato, acido 3-carboxi-4-metil-5-
propil-2-furanpropandico (CMPF), prostaglandina (PGB2) e um metabdlito de leucotrieno (Carboxi-LTB4))
por analise metabol6mica (Dias-Audibert et al.2020).

Diante do papel dos AGCC na fisiopatologia da obesidade e da caracterizacdo destes cinco biomarcadores
em individuos com excesso de peso, € relevante compreender sua distribuicdo em em mulheres jovens, que

ainda ndo sofreram as consequéncias metabdlicas da menopausa, distribuidas entre os fendtipos magro
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metabolicamente saudavel (MHNW), magro metabolicamente ndo saudavel (MUNW), sobrepeso/obeso
metabolicamente saudavel (MHO) e sobrepeso/obeso metabolicamente ndo saudavel (MUO).

OBJETIVO:

Investigar os perfis plasmético de AGCC e de biomarcadores relacionados ao ganho de peso em mulheres com
diferentes fendtipos metabdlicos e de adiposidade participantes do Nutritionist’s Health Study (NutriHS).
METODOLOGIA:

Esta pesquisa € parte do NutriHS, sediado na Faculdade de Saude Publica da USP, com um brago em
desenvolvimento na UNICAMP, com delineamento transversal e amostra de conveniéncia. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa da UNICAMP (CAAE 79775817.4.1001.5404). Participaram do
estudo 111 mulheres, as quais preencheram os critérios de inclusao (sexo feminino, idade entre 18 e 45 anos,
indice de massa corporal (IMC) entre 18,5 e 40 kg/m? e ser estudante de nutricdo ou nutricionista) e exclusdo:
gestacdo e lactacdo, presenca de diabetes, uso de medicamentos com efeito na glicemia e na sensibilidade a
insulina, evidéncia clinica ou laboratorial de doenca cardiaca, renal, hepatica e de doenca sistémica grave.

Para avaliacdo antropométrica considerou-se peso normal: IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m? e excesso de
peso: IMC > 25 kg/m?, (OMS, 2016). A circunferéncia de cintura (CC) foi aferida no ponto médio entre a
ultima costela e a crista iliaca, sendo o valor de 80 cm considerado elevado (OMS, 2008).

A avaliacdo bioquimica incluiu glicemia e insulina plasmaticas de jejum, em que se utilizou um
analisador de glicose (YSI 2700; YSI Life Sciences, Yellow Spring, OH, USA), e uso de ensaio imunomeétrico
automatizado de dois locais quimioluminescentes (Immulite 1000 System; Siemens Health Diagnostics, EUA),
respectivamente. A hemoglobina glicada foi avaliada por cromatografia liquida de alto desempenho. O perfil
lipidico plasmatico foi avaliado por métodos colorimétricos e enzimaticos, e o LDL-colesterol foi calculado
de acordo com a equacao de Friedwald et al. (1972). A pressao arterial foi aferida em posicao sentada usando
um esfigmomandmetro de mercdrio e seguiu-se 0s parametros das atuais diretrizes (Muntner et al, 2019).

Os fendtipos foram definidos a partir do IMC (peso normal ou sobrepeso/obesidade) e do estado de
salde metabolica: pressao arterial sistolica >130 mmHg ou pressdo arterial diastolica >85 mmHg ou medicagao
anti-hipertensiva; glicemia de jejum >110 mg/dL ou uso de antidiabético; colesterol HDL <50 mg/dL;
triglicérides >150 mg/dL ou uso de hipolipemiante e doenca cardiovascular. A alteracdo de um Unico
parametro caracterizou auséncia de salide metabdlica (van Vliet-Ostaptchouk et al., 2014).

A amostra de sangue para analise dos AGCC foi obtida ap6s jejum de 12 horas, usando tubo com
heparina de litio, com centrifugacéo por 13 min. para aliquotagem do plasma e acondicionamento em freezer
-80 graus C. Utilizou-se analises cromatogréaficas em espectrometro de massa (modelo GCMS-QP2010 Ultra;
Shimadzu), seguindo a metodologia proposta por Wang et al., (2019). As dosagens de acetato e propionato
foram realizadas para todos os participantes, 0 mesmo ndo foi possivel para o butirato, pois ndo houve deteccdo
de suas concentragdes. A determinacgao dos biomarcadores relacionados ao ganho de peso (di-hidrobiopterina,
argininosuccinato, CMPF, PGB2 e Carboxi-LTB4) foi feita por metabolémica, utilizando espectrometria de
massa, segundo metodologia de Pang et al., 2021.

As analises estatisticas foram realizadas no software IBM-SPSS. O teste Kolmogorov-Smirnov foi

aplicado para testar a normalidade dos dados e estes foram apresentados de acordo com a mediana e faixas
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interquartilicas ou média e desvio-padrdo. As comparagdes entre os fenotipos foram feitas pelos testes de
Kruskal Wallis, ANOVA e post hoc de Duncan. Para anélise de dados da metabolémica foi feita analise
supervisionada multivariada por Partial Least Square-Discriminant Analysis (PLS-DA), em que foram
identificadas diferencas entre os fendtipos através de espécies de m/z discriminantes. Posteriormente foi
realizada analise univariada por Volcano Plot, gerando um heatmap para verificar as diferencas entre os
fendtipos para os biomarcadores estudados, sendo ambas realizadas através do software MetaboAnalyst 5.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO:

A maior parte da amostra foi composta de Nutricionistas (60,4%), seguida de estudante de Nutricao
(39,4%). A mediana de idade foi de 28 anos e ndo houve diferencas entre os quatro fendtipos para esta variavel.
A Tabela 1 mostra a caracterizagdo da amostra dividida entre os fenétipos metabolicos. Para os AGCC totais
e acetato ndo houve diferenca significativa entre os fen6tipos. O propionato apresentou-se aumentado no
fenétipo MHNW em comparacdo aos fenétipos MHO e MUO (p=0,023). Telle-Hansen et al. (2020)
demonstraram maiores concentracdes de propionato em individuos MHO em comparac¢do aos MUQO, enquanto
acetato e butirato ndo diferiram entre os dois fenétipos. Este estudo avaliou uma amostra pequena, mas
composta exclusivamente por individuos obesos, ndo incluindo sobrepeso como no presente estudo.

Tabela 1. Caracterizacao clinica, antropométrica, bioquimica e perfil de AGCC categorizadas de acordo
com os fenotipos metabdlicos da obesidade nas mulheres estudadas (n = 111) do NutriHS S&o Paulo, Brasil.

VARIAVEIS MHNW (a) MUNW (b) MHO (c) MUO (d) p
n=39 n=18 n=26 n=28

IMC (kg/m?) 21 (20-22) ¢d 22 (20-23) ¢d 27 (26-29) 29 (27-30) < 0,001
CC (cm) 70 (69-72) ¢d 74 (72-79) o4 85 (81-91) 88 (83-94) <0,01
Glicemia Jejum (mg/dL) 82 (78-85) ¢d 82 (78-87) ¢d 85 (84-88) 88 (83-91) <0,001
Insulina Jejum (UUI/mL) 4 (92-5) abe 5 (3-9) 7,1 (4-8) 7 (5-11) <0,001
HbAlc (%) 50+0,2 51104 52%0,2 51403 0,07
Colesterol Total (mg/dL) 168 + 31 164 +24 184 +34 166 +40 0,12
LDL Colesterol (mg/dL) 88+ 25 89+24 104 + 29 95+ 28 0,11
HDL Colesterol (mg/dL) 66 (56-71) 49 (47-63) 62 (54-72) 46 (43-51) abe <0,001
Triglicérides (mg/dL) 68 (56-87) ¢ 76 (62-153) 76 (64-106) 89 (73-157) 0,04
PAS (mmHg) 110 (100-110) 110 (1001-20) 110 (100-110) 110 (100-110) 0,73
PAD (mmHg) 70 (60-80) @ 70 (70-80) 70 (70-80) 80 (70-80) 0,01
Acetato (mg/g) 0,14 (0,10-0,18) 0,14 (0,12-0,19) 0,13(0,10-0,16) 0,13(0,10-0,18) 0,351
Propionato (mg/g) 0,011 (0,002-0,014)4 0,005 (0,002-0,011) 0,003 (0,001-0,011) 0,002 (0,001-0,010) 0,023
AGCC Total (mg/g) 0,19 (0,15-0,21) 0,18 (0,14-0,20) 0,15 (0,12-0,18) 0,18 (0,14-0,20) 0,444

Dados apresentados em mediana (percentis 25 - 75) e média (desvio padrdo). A, p <0,05 versus MHNW; B, p <0,05 versus MUNW; C, p <0,05 versus
MHO; D p <0,05 versus MUO. MHNW, peso normal metabolicamente saudavel; MUNW, peso normal metabolicamente ndo saudéavel; MHO,
sobrepeso / obeso metabolicamente saudavel; MUO, sobrepeso / obeso metabolicamente ndo saudével. IMC: indice de Massa Corporal, CC:
Circunferéncia de Cintura, HbAlc: hemoglobina glicada, PAS: Pressdo Arterial Sistolica, PAD: Pressdo Arterial Diast6lica, AGCC: Acidos Graxos
Cadeia Curta.

Dentre os cinco metabdlitos relacionados ao ganho de peso estudados, somente o argininosuccinato
ndo foi encontrado nas amostras estudadas. Ao contréario da hipdtese inicial, os fenétipos MHO e MUNW
apresentaram maiores taxas de aparecimento para a maioria dos metabolitos investigados, em comparacéo ao
fendtipo MUO, uma vez que estes metabdlitos sdo marcadores de um pior quadro metabdlico relacionado a
obesidade (p<0,05). A prostaglandina B2 é um metabolito do &cido araquidénico e a sua presenca induz a

formacdo de fatores pro-inflamatérios como interleucina-6 e ativacao de fator nuclear kappa B (Dias-Audibert
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et al., 2020). O biomarcador metabdlito de leucotrieno carboxi-LTB4 é um potente mediador lipidico, capaz
de desenvolver quimiotaxia e liberagdo de espécies reativas de oxigénio, relacionando-se com perfil
inflamatdrio e o desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e dislipidemia (Finn, 2015).

Scores Plot

© - MUO
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Component 2 ( 3.3 %)

Component 1 ( 2.4 %)

Figura 1: Gréfico de dispersdo do Partial Least Square-Discriminant Analysis para distinguir os fenétipos metabélicos. Magro
metabolicamente saudavel (MHNW), magro metabolicamente ndo saudavel (MUNW), sobrepeso/obeso metabolicamente saudavel (MHO) e
sobrepeso/obeso metabolicamente ndo saudavel (MUQO). O Partial Least Square-Discriminant Analysis foi realizado com base em cinco biomarcadores
relacionados ao ganho de peso.

Para os metabdlitos di-hidrobiopterina e acido 3-carboxi-4metil-5propil-2furanopropanoico (CMPF),
as participantes com o fendtipo MHNW apresentaram menor taxa de aparecimento em comparagao ao fenotipo
MUNW (p<0,05). A presenca de di-hidrobiopterina indica maior estado de estresse oxidativo e consequente
maior producdo de radicais livres que podem induzir e aumentar o processo inflamatério, modificar os &cidos
graxos da membrana fosfolipidica, alterando sua fluidez. Também, induz a fosfolipase A ao aumentar a
producdo de metabdlitos, como &cido araquiddnico. Ademais, o metabdlito CMPF possui relacdo com

disfuncdo de células beta e o desenvolvimento de diabetes (Dias-Audibert et al., 2020).
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Log2
DIHIDROBIOPTERINA * * 0.2
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Figura 2: Biomarcadores relacionados ao ganho de peso corporal e a relagdo entre dois fen6tipos metabdlicos. A cor azul mostra
relagdo negativa entre dois fen6tipos, significando que o segundo fen6tipo apresenta maior concentracdo do metabdlito em questéo. A cor laranja mostra
relagdo positiva entre dois fen6tipos, assim, o fendtipo presente no numerador apresenta maior concentragdo do metabolito referido. Cor branca mostra
concentracdo da substancia em questdo igual para os dois fendtipos comparados. Presenca do asterisco (*) mostra significancia na concentragéo do
biomarcador na relagdo entre os grupos. Magro metabolicamente saudavel (MHNW), magro metabolicamente ndo saudavel (MUNW), sobrepeso/obeso
metabolicamente saudavel (MHO) e sobrepeso/obeso metabolicamente ndo saudavel (MUO).
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CONCLUSOES:

A hipétese de que os AGCC e os metabdlitos relacionados ao ganho de peso estivessem reduzidos e
aumentados, respectivamente, nas participantes MUNW e MUO foi parcialmente comprovada. O fato da
amostra ter sido composta por mulheres com alteracfes cardiometabdlicas de baixa severidade pode ter
contribuido para este achado. Por outro lado, a maior taxa de aparecimento de alguns biomarcadores nas
participantes MHO e MUNW em comparagdo as MUO sugere a presenca de inflamagéo subclinica e sua
cronicidade, que poderdo ser a base para o desenvolvimento do ganho ponderal e de doencas relacionadas.
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