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RESUMO
Introdugao: A obesidade € uma doencga inflamatéria crénica caracterizada pela
expanséao do tecido adiposo devido ao acumulo de gordura excessivo. A gastroplastia
tem mostrado ser o tratamento mais eficaz para reduzir a massa corporal e os
disturbios metabdlicos caracteristicos da obesidade grave. Biomarcadores
antropométricos e bioquimicos-clinicos atualmente nao fornecem informagdes
detalhadas sobre o grau de inflamagao no tecido adiposo (TA). A busca por novos
biomarcadores que reflitam a severidade da obesidade, bem como a monitorizagao
dos desfechos clinicos apds a gastroplastia € uma necessidade ainda nao atendida.
Ambientes inflamatdrios crénicos tém sido associados a regulacdo positiva de
pequenas moléculas, como a tetraidrobiopterina (BH4), que se acumulam em fluidos
biolégicos. Objetivos: Mensurar os produtos do metabolismo da BH4 em fluidos
biolégicos de individuos elegiveis a cirurgia bariatrica antes do momento da cirurgia e
apos 12 meses da intervencgao cirurgica. Métodos: Estudo longitudinal conduzido
entre 03/2021 e 06/2023 que incluiu 54 individuos com obesidade grave elegiveis para
cirurgia bariatrica no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago, da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC). Um grupo de voluntarios sadios
definidos como controles foi incluido para comparagao de parametros bioquimicos.
Foram coletados dados antropométricos e bioquimicos pela equipe médica de
endocrinologia e metabologia do HU-UFSC, além de amostras de sangue e urina
antes da cirurgia e 12 meses apods a intervengao (25 individuos apdés 12 meses).
Durante a cirurgia, foram coletadas amostras de TA visceral e subcutaneo. As
amostras de fluidos biolégicos foram utilizadas para avaliar os parametros do
metabolismo da BH4 e o nivel de estresse oxidativo, enquanto as amostras de TA
foram usadas para avaliar o metabolismo da BH4 e os niveis de estresse oxidativo.
Resultados: Foram observados niveis urinarios significativamente diminuidos de BH4
[t1o7y= 6,00; P < 0,001], e valores plasmaticos aumentados de neopterina [f77)= 2,45;
P < 0,05] nos individuos com obesidade. Os individuos com obesidade apresentaram
também niveis elevados de marcadores de inflamacédo e de estresse oxidativo no
plasma, evidenciado pelos valores aumentados de proteina C reativa (PCR) [fr0)=
4,18; P < 0,001], razédo entre neutrdfilos e linfocitos (NLR) [fi75= 3,68; P < 0,001] e
entre plaquetas e linfocitos (PLR) [f72= 2,18; P < 0,05]). Além disso, houve uma
reducao significativa nos niveis de glutationa (GSH) [t79)= 2,65; P < 0,01], e aumento
significativo de espécies reativas de acido barbiturico (TBA-RS) [tu4e)= 3,55; P < 0,001].
Um aumento significativo do metabolismo da BH4 no tecido adiposo visceral (TAV) foi
observado em comparagao com o tecido adiposo subcuténeo (TAS), evidenciado pelo
maior conteudo da enzima sepiapterina redutase [f@ss)= 3,97; P < 0,001]. Além disso,
observamos um aumento significativo nos niveis de GSH [t92)= 2,1; P < 0,05]; e da
razao entre GSH e GSSG (forma oxidada da GSH) no TAV [f90)= 1,67; P < 0,05]. Por
meio da anadlise da curva caracteristica de operagdo do receptor (ROC), foi
identificado que os niveis urinarios de BH4 classificaram com alta sensibilidade
individuos com obesidade elegiveis para cirurgia bariatrica, com uma area sob a curva
(AUC) de 0,82 (IC 95%: 0,73 - 0,90), sensibilidade de 82 % e especificidade de 68,5
%, utilizando um valor de corte de 0,37 umol/mmol de creatinina. Apds 12 meses da
gastroplastia foi observado um aumento significativo nos niveis urinarios de BH4 [t(11)=
2,76; P <0,01], e uma reducéo significativa nos niveis plasmaticos de neopterina [{@23)=
4,53; P < 0,001]. Também verificamos que os parametros inflamatérios e oxidativos,
como PCR [W/(20)=-167; P < 0,001], NLR [W20=-153; P < 0,001]; PLR [t18)= 2,22; P
< 0,05]), GSH [t1s= 1,98; P < 0,05], e TBA-RS [f13= 5,30; P < 0,001] foram
restaurados apos 12 meses da intervengao cirurgica. Conclusao: A mensuragcdo BH4



e neopterina em fluidos bioldgicos tem o potencial de se transformar em ferramentas
quantitativas que permitam classificar individuos com obesidade, e monitorar as
melhoras promovidas pela gastroplastia.

Palavras-chave: metainflamagao, tecido adiposo, neopterina, doencas

metabdlicas, inflamacé&o crénica, cirurgia bariatrica



ABSTRACT

Introduction: Obesity is a chronic inflammatory disease characterized by the
expansion of adipose tissue due to fat accumulation. Gastroplasty has been shown to
be the most effective treatment for reducing body mass and metabolic disorders
associated with severe obesity. Currently, anthropometric and biochemical-clinical
biomarkers do not provide detailed information about the degree of inflammation in
adipose tissue (AT). The search for new biomarkers that reflect the severity of obesity,
as well as the monitoring of clinical outcomes after gastroplasty, remains an unmet
need. Chronic inflammatory environments have been associated with the upregulation
of small molecules, such as tetrahydrobiopterin (BH4), which accumulate in biological
fluids. Objectives: To measure BH4 metabolism products in biological fluids of
individuals eligible for bariatric surgery before surgery and after 12 months of surgery.
Methods: A longitudinal study conducted between 03/2021 and /2023, which included
54 individuals with severe obesity eligible for bariatric surgery at the Polydoro Ernani
University Hospital of Sdo Thiago, Federal University of Santa Catarina (HU-UFSC). A
group of healthy volunteers defined as controls was included for biochemical
parameter comparison. Anthropometric and biochemical data were collected by the
medical team of endocrinology and metabolism at HU-UFSC, along with blood and
urine samples before surgery and 12 months after the intervention (25 individuals after
12 months). During surgery, samples of visceral and subcutaneous AT were collected.
Biological fluid samples were used to evaluate BH4 metabolism parameters and
oxidative stress levels, while AT samples were used to assess BH4 metabolism and
oxidative stress levels. Results: Significantly decreased urinary levels of BH4 [t¢107)=
6.00; P < 0.001], and increased plasma levels of neopterin [tz7)= 2.45; P < 0.05] were
observed in individuals with obesity. Individuals with obesity also showed elevated
levels of inflammation and oxidative stress markers in plasma, as evidenced by
increased levels of C-reactive protein (CRP) [tzo= 4.18; P < 0.001], neutrophil-to-
lymphocyte ratio (NLR) [ts= 3.68; P < 0.001], and platelet-to-lymphocyte ratio (PLR)
[t72= 2.18; P < 0.05]. Additionally, there was a significant reduction in glutathione
(GSH) levels [tz9)= 2.65; P < 0.01] and a significant increase in thiobarbituric acid
reactive substances (TBA-RS) [tues)= 3.55; P < 0.001]. A significant increase in BH4
metabolism in visceral adipose tissue (VAT) was observed compared to subcutaneous
adipose tissue (SAT), as evidenced by the higher content of sepiapterin reductase
enzyme [tss) = 3.97; P <0.001]. Furthermore, a significant increase in GSH levels [t©2)=
2.1; P <0.05] and the ratio of GSH to GSSG (oxidized form of GSH) in VAT [t90)= 1.67;
P < 0.05] was observed. By analyzing the receiver operating characteristic (ROC)
curve, it was identified that urinary BH4 levels classified individuals with obesity eligible
for bariatric surgery with high sensitivity, with an area under the curve (AUC) of 0.82
(95% CI: 0.73 - 0.90), sensitivity of 82%, and specificity of 68.5%, using a cutoff value
of 0.37 ymol/mmol of creatinine. After 12 months of gastroplasty, a significant increase
in urinary BH4 levels [t(11)= 2.76; P < 0.01] and a significant reduction in plasma levels
of neopterin [te3)= 4.53; P < 0.001] were observed. Furthermore, it was found that
inflammatory and oxidative parameters, such as CRP [W0) =-167; P < 0.001], NLR
[W20)=-153; P < 0.001], PLR [t(1s) = 2.22; P < 0.05], GSH [t(1s)= 1.98; P < 0.05], and
TBA-RS [t(13) = 5.30; P < 0.001], were restored after 12 months of surgical intervention.
Conclusion: The measurement of BH4 and neopterin in biological fluids has the
potential to become quantitative tools that allow for the classification of individuals with
obesity and monitoring of improvements promoted by gastroplasty.



Keywords: meta-inflammation, adipose tissue, neopterin, metabolic diseases, chronic
inflammation, bariatric surgery.
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1  INTRODUGAO

A obesidade € uma doenga inflamatéria crénica caracterizada pelo acumulo
anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco a saude (WHO, 2018). O
diagnéstico da obesidade é baseado no indice de massa corporal (IMC) igual ou maior
que 30. Além deste marcador antropométrico, a circunferéncia abdominal também é
utilizada na pratica clinica para acompanhar a evolugao da obesidade e pode ser um
indicativo de complicagdes cardiovasculares (ROSS et al., 2020). No entanto, essas
abordagens nao oferecem uma avaliagao detalhada da distribuicdo da gordura nos
tecidos, nem permitem a identificacdo do grau de inflamacéao sistémico ou localizado
no tecido adiposo (TA). A falta de biomarcadores quantificaveis tem sido um desafio
no campo da pesquisa clinica, comprometendo o acompanhamento e as intervengdes
no tratamento da obesidade.

A excessiva expansdo do TA na obesidade provoca estresse mecanico,
hipéxia e necrose dos adipdcitos. Esses processos desencadeiam sinalizagdes pro-
inflamatérias que mudam o perfil da resposta das células imunes residentes no tecido
adiposo, como macréfagos e linfécitos, para um fendtipo pro-inflamatério, o que
promove a liberagdo de mediadores inflamatérios como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina (IL-1B) e interferon gamma (IFN-y), e maior infiltrado imune,
sustentando o desenvolvimento da inflamacgao crénica na obesidade e de suas
comorbidades (REILLY; SALTIEL, 2017). Além disso, o aumento de infiltrado imune
no TA promove estresse oxidativo tecidual, pelo aumento da produgao de espécies
reativas do oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) nessas células imunes. O estresse
oxidativo também pode se estender a nivel sistémico, fato que ocorre pelo
extravasamento de lipideos do TA e consequente acumulo ectépico em outros tecidos
(MARSEGLIA et al., 2014). Esse ambiente pro-inflamatério propicia um cenario
permissivo para a regulagdo positiva da sintese de pequenas moléculas, incluindo
aquelas envolvidas no metabolismo da tetraidrobiopterina (BH4). No entanto, €&
importante considerar que o estado pré-oxidativo também pode provocar a queda na
concentragdo dessa novas moléculas. Isso pode levar a um desequilibrio no
metabolismo da BH4 e contribuir para a disfungédo celular e tecidual associada a

obesidade e ao estresse oxidativo. Essa regulagédo positiva do fluxo metabdlico do
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metabolismo da BH4 leva ao acumulo de metabdlitos que podem ser quantificados
em fluidos biolégicos, e que nos ultimos anos tém mostrado ter alto potencial para ser
empregados como indices que podem correlacionar com o estado inflamatorio, por
exemplo a neopterina, ou com o estado oxidativo, como a BH4, em diversas doengas
inflamatadrias cronicas.

A BH4 é um cofator essencial para a sintese de neurotransmissores
aminérgicos e de oOxido nitrico (NO), e para o metabolismo da fenilalanina e éter
lipidicos [para revisao ver (Eichwald et al., 2023)]. As concentragdes intracelulares de
BH4 podem ser rapidamente aumentadas pelos mediadores inflamatérios que
acumulam em fluidos bioldgicos de individuos afetados por obesidade (REILLY;
SALTIEL, 2017; WERNER; BLAU; THONY, 2011). Por exemplo, IFN-y, IL-1B e TNF-
a provocam o aumento da expressdo de Gch1, gene que codifica para a enzima
limitante da sintese de BH4, a guanosina trifosfato cicloidrolase (GTPCH). Este
estimulo pode aumentar em até 100 vezes em células imunes, enquanto que o
restante do metabolismo permanece quase inalterado. Isso leva ao acumulo de
intermediarios metabdlicos que resultam na producido ndo enzimatica de neopterina,
um biomarcador usado na pratica clinica para avaliar de forma sensivel a ativagao do
sistema imune (FUCHS et al., 1993). Ainda, nosso grupo de pesquisa demonstrou que
concentragbes excessivas da BH4 aumentam a agressividade da resposta imune,
evidenciada por um aumento do infiltrado imunoldgico incluindo macréfagos e
linfocitos T CD4+ em tecidos de modelos animais de doencgas inflamatérias cronicas
(CRONIN et al., 2018; LATREMOLIERE et al., 2015).

Por outro lado, sabe-se que a BH4 possui capacidade de neutralizagao de
ERO e ERN, apresentando um papel de protecao celular frente ao estresse oxidativo
gerado na inflamagao (FOXTON; LAND; HEALES, 2007; PATEL et al., 2002). Assim,
o estado pro-oxidante na obesidade pode consumir as novas moléculas de BH4 que
sao sintetizadas durante o aumento do seu fluxo de sintese que ocorre durante
ativagao pro-inflamatdria das células imunes no TA. Dessa forma, as concentragdes
dos produtos do metabolismo da BH4 em fluidos biolégicos de individuos com

obesidade podem estar alterados e refletir o grau inflamatério e oxidativo do TA.
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Dentre os tratamentos para a obesidade disponiveis a gastroplastia tem se
destacado como a intervengao cirurgica utilizada para casos de obesidade grave em
individuos com

- IMC > 50 kg/m2;

- IMC > 40 kg/m2 com ou sem comorbidades que nao tiveram sucesso no
tratamento clinico realizado por no minimo dois anos;

- IMC > a 35 kg/m2, com comorbidades causadas ou agravadas pela
obesidade, sem sucesso no tratamento clinico, realizado por no minimo dois anos,
proporcionando beneficios significativos na perda de peso, na melhoria de parametros
metabdlicos, e no aumento da expectativa de vida (NGUYEN; VARELA, 2017).

No entanto, a compreensdo dos mecanismos subjacentes aos beneficios da
gastroplastia ainda € um campo em expansdo. Nesse sentido, a identificagdo de
biomarcadores que acompanhem a progressao da obesidade, assim como os efeitos
da gastroplastia, permitira avaliar a resposta individual e melhor acompanhamento
clinico dos individuos.

Baseado nas informagdes apresentadas € plausivel que i) a obesidade
promova alteragdes no metabolismo da BH4, tanto pelo componente pré-inflamatério
com pré-oxidativo presente na doenga, ii) as concentragdes de BH4 e neopterina em
fluidos bioldgicos poderiam ser utilizados como biomarcadores do grau inflamatério e
oxidante no TA, e que iii) essas concentracbes também possam auxiliar na
identificacdo a priori dos individuos com obesidade que sdo elegiveis a cirurgia

bariatrica.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 OBESIDADE

A obesidade € uma doenca inflamatoria crénica definida pelo acumulo
excessivo de gordura e que compromete com a saude do individuo (WHO, 2018).
Avaliacbes antropométricas como o IMC e circunferéncia abdominal caracterizam a
severidade da doencga, que é subdividida em grau 1, 2, e 3, conforme descrito na
Quadro 1 (ROSS et al., 2020). A obesidade € um fator de risco para o desenvolvimento
de doencgas ndo comunicaveis como como DM2, esteatose hepatica, hipertensao,
dislipidemias, artrite, depressdo, cancer, entre outros (BLUHER, 2019; STEFAN;
BIRKENFELD; SCHULZE, 2021). Nas ultimas décadas, a obesidade tem tomado
proporcoes epidémicas ao redor do mundo, e a estimativa € que em 2030, 17.5 % da
populagao adulta mundial tenha obesidade (WOF, 2022). No Brasil, a prevaléncia da
obesidade aumentou de 9.6 % para 22.8 % em homens e 14.5 % para 30.2 % em
mulheres entre o periodo de 2002 a 2019 (IBGE; BRASIL, 2020). O énus econémico
gerado pela obesidade difere em cada pais, porém, uma estimativa aponta que os
custos financeiros com esta doenga em 2060 seja de em média 3.4 % do produto
interno bruto mundial (OKUNOGBE et al., 2021). Somente no Brasil em 2018, os
custos no tratamento para obesidade subsidiados pelo Sistema Unico de Satude (SUS)
chegaram ao valor de 1.42 bilhdo ao ano, o que representou 40 % do or¢gamento total
do ano de 2018 para o tratamento de doengas na rede do SUS (FIGUEIREDO et al.,
2021).

Quadro 1. Classificacdes antropométricas utilizadas para a avaliacao do estado

corporal e severidade da obesidade

Circunferéncia
Classificagao IMC (kg/m?) abdominal (cm)
Masculino Feminino

Abaixo do peso <18,5 - -
Peso normal 18,5a24,9 =90 =80
Sobrepeso 25,0a29,9 =100 290
Obesidade grau 1 30,0 a 34,9 =110 > 105
Obesidade grau 2 35,0a39,9
Obesidade grau 3 240 =125 =115

Abreviagtes: IMC = indice de massa corporal
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Fonte: (WHO, 2018)
A patogenia da obesidade € complexa, multifatorial e se desenvolve em um

acumulo excessivo de gordura levando a expansdo do TA (BLUHER, 2019). A
principal causa que leva a este acumulo se deve a quebra da homeostasia metabdlica-
energética, promovendo um baixo gasto energético pelo metabolismo do individuo e
que pode estar vinculado a uma desregulagdo do apetite, aumentando a ingesta de
alimentos, e que consequentemente, leva ao aumento de peso (THEILADE et al.,
2021). Porém, a descoberta de genes especificos associados a predisposi¢do a
obesidade e de fatores epigenéticos que afetam seu desenvolvimento, adicionam
mais complexidade a patogenia desta doenca (LOOS; YEO, 2022). Além disso,
fatores socioculturais relacionados a habitos alimentares impactam o desenvolvimento
da doenga, principalmente pelo demasiado consumo de alimentos ultra processados,
com altas quantidades de aglicares e pobre em micronutrientes (LOPEZ-TABOADA;
GONZALEZ-PARDO; CONEJO, 2020).

O peso corporal nos humanos € mantido em equilibrio com a quantidade de
calorias diarias ingeridas e a demanda energética do organismo (LIN; LI, 2021). Esse
equilibrio € mantido por sinais do sistema nervoso central (SNC) e 6rgaos periféricos,
que regulam o gasto energético e a ingestdo alimentar. Alguns desses sinais, 6érgéo
de producédo, e efeito na manutencdo do peso estdo dispostos no Quadro 2
(GONZALEZ-CAMPOQY, 2019; THEILADE et al., 2021). Quando o consumo calérico
excede a demanda energética, parte dessa energia € armazenada na forma de
triglicerideos no TA. Em contrapartida, quando o consumo caldrico € insuficiente para
sustentar a demanda energética diaria do organismo, a reserva energética do TA é
mobilizada para fornecer nutrientes aos outros o6rgdos. Essa capacidade de
armazenar e mobilizar energia € uma caracteristica evolutiva, pois permite que
tenhamos uma reserva energética em caso de escassez de nutrientes (PARRA-
PERALBO; TALAMILLO; BARRIO, 2021). Entretanto, o excesso de energia
consumida em relagdo a demanda energética, pode levar ao acumulo excessivo de

gordura no TA e consequentemente a obesidade (LIN; LI, 2021).
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Quadro 2. Hormoénios relacionados a regulagao do peso e seus efeitos metabdlicos.

Hormodnio

Orgao de produgio

Efeito na manutenc¢ao do peso

Leptina

Tecido adiposo

Sinaliza as reservas de energia e inibe a ingestao
alimentar

Adiponectina

Tecido adiposo

Sinaliza a fungado do tecido adiposo, tem efeitos
anti-inflamatérios e insulino-sensibilizadores

Insulina

Pancreas

Regula a captagao e metabolismo da glicose,
possui efeito anorexigeno no cérebro

Glucagon

Pancreas

Estimula a liberacao de glicose pelo figado, possui
efeito orexigeno no cérebro

Colecistocinina

Intestino delgado

Estimula a secrecgao biliar e pancreatica, induz
saciedade

Peptideo semelhante
ao glucagon 1

Intestino delgado

Estimula a secregao de insulina, inibe a secregéo
de glucagon e o esvaziamento gastrico, reduz o
apetite

Grelina Estdmago Estimula o aumento do apetite
Obestatina Estbmago Antagoniza os efeitos da grelina, diminui o apetite
Adrenalina Medula adrenal Estimula a lipdlise e o gasto energético

Tiroxina Tireoide Regula o metabolismo basal e o gasto energético

Estrogénios

Orgéos reprodutores

Regulam o metabolismo lipidico, a sensibilidade a
insulina e tém efeitos anorexigenos no cérebro

Fonte: (GONZALEZ-CAMPQY, 2019; THEILADE et al., 2021).

Existem tratamentos farmacoldgicos e

intervengdes cirurgicas para a

obesidade que sao prescritos quando outras medidas nao farmacolégicas, como dieta

e exercicio fisico, ndo sao suficientes para a redugao de peso no individuo (CORNIER,

2022). Os tratamentos farmacoldgicos diferem pelo seu mecanismo de agéo, podendo

atuar aumentando a saciedade e reduzindo o apetite, modulando neurotransmissores

como serotonina e adrenalina, ou reduzindo a absor¢ao de gorduras pela alimentag&o

por bloqueio de enzimas gastrointestinais (MULLER et al.,, 2022). Porém, em

individuos onde o acumulo excessivo de gordura compromete a saude, intervengoes

cirargicas, como a gastroplastia, sdo empregadas para obter uma reducéo de peso
mais expressiva (NUDEL; SANCHEZ, 2019).
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Entre as intervengdes cirurgicas para obesidade, o bypass gastrico e a
gastrectomia sleeve tém sido amplamente utilizados nos ultimos anos, e séo
considerados opgdes seguras e eficazes para o tratamento da obesidade grave
(GHIASSI; MORTON, 2020). A Figura 1 apresenta ilustracdes destes procedimentos,
onde ambos envolvem a modificagdo anatémica do sistema digestivo, com o objetivo
de limitar a ingestao de alimentos e a absor¢ao de nutrientes. O bypass gastrico € um
procedimento em que o estdbmago é dividido em duas partes, criando um pequeno
reservatorio na parte superior do estbmago que € ligado diretamente ao intestino
delgado. Isso limita a quantidade de alimentos que podem ser ingeridos e reduz a
absorgcdo de nutrientes, resultando em perda de peso significativa. A gastrectomia
sleeve envolve a remogao de uma grande porgéo do estdbmago, deixando apenas uma
porcao tubular. Isso também limita a quantidade de alimentos que podem ser
ingeridos, mas nao afeta a absorgao de nutrientes (NGUYEN; VARELA, 2017).

Figura 1. Representagdes dos procedimentos cirurgicos bypass e sleeve.

A

Anastomose B
gastrojujenal

Bolsa
gastrica

Gastrectomia
Remanescente vertical

gastrico

—— Pancreas

Estémago

Alga o
. removido

Alga alimentar biliopancreatica

Anastomose
jejunojejunal

(A) Descricao ilustrativa do procedimento bypass, onde é realizado a anastomose (conexo cirurgia
entre dois 6rgaos) entre o jejuno e a parte superiora do estdmago que é reduzido. (B) Representagao
do procedimento da gastrectomia sleeve onde é feito uma excisdo de uma parte do estébmago, que é
reduzido e assim restringindo o volume de alimento.

[Traduzido e adaptado de:(NGUYEN; VARELA, 2017)].
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2.2 BIOMARCADORES

A descoberta de biomarcadores desempenha um papel fundamental no avango
da medicina personalizada e no diagndstico precoce de doengas. Atualmente, os
sistemas de classificacdo de doencas baseiam-se principalmente nos sinais e
sintomas dos individuos, 0 que pode resultar em categorizagdes equivocadas de
doencas com mecanismos fisiopatolégicos distintos com caracteristicas clinicas
semelhantes, bem como de doencas diferentes que compartiiham desordens
moleculares similares.

Os avangos exponencias na ciéncia com desenvolvimento de novas
metodologias analiticas, modelos animais genéticos, e 0 maior entendimento da
fisiopatologia doengas promoveu um aumento de novos potenciais biomarcadores.
Essa evolugdo levou a necessidade de importantes 6rgao regulatérios, como o
Administracédo de Alimentos e Medicamentos (FDA), a criagdo de um documento
sobre as melhores praticas no desenvolvimento e estudo de novos potenciais
biomarcadores (FDA-NIH., 2016).

Um biomarcador é definido como uma caracteristica anatdémica, sorologica ou
fisiolégica, que pode de ser mensurada de maneira objetiva e serve como um
indicador de um processo bioldgico normal, patologico ou de avaliagao de intervengéo
terapéutica (FDA-NIH., 2016). A descoberta de um novo biomarcador envolve etapas
desafiadoras que dependem de diferentes processos metodoldgicos, como técnicas
de imagem, ensaios bioquimicos, tecnologia émicas (como lipidémica, metabolémica,
protedmica e gendmica) além de avaliagdes fisicas do individuo. Os biomarcadores
podem ser utilizados para diferentes finalidades biomédicas, e os tipos de

biomarcadores bem como suas defini¢gdes estao dispostos no Quadro 3.



Quadro 3. Definicdes de diferentes biomarcadores existentes

Tipos de
biomarcadores

Definicao

Diagnésticos

Utilizados para identificar a presenga ou auséncia de uma determinada condigdo ou doenga em
um individuo. Eles auxiliam no diagndstico precoce, possibilitando um tratamento mais eficaz e
reduzindo o risco de complicagdes.

Farmacodinamicos

Medem a atividade e os efeitos dos medicamentos no organismo. Eles sdo usados para entender
a resposta individual a um tratamento especiffico, auxiliando na selecéo e ajuste das doses dos
medicamentos.

Preditivos

Ajudam a prever a resposta ou a progressao de uma doenga em resposta a um tratamento
especffico. Eles permitem identificar pacientes que sdo mais propensos a responder
positivamente a uma terapia, permitindo uma abordagem personalizada e direcionada ao
tratamento.

Monitoramento

Utilizados para acompanhar a evolugdo da doenga ao longo do tempo ou a resposta a um
tratamento. Eles permitem avaliar a eficacia de uma terapia, identificar possiveis recaidas e
ajustar a abordagem de tratamento conforme necessario.

Prognostico

Fornecem informagdes sobre o curso provavel de uma doenga, incluindo a progressao da
doenga, a sobrevida e a resposta ao tratamento. Eles auxiliam na estratificagéo de risco e na
tomada de decisdes clinicas, permitindo um progndstico mais preciso e uma abordagem mais
personalizada para cada paciente.

Segurancga

Usados para avaliar a segurancga e tolerabilidade de um medicamento ou tratamento. Eles ajudam
a identificar possiveis efeitos colaterais, riscos ou complicagdes associadas a um tratamento,
contribuindo para uma terapia mais segura e minimizando danos potenciais.

Suscetibilidade ou Risco

Indicam a predisposi¢ao genética ou o risco aumentado de desenvolver uma determinada
condigao ou doenga. Eles auxiliam na identificagao de individuos com maior probabilidade de
desenvolver certas doengas, permitindo intervengdes preventivas precoces, modificagdes no
estilo de vida ou acompanhamento clinico mais rigoroso.

Fonte: (CALIFF, 2018)
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O processo de descoberta de um biomarcador para doengas geralmente se
inicia com modelos experimentais animais que mimetizam a doenga ou modelos pré-
clinicos em humanos com tamanho amostral pequeno, avaliando marcadores
bioquimicos, escores clinicos ou técnicas de imagens. Na etapa inicial, as amostras
de fluidos biolégicos, como sangue, urina, saliva, entre outros, de individuos afetados
pela doenca, sdo avaliadas para estabelecer parametros relevantes. Com base nos
resultados preliminares que s&o gerados é possivel progredir gradualmente para um
maior numero de amostras, incluindo comparagdes com individuos saudaveis que nao
apresentam a doenca. Uma etapa fundamental é realizacdo de uma caracterizagao
fenotipica precisa da populagdo em estudo, evitando vieses metodoldgicos, além do
cuidado da manipulacdo adequada das amostras e utilizagdo das técnicas
metodoldgicas adequadas para sua determinagdo, principalmente quando o
biomarcador em estudo apresenta caracteristicas fisico-quimicas instaveis e com
possivel degradacao (CALIFF, 2018).

E essencial também compreender a distingdo entre casualidade e causalidade
ao avaliar a relevancia dos achados durante o desenvolvimento de novos
biomarcadores. A casualidade é entendida como a associagao estatistica entre um
biomarcador e uma determinada condi¢cao ou doenga, sendo uma observagao inicial
da relacao entre o biomarcador e o achado experimental. Por outro lado, a causalidade
indica uma relacao direta de causa e efeito entre um biomarcador e a condicdo em
questdo. Para provar a causalidade € necessario obter evidéncias robustas como
estudos longitudinais com intervencdes e a comprovagao de mecanismos fisioldgicos
ou patoldgicos plausiveis para a doenga (ALTMAN; KRZYWINSKI, 2015).

No desenvolvimento de biomarcadores trés etapas sdo essenciais para
assegurar sua aplicabilidade clinica. O processo de validagao analitica € uma das
primeiras etapas e necessaria para avaliar caracteristicas de reprodutibilidade e
precisdo, como os parametros de sensibilidade e especificidade, que sao
determinados por meio do teste estatistico da Curva Caracteristica de Operagao do
Receptor (ROC) (KRAUS, 2018; MICHAEL; TIAN; GHEBREMICHAEL, 2019). A
segunda etapa € a avaliagao da utilidade clinica do biomarcador, na qual se investiga
sua relevancia como biomarcador especifico. Nessa etapa, estudos clinicos buscam

avaliar a associagao entre os niveis do biomarcador e o curso da doenca e se 0s
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beneficios de sua avaliacdo superam os riscos ou desconfortos durante o cuidado
com o individuo. Por fim, a validagéo clinica, que envolve estudos em larga escala
com amostras representativas da populacido-alvo, visa avaliar a precisdo do
biomarcador em diferentes subgrupos clinicos que possam existir dentro da doenga,
como sexo, idade e etnia (KRAUS, 2018).

Dessa forma, sabe-se também que o estudo de novos biomarcadores
desempenha um papel importante no desenvolvimento de novos alvos
farmacoldgicos. O entendimento do comportamento das moléculas biolégicas em
relacéo a fisiopatologia das doencgas pode fornecer informagdes que abram caminho
para inovagdes terapéuticas, identificando alvos farmacolégicos mais eficazes
(KRAUS, 2018).

2.3 TECIDO ADIPOSO

O TA é um 6rgao dinamico e especializado na manutengado do metabolismo
energético e regulacdo hormonal no organismo (KERSHAW,; FLIER, 2004). Além
disso, ele é reconhecido como o maior érgao enddcrino do corpo humano secretando
diversas moléculas conhecidas como adipocinas que exercem influéncia em
processos fisioldgicos (FASSHAUER; BLUHER, 2015). O TA é um 6rgdo que se
apresenta de forma heterogénea no organismo diferindo na sua localizagdo
anatdmica, composicao celular e perfil metabdlico, podendo ser classificado em dois
principais tipos: o TA branco (TAB) e o TA marrom (TAM). O TAB é o mais
predominante no organismo e esta principalmente envolvido no armazenamento de
energia e com as secrecdes de hormonios. O TAB é subdividido em TAB subcuténeo
(TAS), que esta localizado sob a pele e representa cerca de 80 % da massa total de
TA em individuos saudaveis, e TAB visceral (TAV), que esta localizado na regiao intra-
abdominal e envolve 6rgao internos (IBRAHIM, 2010). O TAM por sua vez, € menos
abundante e é especializado na termogénese. O TAM é encontrado em regides
interescapular, cervical e axilar (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Ainda, existe a
presenca do TA bege no organismo, que é derivado do TAB e apresenta maior

atividade metabdlica para consumo de energia.
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O TAB é constituido por diferentes tipos celulares, sendo o principal o adipdcito,
que possui caracteristicas morfolégicas e metabdlicas diferentes em cada tipo de
tecido, como disposto na Figura 2. Além dos adipdcitos, o TAB é composto por células
mesenquimais e células imunes, sendo as mais abundantemente encontradas os
macrofagos, mastécitos e linfocitos T e B, além de eosindfilos (LENZ et al., 2020).
Essas células participam da homeostasia do tecido, regulando a inflamagéo,
angiogénese, diferenciagdo de adipdcitos de células mesenquimais e secrecédo de
adipocinas (MICHAILIDOU; GOMEZ-SALAZAR; ALEXAKI, 2022; WANG; WU, 2018).

Figura 2. Principais diferengas dos adipécitos no tecido adiposo (TA) branco (TAB),

marrom (TAM) e bege.
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A Figura 2 compara as diferentes caracteristicas de localizagdo, morfologia, celulares,
funcionais e presencga da proteina desacopladora no TAB, TAM e TA bege, respectivamente. O
TAB e TAM possuem caracteristicas bem distintas, como a localiza¢do no organismo, tamanho,
organizagéao dos lipideos, presenga de mitocdndria e organizagao do nucleo, além de fungdes
diferentes. A presenca da proteina desacopladora, encontrada nas mitocondrias dos adipdcitos
do TAM é o que promove o aumento de gasto energético. O TA bege apresenta caracteristicas
semelhantes a ambos tecidos mencionados anteriormente, por exemplo, sua organiza¢do de
goticula de gordura € em tamanho esférico, que € semelhante ao adipécito do TAB, enquanto
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0 aumento do numero de mitocdndrias com presenga de proteinas desacopladoras é
semelhante aos adipécitos do TAM e proporciona o potencial termogénico.
Traduzido de:(EL HADI et al., 2019).

As principais fungbes de algumas adipocinas liberadas pelo tecido adiposo
estao descritas no Quadro 4. A disfungdo metabdlica causada pela obesidade altera
a producdo de diversas adipocinas, que sustenta de forma crénica a doenca e o
desenvolvimento das comorbidades (LEHR; HARTWIG; SELL, 2012). Por exemplo, o
aumento exacerbado do TA aumenta as concentragdes sanguineas da leptina, e
apesar de possuir um efeito anorexigeno promovendo a redugao do apetite em nivel
do SNC, tem sido demonstrado que a hiperleptinemia plasmatica crénica provoca um
estado de resisténcia a leptina no SNC, comprometendo sua fungado no controle do
apetite e levando a hiperfagia (MYERS; COWLEY; MUNZBERG, 2008). Mais
recentemente, foi também demonstrado que a leptina regula a atividade do sistema
imune promovendo a ativagcado de células T, macrofagos e neutrofilos, componente
fisiopatolégico chave para o desenvolvimento da inflamagao crénica sistémica
(TAYLOR, 2021).

Quadro 4 - Principais adipocinas e seu efeito fisioldgico relatados na literatura

Adipocinas Efeito fisiolégico
Adiponectina Anti-inflamatorio, aumenta a sensibilidade a insulina
Adipsina Ativacao do sistema do complemento
Chemerina Regulagdo da adipogénese e quimiotaxia

Interleucina-10
Interleucina-13
Interleucina-4
Interleucina-6
Leptina
MCP-1
Omentina
PAI-1
Resistina
TNF-a

Anti-inflamatério

Pro-inflamatorio

Anti-inflamatério
Pleiotropico

Regulac&o do apetite, ativagdo de células imunologicas
Quimiotaxia
Anti-inflamatério, aumenta a sensibilidade a insulina
Inibe a fibrindlise
Pleiotropico, aumente a resisténcia a insulina
Pro-inflamatdria

Abreviagdes: MCP-1= Proteina quimiotdtica de mondcitos 1; PAI-1= Inibidor do
ativador de plasminogénio 1; TNF-a= Fator de necrose tumoral alfa

Fonte: (FASSHAUER; BLUHER, 2015; TAYLOR, 2021)
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Outra importante adipocina impactada pela desregulagdo metabdlica na
obesidade é a adiponectina, que tem suas concentragcdes plasmaticas reduzidas, e
por isso, seu papel na homeostasia metabdlica com efeito anti-inflamatério e de
sensibilizagao a insulina fica comprometido (GARIBALLA et al., 2019; WOODWARD;
AKOUMIANAKIS; ANTONIADES, 2017). Dessa forma, pode ser evidenciado, que o
aumento do tecido adiposo propicia um ambiente inflamatério persistente que é
definido como metainflamagao (HOTAMISLIGIL, 2006).

2.3.1 Tecido adiposo na obesidade

O crescimento do TAB na obesidade promove o extravasamento de acidos
graxos livres, causando lipotoxicidade em outros 6rgaos como figado e coracgéo
(GRANER et al., 2013; ROSSI et al., 2011). O acumulo de gordura no TAV esta
relacionado com um pior prognostico dos desfechos da doenga, com maiores riscos
no desenvolvimento de doengas cardiacas e resisténcia a insulina (TANG; ZHANG,;
TONG, 2016). Recentemente, tem sido relatado que o tamanho do TAV em pacientes
infectados pelo virus SARS-CoV2 que provoca a doenga COVID-19, foi
correlacionado com a severidade da doenga, o que indica a importancia da
funcionalidade desse tecido para a imunidade e saude em geral. (CHANDARANA et
al., 2021). A Figura 3 mostra a distribuicao do TA em individuos com obesidade, bem

como seu acumulo ectopico em diferentes 6érgaos no organismo.
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Figura 3. Distribuigdo do tecido adiposo branco (TAB) e marrom (TAM) no individuo

com obesidade apresentando acumulo ectépico de gordura em diferentes 6rgaos.
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A Figura 3 (a) faz uma representacao frontal de um individuo com obesidade, apresentando
as diferentes localizagbes do tecido adiposo (TA), além do acumulo ectdpico que ocorre
quando as reservas de armazenamento chegam ao seu limite. Em (b) apresenta uma
representacdo lateral apresentando algumas categorias do tecido adiposo visceral (TAV)
(mesentérico e omental), além da localizagédo do TA que envolve 6rgdo como rins e coragao,
que também podem sofrer um acumulo durante o aumento excessivo de armazenamento de
gordura.
Traduzido de:(QUAIL; DANNENBERG, 2019).

A expansao do TA pode ocorrer pelo aumento do tamanho dos adipécitos,
chamado de crescimento hipertréfico, ou pelo recrutamento de células pré-
adipociticas para a diferenciagao e formagao de novo adipdcito, processo chamado
de hiperplasia (GHABEN; SCHERER, 2019). Na obesidade, o crescimento
hiperplasico e hipertrofico pode ocorrer simultaneamente, porém individuos obesos
em que os adipdcitos se encontram na maioria no estado hipertrofico, apresentam um
aumento da inflamagédo, promovendo a resisténcia a insulina (VERBOVEN et al.,
2018).

2.4 A ATIVAGCAO DO SISTEMA IMUNE NA OBESIDADE
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A populagdo das células imunes no TA em homeostasia € composta por
macrofagos, que em sua maioria apresentam um fendtipo anti-inflamatério,
denominado M2, linfocitos, principalmente os T reguladores, T CD4+ Th2, natural
killer, eosindfilos entre outras (MCLAUGHLIN et al., 2017) . Os adipécitos regulam o
fendtipo anti-inflamatério dessas células pela liberagédo de IL-4 e IL-13, e de maneira
sinérgica, as células imunes fazem a remodelacdo do TA saudavel e homeostasia do
local, como reparo tecidual e regulacdo do metabolismo mediante a producgéo de IL-
10 (ITOH et al., 2011). Um exemplo do papel protetor das células imunes é na
expansao saudavel do TA, onde o aumento do tamanho do adipécito estimula a
lipdlise, liberando acidos graxos livres que podem ser captados pelos macréfagos
residentes, promovendo um papel de tamponamento lipidico e modulando o estresse
fisiolégico causado pela produgao de niveis basais de ERO durante a expanséo do
TA (CASTOLDI et al., 2016). Portanto, as células imunes presentes no tecido mantém
um nivel de inflamagdo basal que é uma resposta natural as alteragdes no
metabolismo e renovacio do tecido.

Na fisiopatologia da obesidade, € observado uma mudanga da populagao de
células imunes infiltradas no TA, com aumento daquelas com fendtipo proé-
inflamatério, como macréfagos M1, linfécitos Th1, e redugdo do numero das células
imunes anti-inflamatérias citadas anteriormente, como ilustrado na Figura 4
(MCLAUGHLIN et al., 2017).
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Figura 4. Perfil de células inflamatdrias no tecido adiposo saudavel e na obesidade.
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A Figura 4 compara a distribuicdo das células imunes no tecido adiposo saudavel e na obesidade.
Quando em homeostase, o tecido adiposo apresenta um equilibrio entre a quantidade de células
com perfil anti-inflamatério, como os macréfagos com fenétipo M2 (M2 ATM), eosindfilos, células
T regulatdrias (Treg), natural killer (iNK) e de resposta Th2 (Th2). Ja o tecido adiposo em disfungéo,
existe uma maior presenca de células com fendtipo pré-inflamatério, como os macréfagos com
fenétipo M1 (M1 ATM), neutrdfilos, e células T CD8 e de resposta Th1 (Th1). Esse desequilibrio
sustenta o estado disfuncional do tecido de armazenamento de lipideos e regulagdo hormonal no
organismo.
Traduzido e adaptado de: (CHOE et al., 2016)

Diferentes formas para a ativagao do sistema imune na doenga da obesidade
como componente fisiopatologico ja foram descritas, uma delas é pelo crescimento
hipertréfico exagerado no tecido adiposo, que promove o estresse mecanico tecidual,
hipoxia e morte celular dos adipécitos, sinalizando para a geracdo de ERO,
estimulando a liberagao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-aq, IL- 6 e IL-13, além
de quimiocinas como a proteina de quimioatragdo de mondcitos (MCP-1), que
estimulam a migragao de células inflamatérias para o TA (REILLY; SALTIEL, 2017). A
presenca da morte celular dos adipécitos de individuos obesos foi evidenciada em
cortes histolégicos do TA, com a presenca de uma maior concentragdo de macréfagos
M1 que se localizam ao redor dos adipdcitos em necrose, formando estruturas tipo
coroa (BIGORNIA et al., 2012).

Os adipécitos em estado hipertrofico também conseguem promover a

apresentacao de antigenos via aumento da expressdo com Complexo Principal de
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Histocompatibilidade 2, que sinaliza a ativacdo dos linfécitos Th1, estimulando
extensa producgéo de IFN-y, citocina que promove a regulagao positiva de citocinas
pré-inflamatorias, como TNFa e IL-1[, sinalizando as células imunes residentes para
a producao de ERO e NO, via enzima 6xido nitrico sintase induzivel, além de regular
positivamente genes, como Gch1, que codifica para a sintese do cofator
Tetrahidrobiopterina, essencial na ativagdo da inflamagdo (DENG et al., 2013;
WERNER et al., 1990; XIAO et al., 2016).

O aumento da lipdlise evidenciado na massiva hipertrofia do TA estimula a
liberagcéo de acidos graxos livres na corrente sanguinea, que de maneira crénica, pode
levar a um acumulo ectépico de lipideos em 6rgaos como figado, pancreas e regiao
perivasculares, causando lipotoxicidade, promovendo inflamagdo (QUAIL;
DANNENBERG, 2019). Além disso, os acidos graxos livres podem interagir com
Repectores Toll Like de células imunes, responsaveis pela sinalizagdo de patdégenos
e estresse celular, estimulando a ativagao do sistema imune a nivel sistémico de forma
cronica (ROGERO; CALDER, 2018). Outro ponto interessante na ativagao do sistema
imunoldgico na obesidade foi a evidéncia da presenga dos receptores para leptina nas
células imunes, incluindo macrofagos, neutréfilos, eosindfilos e linfécitos. A
hiperleptinemia em resposta a expansédo do tecido adiposo promove a ativagao
desses receptores que sinalizam a migragao e proliferagcao das células imunoldgicas,
estimulando a produgéo de citocinas inflamatodrias (TAYLOR, 2021). Dessa forma, o
crescimento hipertréfico e disfuncional do TA promove uma inflamagao crénica de
baixo grau que € a caracteristica chave para o desenvolvimento das comorbidades
como DM2 e comprometimentos cardiovasculares encontrados nos individuos com
obesidade (MCLAUGHLIN et al., 2017).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO NA OBESIDADE

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a producdo de ERO e ERN entre
a capacidade antioxidante do organismo, sendo as principais ERO o radical hidroxila,
o radical superoxido e o perdxido de hidrogénio e as principais ERN, o NO, e o
peroxinitrito. Essas espécies sdo produzidas como subprodutos do metabolismo

celular normal e podem desempenhar papéis importantes na sinalizagcao celular e na
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defesa contra patdégenos. No entanto, quando produzidas em excesso, elas podem
causar danos celulares e contribuir para o desenvolvimento de doencas (VALKO et
al., 2007) .

O organismo possui um sistema complexo de defesa antioxidante para
neutralizar as ERO e minimizar os danos oxidativos. As principais enzimas
antioxidantes incluem a superdxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase.
Essas enzimas convertem as ERO em espécies menos reativas ou as eliminam
diretamente, protegendo as células contra o estresse oxidativo (MATES; PEREZ-
GOMEZ; DE CASTRO, 1999).

A obesidade promove um estresse oxidativo no tecido adiposo e sistémico por
meio de varios mecanismos, por exemplo, o excesso de nutrientes pode levar ao
acumulo e extravasamento de lipidios em outros tecidos, o que pode aumentar a
produgcdo de ERO e afetando a capacidade antioxidante de outras partes do
organismo (MARSEGLIA et al., 2014).

O aumento do estresse oxidativo na obesidade tem sido correlacionado com
o desenvolvimento de suas comorbidades, como doengas cardiovasculares e
resisténcia a insulina. Quando um estado hiperglicémico é instaurado, ocorre dentro
do adipdcito um desvio das moléculas de glicose para a via da pentose fosfato, com
o intuito de produzir NADPH para sustentar a produgédo de peréxido de hidrogénio
pelas NADPH oxidades, que dessensibiliza o receptor da insulina para a reducéo da
captacao de glicose (DEN HARTIGH et al., 2017). Esse fino mecanismo indica o papel
crucial do estresse oxidativo no desenvolvimento das comorbidades associadas a
obesidade. No caso das doencas cardiovasculares, o estresse oxidativo pode
comprometer o relaxamento dos vasos sanguineos por reduzir a sintese de NO pela
oxido nitrico sintase Il (NOS-IIl), o que promove 0 aumento da pressao arterial e pode
levar a hipertrofia cardiaca (POWELL-WILEY et al., 2021). A BH4 € uma molécula
importante na regulagao da fungao endotelial e tem sido mostrada como afetada pelo
estado de estresse oxidativo em doencas cardiovasculares (BENDALL et al., 2014) .
Portanto, € possivel que o estresse oxidativo cronico na obesidade possa impactar o
metabolismo da BH4 reduzindo sua biodisponibilidade e consequentemente,

contribuir para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
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2.6 METABOLISMO DA BH4

A BH4 é um cofator enzimatico produzido em todos os tecidos do corpo
humano e obrigatdrio para a produgao dos neurotransmissores serotonina e dopamina
e de NO, para o metabolismo de fenilalanina e de éteres lipidicos (WERNER; BLAU;
THONY, 2011). Quimicamente a BH4 é um composto heterociclico e pertence ao
grupo das pterinas por apresentar um anel pteridinico, constituido um anel pirazidico
fundido com um anel de piramidina, contendo substituicdes nos carbonos C2, C4 e
C6 por um nitrogénio, um oxigénio e um dihidroxipropil, respectivamente (WEI;
CRANE; STUEHR, 2003). A composigao quimica € muito similar a vitaminas como o
acido fdlico e rivoflavina (Figura 5); no entanto as vitaminas sdo componentes
esséncias a dieta, enquanto que a pterina BH4 é sintetizada no organismo.

A estrutura quimica da BH4 determina diferentes estados de oxidacao,
existindo na forma totalmente reduzida (BH4), parcialmente oxidada ou reduzida

(BH2) e totalmente oxidada (biopterina; B).

Figura 5. Cofatores produzidos de forma endégena que compartilham o anel

pteridinico.
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A Figura 5 apresenta em (A) a estrutura quimica central para a tetraidrobiopterina (B) e para
as vitaminas riboflavina (C) e acido félico (D), importantes no metabolismo energético e
sintese de nucleotideos, respectivamente

Fonte: (LUCOCK; YATES, 2005; MOSEGAARD et al., 2020).
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As concentragbes intracelulares da BH4 sdo finamente reguladas por um
metabolismo complexo que envolve uma via de reciclagem, uma de salvagao e uma
de sintese de novo, que esta ilustrado na figura 6 (WERNER; BLAU; THONY, 2011).
A sintese de novo da BH4 ocorre em trés etapas e inicia pela agado da enzima limitante
da via, a GTPCH, que converte uma molécula de guanosina trifosfato em 7,8-
dihidroneopterina trifosfato, o qual é posteriormente transformada em 6-pirovoil-
tetrahidrobiopterina pela 6-pirovoil-tetrahidropterina sintase (PTPS), para finalmente
gerar BH4 pela agdo da sepiapterina redutase (SPR) (WERNER; BLAU; THONY,
2011). A via de salvagao utiliza intermediarios da via de novo e por meio de enzimas
inespecificas e reagbes espontdneas gera o metabdlito sepiapterina que
posteriormente € reduzida em BH2 e depois a BH4. As enzimas envolvidas nestes
processos ainda nao estdo completamente elucidadas, mas tem se proposto que
aldose e carbonil redutases, a SPR e a dihidrofolato redutase estariam envolvidas,
sendo esta ultima ja evidenciada para a reducdo de BH2 para BH4. Uma vez que a
BH4 ¢é utilizada como cofator enzimatico e oxidada em BH2 (forma quininoide: gBH2)
€ reduzida de volta em BH4 pela via da reciclagem, com a agdo da enzima
dihidropterina redutase (HIRAKAWA et al., 2009; WERNER; BLAU; THONY, 2011)



38

Figura 6. Vias metabdlicas envolvidas na biossintese da tetraidrobiopterina (BH4) e

as enzimas que a utilizam como cofator.

BH4 - via de novo

[ Guanosina trifosfato ]

IFN-y, TNF-a,
IL-1B, LPS

----------- [ Diidroneopterina trifosfato ]

PTPS l

6-Piruvoil tetraidropterina ]

AR/CR / \ SPR

1'-Hidroxi-2"-oxopropil
tetraidropterina

I ¢Rea(;i‘m nao enzimatica

—_—
,/ SPR AR
v,D?/
»{9@ & ~ Fenilalanina Tirosina  Triptofano Arginina  Alquil-glicerol
24
Q.‘/
; 2@ @ @ @
DHFR obrigatério
Seplaptenna
Tirosina L-DOPA

Tetraidrobiopterina 4a-
carbolamina

Aldeido graxo
SPR/AR/CR DHPR

BH4 - via de salvacgdo PCD
gBH2

Via de novo: A guanosina trifosfato cicloidrolase (GTPCH), a 6-piruvoil tetraidropterina sintase (PTPS)
e a sepiapterina redutase (SPR) transformam a guanosina trifosfato em BH4. O ultimo passo
enzimatico, catalisado pela SPR, pode ser auxiliado pelas redutases inespecificas aldose redutase
(AR) e carbonil redutase (CR). Isso é possivel devido a uma interagéo ativa entre as vias de novo e
de salvagéo, onde a AR, CR e/ou SPR utilizam intermediarios da via de novo para gerar o intermediario
chave da via de salvagdo, a sepiapterina. Via de salvagdo: a sepiapterina é transformada em
dihidrobiopterina (BH2) e, em seguida, reduzida a BH4 pela dihidrofolato redutase (DHFR). Via de
reciclagem: a pterina-4-alfa-carbinolamina desidratase (PCD) transforma o BH2 em dihidrobiopterina
quindide (qBH2), que é reduzido de volta a BH4 pela dihidropteridina redutase (DHPR). BH4 é um
cofator obrigatério para a atividade das hidroxilases de aminoacidos aromaticos, fenilalanina
hidroxilase (FAH), tirosina hidroxilase (TH) e triptofano hidroxilase (TPH), para todas as isoformas da
Oxido nitrico sintase (NOS) e para a mono-oxigenase de alquilglicerol (AGMO). Abreviagdes: I1L-1f:
interleucina-1 beta; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; INF-y: interferon-gama; IL-6: interleucina-6;
LPS: lipopolissacarideo.
Fonte: (EICHWALD et al., 2023)

2.6.1 BH4 no contexto inflamatoério e oxidante.

A via de novo € uma via que pode ser induzida por inflamagéo (Figura 6). As
citocinas inflamatérias como INF-y, TNF-a e IL-1B atuam nos receptores de células do
sistema mononuclear fagocitario, como mondcitos, macréfagos e células dendriticas
e linfécitos T promovendo um aumento da expressao de Gch1, gene que regula a
sintese da GTPCH, enzima limitante da via de novo (WERNER; BLAU; THONY, 2011).
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O aumento de BH4 é essencial para as células imunes produzirem NO, para eliminar
patégenos ou debri de tecidos (ILES; FORMAN, 2002). A regulagéo positiva do Gch1
em células imunes pode aumentar até 100 vezes, enquanto que as outras enzimas
envolvidas na via de novo, sédo constitutivas (WERNER et al., 1990). Este fato provoca
um acumulo de intermediarios metabdlicos que ativam uma via alternativa do
metabolismo da BH4 com geragédo de neopterina (Figura 6). Assim, em condi¢des
inflamatérias as células imunes produzem altas quantidades de neopterina,
principalmente mondcitos e macréfagos que sao as células humanas com menor
quantidade de PTPS (WERNER et al., 1990).

Recentemente nosso grupo de pesquisa mostrou que a administracao de BH4
em linfocitos T CD4/CD8 aumenta a atividade mitocondrial dessas células,
estimulando sua proliferagédo e capacidade de infiltrar em tecidos (CRONIN et al.,
2018). Dessa forma, a regulagao positiva na inflamacao sob a via de novo da BH4 é
um componente essencial tanto para os processos fagociticos quanto para
agressividade das células imunes ao tecido.

Levando em consideracdo que a obesidade tem como componente
fisiopatoldgico a ativagao de vias inflamatérias de forma crénica que levam a migragao
de células imunes ao tecido adiposo, é possivel que a o metabolismo da BH4 possa
estar regulado positivamente devido ao exacerbado infiltrado imune caracteristico na
obesidade.

A BH4 também tem sido descrita como molécula antioxidante, com capacidade
de neutralizagdo de ERO e ERN (PATEL et al., 2002). Dessa forma, em condi¢cdes
onde existe um aumento da producéo dessas espécies, a BH4 pode ficar susceptivel
a oxidacao e comprometendo sua atividade como cofator.

Na fisiologia cardiovascular, por exemplo, a facilidade de oxidacdo da BH4
pode comprometer a regulacdo do relaxamento vascular, que € regulado pela
produgao de NO gerado pela NOSe (GEWALTIG, 2002; SCHULZ et al., 2008). A BH4
tem um papel crucial na estabilizacdo da enzima NOSe para a sintese de NO. Esta
enzima é formada por dimeros com um centro de ferro catalitico onde ocorre a
transformagéao de arginina em citrulina e consequente produg¢ao de NO. A organizagao
estequiométrica entre os dimeros é essencial para que a reagdo ocorra, e foi

observado que a presenca do produto oxidado da BH4, a BH2, promove o desacople



40

na transferéncia de elétrons que ocorre na enzima, gerando a produgéo de anion
superoxido e peroéxinitrito, o que poderia sustentar o desequilibrio redox intracelular
(LANDMESSER et al., 2003; MILSTIEN; KATUSIC, 1999; VASQUEZ-VIVAR et al.,
2002). Diversos trabalhos ja identificaram a utilizagao de antioxidantes para promover
a restauragao dos niveis de BH4 e recuperagao (BAKER; MILSTIEN; KATUSIC, 2001;
HUANG et al., 2000).

Dessa forma, sabendo que a BH4 poderia faciimente ser oxidada em ambientes
pré-oxidantes, como encontrado na obesidade, € possivel que suas concentragdes
estejam comprometidas em tecidos com elevado nivel de estresse oxidativo,
comprometendo ndo somente a sintese de NO, mas também a sintese de

neurotransmissores e o metabolismo da fenilalanina no figado.
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3 HIPOTESE

Considerando que o metabolismo da BH4 pode ser regulado positivamente
em ambientes inflamatdrios crénicos, e que a molécula apresenta propriedades
antioxidantes, é possivel levantar a hipétese de que a obesidade curse com niveis
reduzidos de BH4 e aumentados de neopterina em fluidos bioldgicos, e que esses

marcadores permitam estimar o grau inflamatério e de estresse oxidativo no TA.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Mensurar metabdlitos da rota biossintética da BH4 em fluidos biolégicos de
individuos elegiveis a cirurgia bariatrica antes do momento da cirurgia e apés 12

meses da intervengéo cirurgica

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Caracterizar a coorte afetada por obesidade desde os pontos de vista
demograficos, clinicos, e bioquimico-clinicos que foram elegiveis para gastroplastia.

*Quantificar o metabolismo da BH4 mediante a determinacdo das
concentragbes de BH4 na urina e neopterina no plasma, e pela mensuragdo do
conteudo da enzima sepiapterina redutase que participa na biossintese de BH4, no
TA de individuos afetados por obesidade e submetidos a gastroplastia.

*Quantificar os niveis de indicadores de estresse oxidativo, como glutationa e
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, no plasma, e TA de individuos afetados por
obesidade e submetidos a gastroplastia.

*Determinar a capacidade dos valores das concentracbes de BH4 e
neopterina em fluidos biolégicos de rastrear individuos com obesidade, e de estimar
o grau inflamatdrio e de estresse oxidativo no TA.

Identificar o efeito da gastroplastia 12 meses apds a intervengao sobre os

parametros bioquimicos analisados.



43

5 METODOLOGIA

5.1 INCLUSAO DOS PACIENTES COM OBESIDADE PARA O ESTUDO

Foram incluidos no estudo pacientes elegiveis a cirurgia bariatrica, os quais
seguiram os critérios estabelecidos pela Declaracdo de Consenso dos Institutos
Nacionais e de Saude pelo Ministério da Saude do Brasil:
eIndividuos com IMC maior ou igual a 50 kg/m?;
eIndividuos com IMC maior ou igual a 40 kg/m?, com ou sem comorbidades e que n&o
obtiveram sucesso no tratamento clinico realizado por, no minimo, dois anos;
eIndividuos com IMC maior ou igual a 35 kg/m? com comorbidades causadas ou
agravadas pela obesidade, sem sucesso no tratamento clinico realizado por, no
minimo, dois anos.

A nao aceitagdo em participar do estudo, falta de dados em prontuarios ou
falta de acompanhamento ambulatorial adequado no periodo de 12 meses de pés
operatério foram considerados critérios de exclusdao. Também, a incidéncia de
gravidez, cancer, diagnostico de lipodistrofia ou hipotireoidismo também foram
critérios de exclusao. Todos os participantes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido, os aspectos éticos e normas de pesquisa em seres humanos foram
respeitados conforme resolucédo 466/12 do conselho nacional de saude, respeitando
os principios da beneficéncia e ndo-maleficéncia, justica e autonomia, onde a deciséo
de participar do estudo ocorreu por meio da leitura e assinatura do Termo de
Consentimento e Livre Esclarecido. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram
a manter o sigilo e confidencialidade dos dados dos participantes e utiliza-los
unicamente para as finalidades de pesquisa. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica com Seres Humanos (ARPOVADO: CAAE 19792013.5.0000.0121)

A Figura 7 apresenta o delineamento experimental deste trabalho e as coletas
de amostras bioldgicas. A Figura 8 apresenta um fluxograma com a descrigdo da
inclusao e exclusao de participantes. O Quadro 5 e Quadro 6 apresenta caracteristicas
demograficas e antropométricas dos participantes no momento pré cirurgico e pos 12

meses da intervengao, respectivamente.



Figura 7. Delineamento experimental

Momento pré-cirurgia (Pré) Momento pos-cirurgia (P6s)

Apos 12 meses

>

Individuos com obesidade e
elegiveis a cirurgia bariatrica

Equipe médica de endocrinologia e
metabologia do HU/UFSC

Coleta de dados
» Demograficos
» Antropométricos
» Bioquimicos clinicos

Inicio das coletas Pré

1

Consulta de retorno de 12 meses

Coleta de dados
e Antropomeétricos
+ Bioquimicos clinicos

Coletado Pés
 d

26

Voluntarios saudaveis

IMC entrei18 e 25

Auséncia de doengas nos
utlimos 3 meses a coleta

Coletas agendas no
laboratorio do HU/UFSC
e Sangue
o Urina

Ultima coleta Pré

! Continuagdo das

Coletas semanais
Fevereiro / 2021

No dia da cirtrgia ou dia anterior
» Sangue
o Urina
Durante a cirurgia
+ Tecido adiposo visceral e subcutaneo

>

Coletas semanais

Fevereiro / 2022

Consulta de retorno de 12 meses
« Sangue
e Urina

o coletas do Pos

Novembro / 2022






Figura 8. Fluxograma de inclus&o e exclusdo dos participantes

Total de 66 cirurgias
bariatricas foram realizadas

12 participantes
foram excluidos
(gravidez, cancer,
lipodistrofia,
hipotireoidismo)

Total de 54 participantes
foram incluidos no estudo

Total de 25 participantes
retornaram apds 12 meses

Quadro 5. Caracteristicas demograficas e antropométricas dos participantes no

momento Pré

Caracteristicas dos participantes o Valor 3
(média % desvio padrao)

Total de participantes 54

Idade (anos) 46,2+ 10

Sexo

Feminino (%) 44 (78,7)

Masculino (%) 10 (21,3)

Tipo de cirurgia bariatrica

Bypass (%) 44 (78,7)

Sleeve (%) 10 (21,3)

Categoria de IMC

Obesidade grau 2 (%) 3(6,4)

Obesidade grau 3 (%) 51 (93,6)

26
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Quadro 6. Caracteristicas demograficas e antropométricas dos participantes no

momento Poés

Caracteristicas dos participantes Valor
(Pés) (média * desvio padréo)

Total de participantes 25
Idade (anos) 47+ 8
Sexo

Feminino (%) 19 (76)
Masculino (%) 6 (24)
Tipo de cirurgia bariatrica
Bypass (%) 20 (80)
Sleeve (%) 5 (20)
Categoria de IMC

Sobrepeso (%) 11 (44)
Obesidade grau 1 (%) 9 (36)
Obesidade grau 2 (%) 3(12)
Obesidade grau 3 (%) 2(8)

5.2 SELECAO DO GRUPO CONTROLE

Voluntarios saudaveis com idade similar ao do grupo do momento Pré deste
estudo foram convidados a participar da pesquisa. Os resultados obtidos nos ensaios
realizados nas amostras biolégicas dos individuos controles foram pareados por sexo
e idade (diferengca maxima de 3 anos) com o grupo do momento Pré. Para serem
elegiveis os voluntarios também necessitavam nao ter tomado nenhuma medicagao
para inflamagao ou dor ou relatado qualquer sintoma de dor no momento ou trés
meses antes do recrutamento.

O grupo controle foi questionado sobre o habito do tabagismo. Sua altura e
peso foram aferidos para o calculo do IMC seguindo a férmula peso em kg + (altura
em m x altura em m), e posterior classificagdo conforme orientagdo da Organizagao
mundial da saude (WHO, 2018). Foram coletados amostras de sangue periférico e de

urina para as dosagens bioquimicas.

5.3 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS
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As amostras de sangue e urina dos pacientes foram coletadas por enfermeira
ou técnicos do HU no dia anterior ou no mesmo dia da realizag&o da cirurgia bariatrica
(momento Pré). Na consulta médica apds 12 meses da cirurgia bariatrica, foi realizada
outra coleta também por técnicos do HU (momento pés). Apds a coleta, o material foi
transportado imediatamente para o Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo
(LABOX) para o processamento das amostras, ambas sob a protecdo de luz e a
amostra de urina em contato com gelo.

O TAV e TAS foram coletados durante a cirurgia bariatrica pelo cirurgiao
responsavel do procedimento cirurgico, sendo armazenado em tubo Falcon de 15 mL
e congeladas em nitrogénio liquido imediatamente. A regido anatdbmica do TAV
coletada foi o Epiplon, enquanto a regido anatémica do TAS coletada foi a subcutaneo
abdominal.

E importante ressaltar que a BH4 é muito sensivel a luz e pH, o que representa
um desafio para que grupos de pesquisa realizem a determinacdo de suas
concentragbes em amostras bioldgicas, e por conta disso, todo o procedimento, desde
a coleta até o processamento, ocorreu em um tempo delimitado de 20 minutos para

evitar a oxidagao da BH4.

54 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

5.4.1 Amostras de Sangue

Amostras de sangue venosa foram coletadas pela pungdo da veia cubital
mediana utilizando tubos Vacutainer® (Seattle, Estados Unidos) contendo o
anticoagulante acido etilendiaminotetracético (solugdo 15 %). Os tubos contendo o
sangue total foram transportados até o LABOX e homogeneizados por inversao por
alguns segundos e a seguir foram centrifugados a temperatura ambiente a 500 x g
durante 10 min. O plasma foi rapidamente separado em tubos eppendorfs em
aliquotas de 0,2 a 1 mL, e mantidos em gelo até o congelamento em nitrogénio liquido

apos processamento completo das amostras.
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5.4.2 Amostras de urina

As amostras de urinas foram coletadas em pote plastico estéril, mantidas em
gelo e protegidas da luz durante o transporte até o LABOX. Previamente a aliquota
das amostras, os tubos de urina foram homogeneizados por inversdo e coletado
aliquotas para analises posteriores. Algumas aliquotas foram tratadas com 0,5 mL de
HCL 0.1 M para conservagao da BH4, sendo entdo homogeneizadas e centrifugadas
a4 °C a 10.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi coletado, armazenado em
eppendorfs e congelado com nitrogénio liquido imediatamente. As amostras foram

condicionadas em freezer a — 80 °C até analise.

5.4.3 Amostras de tecido adiposo

Foram coletadas 4 amostras de TAV e 4 amostras de TAS, acondicionadas
em tubos falcon e congeladas imediatamente no centro cirurgico com nitrogénio
liquido, sendo mantidas a — 80 °C até as analises.

No dia das analises dos tecidos, uma amostra de cada paciente foi selecionada
e, com o tecido ainda congelado, foi realizado um corte com auxilio de bisturi e
pesagem de aproximadamente 300 mg de tecido. As amostras foram coletadas em
eppendorfs de 2 mL e maceradas com auxilio de pistilo adicionando 4 volumes de
tamp&o RIPA sob o peso de TA coletado para as analises de estresse oxidativo e 3
volumes para analise por western blot. O tampéao RIPA possui a seguinte composicao:
Cloreto de sédio 140 mM, TRIS-HCL pH 8 10 mM, Deoxicolato de sddio 0.1 %, EDTA
1 mM, Triton 1 % e SDS 0,1 % em agua Millig®. Para o tampao RIPA utilizado para o
preparo de amostras para western blot, foi adicionado os seguintes inibidores de
proteases e fosfatases: Ortovanadato de sédio, Fluoreto de fenilmetanosulfonil e
coquetel inibidor de proteases. As amostras receberam 30 segundos de vortex
durante a homogeneizagao, onde foram entédo centrifugadas a 4 °C a 15,000 x g por
30 min.

Na Figura 9, pode-se observar a formagao de uma porgao solida lipidica apés
a centrifugagdo, e aliquotas da parte inferior a esta porcao foram coletadas e

armazenadas em - 80 °C até a analise.
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Figura 9. Homogenato de tecido adiposo apds homogeneizacéo e centrifugacao

5.5 EXAMES LABORATORIAIS

Exames de bioquimica clinica foram realizados no laboratério central de
analises clinicas do HU/UFSC. Estas mensuragdes incluiram todos os exames
presentes no Quadro 8. Todos os marcadores biolégicos foram analisados em
aparelhos automatizados e os resultados liberados por farmacéutico ou biomédico

responsavel.

5.6 QUANTIFICACAO DE BH4 E NEOPTERINA EM AMOSTRAS DE PLASMA E
URINA

5.6.1 Quantificagdo da BH4 na urnina por HPLC
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Aliquotas de urina tratadas previamente ao congelamento com HCL 0.1 M
foram diluidas a uma propor¢éo final de 1:10 urina/fase movel. As aliquotas foram
transferidas para frascos de HPLC injetado 20 uL de amostra para a analise.

As concentragbes de BH4 na urina foram realizadas em um equipamento de
HPLC (Alliance €2695, Waters, Milford, Estados Unidos) utilizando uma coluna de fase
reversa Waters Atlantis dC-18 (4,6 x 150 mm; particula 5 ym), com fluxo de elui¢ao
isocratica ajustado para 0,7 mL/min, e fase movel Fosfato de sodio monobasico, 6,5
mM, acido citrico 6 mM, sulfato de octila 3,5 mM, acido dietilenotriaminopentacético
2,5mM, DTE 160 mM e ACN 10 %, pH 3,0. A temperatura do compartimento da coluna
foi ajustada a 35 °C. A identificacdo e quantificagcdo da BH4 foi realizada por um
detector eletroquimico (mdédulo 2465, Waters, Milford, EUA) com tens&o de + 450 mV.
Os resultados obtidos foram expressos em umol de BH4 por mmol de creatinina

(Mmol/mmol de creatinina)
5.6.2 Quantificagao de Neopterina por ELISA

A mensuracdao de neopterina nas amostras de plasma foram realizadas
seguindo as instrucbes de kit comercial (My Biosource, Numero de catalogo:
MBS166286).
5.6.3 Determinacao das concentragoes de Creatinina

As concentragdes de creatinina presentes na urina foram determinadas
usando um kit comercial (Pointe Scientific Inc., Canton, Michigan, Estados Unidos) e
seguido as recomendagdes técnicas do fabricante para realizagdo do procedimento.

5.7 MENSURACOES DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

5.71 Determinacgao dos niveis de GSH no plasma e tecido adiposo.
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O principio do ensaio se baseia na ligagao covalente da sonda florescente O-
oftalaldeido (OPT) com uma molécula de GSH presente na amostra, que pode ser
quantificada por meio da mensuragdo da intensidade de fluorescéncia quando
excitada a 350 nm e lida em emissao 420 nm. (HISSIN; HILF, 1976)

Brevemente, amostras de plasma ou TA foram descongeladas em gelo e
mantidas em gelo durante todo o experimento. Aliquotas de 20 uL de plasma ou
homogenato de tecido adiposo foram diluidas 10x em tamp&o de fosfato de s6dio 100
mM pH 8.1 contendo EDTA dissodico 5 mM em agua Milliq. Em duplicata, aliquotas
de 20 uL da amostra diluida foi adicionada em placa para leitura de florescéncia
contendo 96 pocgos. Foi adicionado aos pogos 180uL do mix de reagentes, contendo
170 uL de tampéo fosfato de sodio e 10 uL de OPT 1 mg/mL e incubado em
temperatura ambiente por 30 minutos, sendo mantida sob proteg¢ao de luz direta até o
momento da leitura.

Os valores para plasma foram calculados a partir de curva padrdo de GSH e

expressos em umol/L e para tecidos foram expressos em nmol/mg de proteina

5.7.2 Determinacgao dos niveis de GSSG no tecido adiposo

O principio do ensaio de baseia na adigdo do agente oxidante NEM na
amostra, promovendo a remog¢ao das moléculas de GSH livres presente na amostra.
Apos este tratamento, as amostras sao colocadas em pH 12 numa solugcdo de
hidréxido de sédio 0.1 M para promover a hidrélise da GSSG presente nas amostras,
permitindo que ocorra a interacdo com a sonda fluorescente OPT e intensidade de
fluorescéncia mensuravel (HISSIN; HILF, 1976).

Brevemente, aliquotas de TA foram descongeladas no gelo e 20 uL da
amostra foi diluida 10x em tampao fosfato de sdédio. As aliquotas diluidas foram
tratadas entdo com 10 uL de NEM 0.1 M e incubadas a temperatura ambiente por 30
minutos. Em seguida, 20 uL de cada amostra foi adicionado em duplicata a placa de
fluorescéncia de 96 pocgos e adicionado 180 uL do mix de reagentes, contendo 170 uL
de NaOH 0.1M e 10 uL de OPT 1 mg/mL. As amostras foram incubadas por 30 minutos

sob protegao de luz direta até o momento da leitura.
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5.7.3 Determinagao dos niveis de TBA-RS no plasma e tecido adiposo

As amostras de plasma e TA foram descongeladas em gelo previamente ao
experimento.

As amostras de plasma e TA foram tratadas com TCA 5% 1:1 e centrifugadas
a 10.000 x g por 10 min. Apds a centrifugacéo, 120 uL do sobrenadante foi transferido
para um tubo de vidro, onde foi adicionado 120 uL de acido tiobarbiturico a 0,67 %.
As amostras foram entdo homogeneizadas e levadas a banho maria a 95 °C por 1
horas. Apds esta etapa, e resfriamento em banho de gelo por 5 min, foi adicionado
400 uL de butanol nas amostras, para entio ser realizado a mistura por vértex por 20
s. As amostras foram ent&o centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos e 200 uL da fase
organica superior foram adicionados aos pogos de uma placa de leitura preta e levada
para leitura com excitagcdo de 515 nm e emissdo de 553 nm (OHKAWA; OHISHI;
YAGI, 1979).

Uma curva padrao foi realizada a partir de tetra-epoxipropano para a

determinagao das concentracdes de TBA-RS obtidas na amostra.

5.8 QUANTIFICAGAO DE SEPIAPTERINA REDUTASE NO TA

Os homegenatos de tecido adiposo foram descongelados no dia anterior ao
experimento e determinado a concentracdo de proteinas. As concentragcdes de
proteinas das amostras foram normalizadas para a concentracdo de 2,5 ug/uL,
utilizando o tampao Laemmli para promover desnaturagao das proteinas. As proteinas
foram separadas por SDS-PAGE a 12 % e transferidas para membranas de
nitrocelulose e detectadas utilizando o anticorpo primario anti-SPR (27 kDa, 1:1500,
Mybiosource) e exposto ao seu anticorpo secundario especifico. A B-actina (42 kDa,
1:1000, Santa Cruz Biotechnology) foi usada como controle. As bandas foram
analisadas usando o software Image Lab™ (Bio-Rad). A razao da respectiva banda

de proteina com a banda controle foi usada para a avaliagdo semiquantitativa.

5.8.1 Analises estatisticas
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A distribuicdo das amostras foi avaliada de acordo com o teste de
Kolmogorov-Smirnov, e o teste de Levene sera utilizado para verificar a hipétese de
variancias iguais. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn foi usado caso
ocorra comparagoes nao paramétricas entre mais de dois grupos. O teste T de Student
pareado e nao pareado uni e bicaudal foi usado para as comparagdes paramétricas
de uma unica média entre dois grupos. Uma curva ROC foi gerada para determinar a
sensibilidade e especificidade de BH4 para ser usado como um biomarcador para
rastrear individuos com obesidade, calculando a area sob a curva ROC (AUC). O valor
de corte também foi calculado. Os valores da AUC foram relatados com um intervalo
de confianga (IC) de 95 %. O coeficiente de correlagdo de Spearman foi utilizado para
avaliar a presenga de correlagéo entre variaveis continuas. Anaslises de correlagéo
univariada de Spearman foram utilizadas para investigar a correlagdo entre as
variaveis antropométricas, bioquimicas, do metabolismo da BH4 e estresse oxidativo.
Andlises de regressao multivariada foram realizadas para investigar fatores
associados ao aumento ou diminuigdo dos niveis de BH4 na urina e neopterina no
plasma. P < 0,05 foi considerado significativo. Todos os testes utilizados foram
executados pelo programa estatistico SPSS ou GraphPadPrism 9 (San Diego, CA,
EUA).
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6 RESULTADOS

A Figura 10 mostra os niveis urinarios de BH4 e plasmaticos de neopterina
em individuos acometidos por obesidade. A Figura 10A mostra que os niveis de BH4
na urina de individuos com obesidade se encontraram significativamente reduzidos
quando comparados com os valores urinarios de individuos saudaveis [f(107)= 6,00; P
< 0,001]. Em contrapartida, a Figura 10B mostra que os niveis de neopterina se
encontraram significativamente aumentados no plasma de individuos com obesidade

guando comparados com os controles [t77)= 2,45; P < 0,05].

Figura 10. Niveis de metabdlitos do metabolismo da tetraidrobiopterina (BH4) em
fluidos bioldgicos de individuos com obesidade que foram elegiveis para

intervengao com cirurgia bariatrica.
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(A) Concentragoes de BH4 na urina (n= 54) e de (B) neopterina no plasma (n= 53) de individuos com
obesidade grau 3 ou grau 2 com comorbidades associadas a obesidade que foram elegiveis para
intervengdo com cirurgia bariatrica, e aqui definidos como grupo Obesidade. Os valores foram
comparados com os determinados em fluidos biolégicos de voluntarios sadios pareados por sexo e
idade que foram considerados como controles e aqui definidos como grupo Saudaveis (n= 53 para
BH4 na urina, e n= 29 para neopterina no plasma). Os metabdlitos foram quantificados por
cromatografia liquida de alta resolugdo com deteccdo eletroquimica para BH4 e por ELISA para
neopterina (para detalhes ver M&M). *P < 0,05, ***P < 0,001, Saudaveis vs. Obesidade; teste t de
Student bicaudal para amostras independentes.
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A Figura 11 mostra os valores dos marcadores de inflamacéo PCR, da razdo
entre neutrofilos por linfocitos (NLR), e da razdo entre plaquetas por linfocitos (PLR),
dos niveis do antioxidante GSH, e do biomarcador de peroxidagao lipidica TBA-RS no
plasma de participantes com obesidade comparados. A Figura 11A mostra uma
elevacao significativa nos niveis plasmaticos de PCR nos individuos com obesidade
quando comparado com os individuos saudaveis [tz0= 4,18; P < 0,001]. As Figuras
11B e 11C também mostram que os valores de NLR e PLR se encontraram
significativamente aumentados nos individuos com obesidade (NLR: [t7s5= 3,68; P <
0,001]; PLR: [t2= 2,18; P < 0,05]). A Figura 11D mostra que os niveis plasmaticos de
GSH encontraram-se significativamente reduzidos [t79)= 2,65; P < 0,01], e que os de
TBA-RS se apresentaram significativamente aumentados no plasma dos individuos
com obesidade [tue)= 3,55; P < 0,001] (Figura 11E). Estes dados sugerem que os
individuos com obesidade se encontram em um estado inflamatério ativo e

apresentaram estresse oxidativo.
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Figura 11 . Niveis de marcadores inflamatoérios e de estresse oxidativo no sangue
de individuos com obesidade que foram elegiveis para intervengdo com cirurgia

bariatrica.

PCR NLR PLR

A s B C *

60 25+ k% 400

20
300+

40+

200+

1o- * N

S I R
Saudaveis Obesidade Saudaveis Obesidade Saudaveis Obesidade

mg/L

20+

=T

Niveis plasmaticos de GSH Niveis plasmaticos de TBA-RS

3,0
k%

2,5+

Saudaveis Obesidade Saudéveis Obesidade

(A) Concentragdes plasmaticas de proteina C reativa (PCR; n=50), (B) Valores sanguineos da razéo
entre neutrdéfilos e linfécitos (NLR; n= 51), (C) entre plaquetas e linfécitos (PLR; n= 49), e plasmaticos
dos (D) niveis de glutationa (GSH; n= 54), e de (E) espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)
em individuos com obesidade grau 3 ou grau 2 com comorbidades associadas a obesidade que foram
elegiveis para intervengéo com cirurgia bariatrica, e aqui definidos como grupo Obesidade. Os valores
foram comparados com os determinados em voluntarios sadios pareados por sexo e idade que foram
considerados como controles e aqui definidos como grupo Saudaveis (n= 26 para NLR; n= 25 para
PLR; n=22 para PCR; n= 27 para GSH; n= 16 para TBA-RS). A razdo NLR e a PLR foram calculados
pela divisdo do valor total de células/uL de neutrdfilos para NLR e plaquetas para PLR pelo valor total
de células/uL de linfécitos no sangue e determinadas por citometria de fluxo e impedancia. Os niveis
de PCR foram quantificados por turbedimetria. Os niveis de GSH e TBA-RS foram mensurados
fluorometricamente (para detalhes ver M&M). * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, Saudaveis vs.
Obesidade; teste t de Student bicaudal para amostras independentes.

A seguir foi analisado se os valores urinarios de BH4, e plasmaticos de
neopterina, GSH, TBA-RS, NLR e PCR poderiam discriminar os individuos afetados
por obesidade. Para tal foi utilizada uma representagao grafica, a curva ROC, que
ilustra o0 desempenho de um sistema classificador binario (controles versus individuos

com a doenga) a medida que o seu limiar de discriminag&o varia (diferentes niveis dos

biomarcadores). A Figura 12 mostra que a sensibilidade dos niveis urinarios de BH4
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para classificar individuos com obesidade baseados na curva ROC foi de 82 %, com
uma especificidade de 68,5 %, e com um valor de corte de 0,37 umol/mmol creatinina
[AUC=0,82; IC 95 %: 0,73 - 0,90]. No caso dos marcadores plasmaticos, a curva ROC
para neopterina mostrou uma sensibilidade e especificidade de 54,9 % e 37,9 %,
respectivamente, com valor de corte de 4,94 nmol/L [AUC= 0,57; IC 95 %: 0,43 - 0,70].
A curva ROC gerada para a molécula antioxidante GSH apresentou uma sensibilidade
de 70,6 %, enquanto que a especificidade foi de 66,7 %, com valor de corte de 2,22
umol/L [AUC= 0,71; IC 95 %: 0,59 - 0,83]. A seguir a analise dos niveis de TBA-RS
mostraram uma sensibilidade de 84,5 % e uma especificidade de 75%, com valor de
corte de 1,03 umol/L [AUC= 0,86; IC 95 %: 0,75 - 0,98]. A analise da curva ROC
gerada pelos valores de NLR apresentaram sensibilidade de 65,3 % e especificidade
de 46,2 %, com valor de corte de 1,9 [AUC= 0,67; IC 95 %: 0,55 - 0,79]. Os valores de
sensibilidade e especificidade para PLR foram de 56,5 % e 46,2 % respectivamente,
com valor de corte de 111,7 [AUC= 0,56; IC 95 %: 0,43 - 0,69]. Por ultimo, os valores
plasmaticos de PCR pela anélise de ROC apresentaram um valor de sensibilidade de
93,2 % e especificidade de 99 %, com valor de corte de 2,1 mg/L [AUC= 0,93; IC 95
%: 0,87 - 0,99]. Um resumo com os valores estatisticos gerados na analise ROC de
biomarcadores para identificagao de individuos com obesidade esta apresentado no
Quadro 7. Pode assim ser observado que a melhor sensibilidade para discriminar
individuos com obesidade foram os valores plasmaticos de PCR e de TBA-RS. Na
sequéncia os valores urinarios de BH4 se apresentaram com sensibilidade similar e

superior a neopterina plasmatica ou as razdes sanguineas de NLR e PLR.
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Figura 12. Curva caracteristica de operagao do receptor (ROC) para niveis urinarios
de tetrahidrobiopterina (BH4), de niveis plasmaticos de neopterina, glutationa
(GSH), espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), e de proteina C reativa
(PCR), e de valores sanguineos da razao de neutrdfilos por linfécitos (NLR), e da
razao de plaquetas por linfécitos (PLR) em individuos com obesidade que foram

elegiveis para intervengéo com cirurgia bariatrica.

Curvas ROC para biomarcadores de identificagao
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Os niveis de BH4 foram quantificados usando cromatografia liquida de alta resolugdo com detecgéo
eletroquimica, e os de neopterina por ELISA. Os valores de GSH e TBA-RS foram quantificados por
fluorometria (para detalhes ver M&M). A razdo NLR e a PLR foram calculados pela diviséo do valor
total de células/uL de neutrdéfilos para NLR e plaquetas para PLR pelo valor total de células/uL de
linfécitos no sangue e determinadas por citometria de fluxo e impedancia. Os niveis de PCR foram
quantificados por turbedimetria.. A curva ROC para os niveis de BH4 na urina é mostrada em azul,
para os niveis de neopterina no plasma em laranja, para os niveis de GSH em verde, para os niveis
de TBA-RS em vermelho escuro, para NLR em vermelho, para PLR em amarelo e PCR em rosa. A
linha pontilhada em preto é a referéncia e exibe a capacidade discriminatéria nao melhor que o acaso.
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Quadro 7. Valores da area baixo da curva (AUC) gerada pela analise da curva
caracteristica de operacéo do receptor (ROC) de biomarcadores para identificagao

de individuos com obesidade.

Biomarcadores AUC Valor de corte Sensibilidade (%) | Especificidade (%) | . .IC 95 % . Valor de P
inferior - superior

BH4 (urina) 0,82 | 0,37 umol/mmol creatinina 82 68,5 0,73-0,90 **
Neopterina (plasma) 0,57 4,94 nmol/L 54,9 37,9 0,43-0,70 ns
GSH (plasma) 0,71 2,22 umol/L 70,6 66,7 0,59-0,83 **
TBA-RS (plasma) 0,86 1,08 umol/L 84,5 75 0,75- 0,98 **
NLR 0,67 1,9 65,3 46,2 0,55-0,79 **
PLR 0,56 111,7 56,5 46,2 0,43 - 0,69 ns
PCR 0,93 2,1 mg/L 93,2 99 0,87 - 0,99 *

IC= Intervalo de confianga; BH4= Tetraidrobiopterina; GSH= Glutationa; TBA-RS= Espécies reativas ao acido tiobarbiturico, NLR= Raz&o entre neutrdfilos por linfécitos;
PLR= Razao entre plaquetas por linfécitos; PCR= Proteina C reativa; ns= nao significativo; *P < 0,05; **P < 0,01. Obesidade vs Saudaweis; teste de ROC.

Considerando que os niveis urinarios de BH4 classificaram melhor os
individuos com obesidade de voluntarios sadios do que as concentragdes de
neopterina plasmaticas, a seguir as concentragdes de BH4 do grupo com obesidade
foram agrupadas de acordo com diferentes variaveis como mostrado na Figura 13. A
Figura 12B mostra que os niveis urinarios de BH4 se encontraram significativamente
aumentados nos individuos com indice HOMA-IR elevado (normal até 2,5) [Uue)=
120,5; P < 0,05]. No entanto, as Figuras 13A, e 13C-13G mostram que os niveis de
BH4 ndo foram diferentes na urina de individuos com obesidade classificados de
acordo com o sexo, diagnostico de HAS, funcdo hepatica, ou marcadores de

inflamagao como niveis de PCR, valores de NLR e PLR.
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Figura 13. Distribui¢cdo dos niveis urinarios de BH4 em individuos com obesidade
que foram elegiveis para intervengdo com cirurgia bariatrica de acordo com o sexo,
indice de HOMA-IR, diagnéstico de HAS, fungéo hepatica e marcadores

sanguineos de inflamacao.
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Os valores urinarios de BH4 de individuos com obesidade (n= 53) foram mensurados por
cromatografia liquida com detector eletroquimico e agrupados de acordo com (A) sexo, (B) indice de
HOMA-IR (do inglés Homeostatic model assesstment for insulin resistance; valor normal, até 2,5), (C)
diagnostico de hipertensao arterial sistémica (HAS; valor normal, sem diagnéstico de HAS), (D)
disfungao hepatica avaliada pela atividade plasmatica da enzima alanina aminotransferase (ALT; valor
normal, até 45 U/L), (E) inflamagéo avaliada pelos niveis plasmaticos de proteina C reativa (PCR;
valor normal, até 3), (F) valores da razao de neutrdfilos por linfocitos (NLR; valor normal, até 3), e (G)
valores da razdo de plaquetas por linfécitos (PLR; valor normal, até 114). *P < 0,05, Normal vs.
Alterado, teste U de Mann-Whitney bicaudal para amostras ndo paramétricas e independentes.

A seguir, na Figura 14, foi avaliado se os valores plasmaticos de neopterina
poderiam apresentar diferencas entre os individuos com obesidade de acordo com as
mesmas categorias aplicadas anteriormente. Pode ser observado, entre as Figuras
14A-14G que os niveis plasmaticos de neopterina nao diferiram estatisticamente entre
as variaveis analisadas, como sexo, indice de HOMA-IR, diagnéstico de Hipertenséo
arterial sistémica (HAS), funcéo hepatica, ou marcadores de inflamagéo como niveis
de PCR, valores de VSH e de NLR.
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Figura 14. Distribuigdo dos niveis plasmaticos de neopterina em individuos com
obesidade que foram elegiveis para intervengdo com cirurgia bariatrica de acordo
com o sexo, indice de HOMA-IR, diagnéstico de HAS, fungéo hepatica e

marcadores sanguineos de inflamacéo.

Valores plasmaticos de neopterina de individuos com obesidade
distribuidos em diferentes categorias
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Os valores plasmaticos de neopterina de individuos com obesidade (n= 54) foram mensurados por
ELISA e agrupados de acordo com (A) sexo, (B) indice de HOMA-IR (do inglés Homeostatic model
assesstment for insulin resistance; valor normal, até 2,5), (C) diagnéstico de hipertensao arterial
sistémica (HAS; valor normal, sem diagnostico de HAS), (D) disfungdo hepatica avaliada pela
atividade plasmatica da enzima alanina aminotransferase (ALT; valor normal, até 45 U/L), (E)
inflamacao avaliada pelos niveis plasmaticos de proteina C reativa (PCR; valor normal, até 3), (F)
valores da raz&o de neutrdfilos por linfécitos (NLR; valor normal, até 3), e (G) valores da razdo de
plaquetas por linfécitos (PLR; valor normal, até 114).

Como mostrado na figura 7, TAS e TAV foram coletados dos participantes com
obesidade no momento da gastroplastia. A Figura 15 mostra que o metabolismo da

BH4, estimado pela determinagédo do conteudo de uma das enzimas da via da

salvagdo, a SPR, se encontrou significativamente aumentado no TAV quando
comparado com o TAS [fss= 3,97; P < 0,001].
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Figura 15. Conteudo proteico de sepiapterina redutase (SPR) no tecido adiposo
subcutaneo (TAS) e visceral (TAV) de individuos com obesidade que foram

elegiveis para intervengdo com cirurgia bariatrica.
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Amostras de TAS (n=47) e TAV (n= 47) foram coletadas no dia da intervengao cirurgica. O contetdo
proteico de SPR foi determinado Western blot (para detalhes ver M&M). ***P < 0,001, TAS vs. TAV,
teste t de Student bicaudal para amostras paramétricas e independentes.

A seguir foram também mensurados marcadores de estresse oxidativo no TA
de individuos com obesidade. A Figura 16 apresenta os niveis de GSH, GSSG e a
razao dentre eles, no TAS e no TAV dos individuos com obesidade submetidos a
gastroplastia. Pode ser observado nas Figuras 16A e 16C que os niveis de GSH e a
razao entre GSH/GSSG no TAV foram significativamente maiores que no TAS (Figura
16A: [te2)= 2,1; P < 0,05]; Figura 16C: [t0= 1,67; P < 0,05]). Em contrapartida, os
resultados apresentados nas Figuras 16B e 16D mostram que os niveis de GSSG e o
TBA-RS foram similares quando comparado o TAS com o TAV. Deve ser ressaltado
qgue os valores aqui obtidos ndo foram comparados com um grupo controle devido a

invasividade do procedimento de coleta.
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Figura 16. Concentragbes de glutationa (GSH), glutationa oxidada (GSSG), e de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) no tecido adiposo subcutaneo
(TAS) e visceral (TAV) de individuos com obesidade que foram elegiveis para

intervengao com cirurgia bariatrica.
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Amostras de TAS (n=47) e TAV (n= 47) foram coletadas no dia da intervencao cirurgica. Os niveis de
GSH e de TBA-RS foram mensurados fluorometricamente (para detalhes ver M&M). *P < 0,05, TAS
vs. TAV, teste t de Student unicaudal para amostras paramétricas e independentes.

Para uma analise mais compreensiva sobre uma eventual associagao do
metabolismo da BH4 nos fluidos bioldgicos e os biomarcadores de estresse oxidativo
medidos no plasma e TA com marcadores antropométricos, inflamatérios, e do
metabolismo glicémico e lipidico, foram realizados os mapas de calor apresentados
nas Figura 17 e Figura 18. A Figura 17 apresenta as correlagdes entre os valores de

BH4 e neopterina em fluidos biolégicos, com os valores dos biomarcadores de
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estresse oxidativo plasmaticos e no TA, com a idade, o biomarcador antropométrico
IMC, e marcadores de inflamacédo como NLR, PLR, e PCR, e o biomarcador de lesao
hepatica ALT. Pode ser observado na Figura 17 que tanto para a BH4 na urina e
neopterina no plasma, n&o houve correlagdes fortes entre os marcadores
apresentados, apesar de algumas correlagdes obterem poder estatistico significativo.
O mesmo pode ser observado entre os biomarcadores de estresse oxidativo
plasmaticos no TA (Figura 17).

Na Figura 18 estdo apresentadas as correlagcdes entre os valores de BH4 e
neopterina em fluidos bioldgicos, os valores dos biomarcadores de estresse oxidativo
plasmaticos e no TA, com o perfil glicémico e lipidico. Podemos observar na Figura
18 que os niveis de BH4 urinarios e neopterina plasmaticos nao apresentaram
correlagbes fortes com os marcadores de perfil glicémico e lipidico. Porém, o
biomarcador de estresse oxidativo plasmatico TBA-RS correlacionou positivamente
de com os valores de glicemia em jejum [r= 0,61; P < 0,001], Outras correlagdes néo

se apresentaram fortes ou com diferencias estatisticas.
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Figura 17. Mapa de calor relacionando os niveis de tetraidrobiopterina (BH4)
urinaria e de neopterina plasmatica com variaveis antropométricas, inflamatérias e
de estresse oxidativo obtidas de individuos com obesidade que foram elegiveis

para intervengao com cirurgia bariatrica.
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A correlacado entre as diferentes variaveis estudadas foi analisada pelo teste de Spearman e o valor
do estatistico r € mostrado em cada célula do mapa de calor. A intensidade da cor das células é
proporcional a forga das associagbes, variando de azul (correlagbes positivas) a vermelho
(correlagbes inversas). A forga da correlagdo € indicada na escala de cores (a direita do painel).
Abreviagdes: IMC= indice de massa corporal; NLR= razdo neutréfilo por linfocito; VHS= volume de
hemossedimentagédo; PCR= proteina C reativa; ALT= alanina aminotransferase; TBA-RS= espécies
reativas ao acido tiobarbiturico; GSH= glutationa; GSSG= glutationa oxidada; TAS= tecido adiposo
subcutaneo; TAV= tecido adiposo visceral.
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Figura 18. Mapa de calor relacionando os niveis de tetraidrobiopterina (BH4),
neopterina e biomarcadores de estresse oxidativo no plasma e TA com variaveis do
perfil glicémico e lipidico obtidas de individuos com obesidade que foram elegiveis

para intervengao comcirurgia bariatrica.
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A correlacao entre as diferentes variaveis estudadas foi analisada pelo teste de Spearman e o valor
do estatistico r € mostrado em cada célula do mapa de calor. A intensidade da cor das células é
proporcional a forga das associagbes, variando de azul (correlagdes positivas) a vermelho
(correlagbes inversas). A for¢ca da correlagao é indicada na escala de cores (a direita do painel)
Abraviagdes: BH4; tetraidrobiopterina HOMA-IR= do inglés Homeostatic model assesstment for insulin
resistance; LDL= lipoproteina de baixa densidade; HDL= lipoproteina de alta densidade; TBA-RS=
espérices reativas ao acido tiobarbiturico; GSH= glutationa; GSSG= glutationa oxidada; TAS= tecido
adiposo subcutaneo; TAV= tecido adiposo visceral

O Quadro 8 mostra o efeito da cirurgia bariatrica sobre variaveis
antropomeétricas e bioquimicas utilizadas no seguimento clinico dos participantes do
estudo de acordo como mostrado na Figura 7. O quadro mostra que apos 12 meses
da intervencdo houve uma reducao significativa da massa corporal, melhora de
marcadores de resisténcia a insulina, evidenciado pela redugao do percentual de

HbA1c e dos valores do indice HOMA-IR, melhora do perfil lipidico, caracterizado por
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uma significativa redugao dos niveis de TGC, e por aumento dos niveis de HDL. A
tabela também mostra que houve uma redugao significativa nos niveis de GGT e ALT,
biomarcadores da saude hepatica, e nos niveis de NLR, PL e PCR, biomarcadores de

inflamacgéo.

Quadro 8. Comparacao das variaveis antropométricas e bioquimicas no momento
da intervencéo cirurgica (Pré) e apos 12 meses (P6s) nos participantes afetados

por obesidade e submetidos a cirurgia bariatrica.

. Participantes submetidos a cirurgia _—
Variaveis bariatrica Estatistica
antropométricas e (Média DV, ou IlQ) (Pré vs. Pos)
bioquimicas " .
Pré Pés (12 meses) Valor de P Valorde t ou w
Peso (kg) 124,5 + 26 84,5+ 19,1 e t20= 20,1
IMC 4757 32,1+54 ok to= 21,1
Percentual de massa
- + -
corporal perdida (%) 3774
NLR 43+4,6 1,5+04 o tag= 3,61
PLR 149 + 83,4 100,9 £ 42,2 * tg)= 2,22
VHS (mm/h) 26,7+21,4 17,0+ 12,4 ns
PCR (mg/L) 8[lIQ:3,5 - 14,6] 1,15 [IIQ:0,5 - 1,9] W o= -167
Glicemia jejum (mg/dL) 105 [1IQ:91 - 135,5] 87 [IQ:85 - 91] ek W 20~ -189
HbA1c (%) 6+1,0 52404 too= 4,21
Insulina (pUI/mL) 1819 571+1,9 *rx toy= 7,10
HOMA-IR 6,5+5,6 1,2+0,6 Frx t (20~ 5,43
CT (mg/dL) 178 + 35,6 162,5 + 35,7 ns
HDL (mg/dL) 457 +11,2 57,3+ 13,7 t20)= 4,96
LDL (mg/dL) 108,3 £ 32,4 89,9 + 27,3 * too= 2,53
TGC (mg/dL) 132 £ 68,7 68,6 + 25,38 *rx to0)= 4,84
GGT (U/L) 40 [IQ:30,2 - 53,5] 23,5 [1IQ:19 - 33] W )= -190
Fosfatase alcalina (U/L) 75,71+ 16,1 92,6 + 26,6 * t (20~ 2,55
Acido trico (mg/dL) 5[lQ:4,3 - 5,95] 3,8[IIQ:3,4 - 4,1] W (10)= -208
AST (U/L) 27,4 +225 23,1 +14,7 ns
ALT (U/L) 46,1+ 54,9 26,2 +9,1 * tao= 2,21
Uréia (mg/dL) 33,2+11,1 32,7+8,0 ns
Creatinina (mg/dL) 0,9+0,2 0,7+ 0,1 5 t19)= 5,60
Vitamina D (ng/mL) 26,8 + 7,65 353+7,1 * t19= 3,42
Ferritina (ng/mL) 115,2 [lIQ:60,1 - 336,1] 95,1 [lIQ:43,1 - 184,8] * W o0)= -147
Abreviagdes: DV=desvio padrdo; [IQ= intervalo interquartil; IMC= indice de massa corporal; NRL= razdo netréfilo por linfécito; PLR= razdo plaquetas por
linfécitos; VHS= velocidade de hemossedimentagdo; PCR= proteina C reativa; HbA1c= hemoglobina glicada; HOMA-IR= do inglés homeostasis model
assessment for insulin resistance ; CT= colesterol total; HDL= lipoproteina de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; TGC= triglicerideos;
GGT= Gama glutamil transferase; ns= néo significativo. Dados considerados normais por testes de normalidade foram apresentados media + desvio
padrdo. Dados considerados ndo normais por testes de normalidade estio apresentados na forma Mediana [IlQ:25 % - 75 %]. Variaveis em que
apenas o grupo pds foi considerado normal estdo apresentados como média + DV. *P <0,05, **P <0,01; ***P <0,001; Pré vs Pés; t= teste t de student
bicaudal para dados pareados e paramétricos; W= teste t de wilcoxon bicaudal para dados pareados e ndo paramétricos.

As Figuras 19A e 19B mostram os niveis de BH4 na urina e de neopterina no

plasma, respectivamente, de individuos com obesidade no momento da intervengao
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cirargica (Pré) e ap6s 12 meses da realizagao do procedimento (Pds). A Figura 19A
mostra que a redugéo de peso (ver Quadro 7) promoveu um aumento significativo dos
niveis de BH4 na urina [t11)= 2,76; P < 0,01], e uma redugao também significativa dos
niveis de neopterina no plasma [t@23)= 4,53; P < 0,001].

Figura 19. Efeito da redug¢ao de peso provocado pela cirurgia bariatrica sobre os
niveis de tetraidrobiopterina (BH4) e neopterina em fluidos biolégicos de individuos
acometidos por obesidade e submetidos a gastroplastia.

Niveis urinarios de BH4 Niveis plasmaticos de neopterina

A ol B
1,0+ 304 * KK
]
o 087 254 b
E
©
g 9,67 2 209
S o
: E tor
E 0,4+ %
E
3 0.2- 5+
l.. | 1 1
Pré Pés Pré Pés

(A) Concentragdes de BH4 na urina e (B) de neopterina no plasma de individuos com obesidade grau

3 ou grau 2 com comorbidades associadas a obesidade que foram elegiveis para intervengdo com
cirurgia bariatrica (n= 12) no momento da gastroplastia (Pré), e apdés 12 meses da intervengao
cirargica (P6s). Os metabdlitos foram quantificados por cromatografia liquida de alta resolugdo com
detecgdo eletroquimica para BH4 e por ELISA para neopterina (para detalhes ver M&M). **P < 0,01,
***P < 0,001, Pré vs. Pos; teste t de Student unicaudal para amostras pareadas.

De acordo com as mudancgas ocasionadas pela redugao do acumulo do TA nos
niveis de BH4 na urina (que pode ser interpretada com um marcador de capacidade
antioxidante) e de neopterina no plasma (marcador de ativagdo da resposta
inflamatdria) (Figura 19), a Figura 20 apresenta os efeitos benéficos observados da
gastroplastia sobre os valores de PCR, NLR, PLR, GSH e TBA-RS plasmaticos,
marcadores biolégicos utilizados para inferir sobre a presenga de inflamagéo e

estresse oxidativo, respectivamente. A Figura 20A mostra que o biomarcador classico
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de inflamagdo PCR, esteve significativamente reduzido no momento pdés, quando
comparado com o momento Pré gastroplastia [W(20=-167; P < 0,001]. As Figura 20B
e 20C mostram que os niveis dos marcadores inflamatorios calculados pelo conteudo
sanguineo de células imunes e plaquetas obtiveram uma redugéo significativa como
efeito da reducgao de peso obtida pela cirurgia bariatrica (Figura 20B: [W/(20)=-153; P <
0,001]; Figura 20C: [t1s= 2,22; P < 0,05]). Além disso, os beneficios metabdlicos
promovidos pela cirurgia bariatrica também melhoraram os marcadores do estado
oxidativo nestes individuos. A Figura 20D apresenta os valores plasmaticos de GSH,
indicando um aumento significativo das concentragdes deste antioxidante [t18)= 1,98;
P < 0,05]. De acordo com este resultado, a Figura 20E mostra uma redugao
significativa dos valores do biomarcador de peroxidagéo lipidica TBA-RS [t13)= 5,30;
P < 0,001].
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Figura 20. Efeito da reduc¢ao de peso provocado pela cirurgia bariatrica sobre
parametros inflamatorios e de estresse oxidativo em fluidos bioldgicos de individuos

acometidos por obesidade e submetidos a gastroplastia.
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(A) Valores da razao neutrdfilos por linfocitos (NLR; n= 20), (B) valores da razdo entre plaquetas e
linfécitos (PLR; n=19), (C) concentrac¢des de proteina C reativa (PCR; n= 20), (D) niveis de glutationa
(GSH; n=19) no plasma, (E) espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS; n= 14) em individuos
com obesidade grau 3 ou grau 2 com comorbidades associadas a obesidade que foram elegiveis para
interveng&o com cirurgia bariatrica. Os valores foram coletados no momento da gastroplastia (Pré), e
apos 12 meses da intervengéao cirdrgica (Pés). A razdo NLR e a PLR foram calculados pela divisao
do valor total de células/uL de neutréfilos para NLR e plaquetas para PLR pelo valor total de células/uL
de linfécitos no sangue e determinadas por citometria de fluxo e impedancia. Os niveis de PCR foram
quantificados por turbedimetria. Os niveis de GSH e TBA-RS foram mensurados fluorometricamente
(para detalhes ver M&M). * P < 0,05, *** P < 0,001, Pré vs. Pés; teste t de Student unicaudal para
amostras pareadas e parameétricas; ## P < 0,001, teste t de W de Wilcoxon unicaudal para amostras
pareadas e ndo paramétricas

A seguir, foi aplicado novamente a analise da curva ROC, conforme o grafico
apresentado na Figura 21. Neste caso, as amostras coletadas apos 12 meses da

intervengao cirurgica foram comparadas com os voluntarios saudaveis para identificar
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se os biomarcadores ainda mantinham a capacidade discriminatoria de individuos
afetados por obesidade de um grupo de voluntarios sadios. Pode ser observado na
Figura 21 que a AUC para os valores urinarios de BH4 foi reduzida em 28,7 % quando
comparada com o momento prévio a gastroplastia [AUC= 0,58; IC 95 %: 0,44 - 0,73].
Apesar dos valores plasmaticos de neopterina nao terem obtido valores significativos
como biomarcador no momento pré-cirurgico, a analise de ROC para o momento pds
apresentou uma reducao de 33,9 % da AUC [AUC= 0,37; IC 95 %: 0,22 - 0,53]. No
caso dos valores plasmaticos de GSH mantiveram a capacidade discriminativa
semelhante, mantendo o mesmo valor para a AUC que o momento pré-cirurgico
[AUC= 0,71; IC 95 %: 0,56 - 0,86], possivelmente mostrando que ainda persiste um
estado de estresse oxidativo. De acordo com o resultado apresentado na Figura 20E,
que mostra uma reducgao significativa de peroxidacgdo lipidica no plasma 12 meses
apos a cirurgia bariatrica, a analise de ROC para o biomarcador TBA-RS apresentou
uma reducgao de 24,3 % da AUC [AUC= 0,65; IC 95 %: 0,45 - 0,85]. Em relac&o aos
biomarcadores de inflamacdo, todos obtiveram uma redugcdo na sua forca
discriminatoria. A NLR obteve a maior redugao da AUC, com 54,7 % [AUC= 0,65; IC
95 %: 0,45 - 0,85], seguido pelo PCR, com 46,9 % de reducao da AUC [AUC= 0,49;
IC 95 %: 0,31 - 0,68] e por ultimo a PLR com uma reducgao de 29,2 % [AUC= 0,40; IC
95 %: 0,22 - 0,57]. Um resumo com todos os valores de AUC, porcentagem de reducéo
da AUC, valores de corte, de sensibilidade e especificidade e intervalos de confianga

estao dispostos na quadro 9.
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Figura 21. Curva caracteristica de operacao do receptor (ROC) para niveis urinarios
de tetrahidrobiopterina (BH4), de niveis plasmaticos de neopterina, glutationa
(GSH), espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), e de proteina C reativa
(PCR), e de valores sanguineos da razao de neutrofilos por linfocitos (NLR), e da
razao de plaquetas por linfécitos (PLR) em individuos com obesidade 12 meses

apos da intervengao com cirurgia bariatrica.
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Os niveis de BH4 foram quantificados usando cromatografia liquida de alta resolugdo com detecgéo
eletroquimica, e os de neopterina por ELISA. Os valores de GSH e TBA-RS foram quantificados por
fluorometria (para detalhes ver M&M). A razdo NLR e a PLR foram calculados pela divisdo do valor
total de células/uL de neutrdéfilos para NLR e plaquetas para PLR pelo valor total de células/uL de
linfécitos no sangue e determinadas por citometria de fluxo e impedancia. Os niveis de PCR foram
quantificados por turbedimetria.. A curva ROC para os niveis de BH4 na urina € mostrada em azul,
para os niveis de neopterina no plasma em laranja, para os niveis de GSH em verde, para os niveis
de TBA-RS em vermelho escuro, para NLR em vermelho, para PLR em amarelo e PCR em rosa. A
linha pontilhada em preto é a referéncia e exibe a capacidade discriminatéria nao melhor que o acaso.

Quadro 9. Valores da area baixo da curva (AUC) gerada pela analise da curva
caracteristica de operacéo do receptor (ROC) de biomarcadores para identificagao

de individuos com obesidade 12 meses apos a gastroplastia.

Biomarcadores AUC REEEDER A,UC vs Valor de corte Sensibilidade (%) | Especificidade (%) | . .IC 95% . Valor de P
momento Pré (%) inferior - superior

BH4 (urina) 0,58 28,7 0,41 umol/mmol creatinina 58 58 0,44-0,73 ns
Neopterina (plasma) 0,37 33,9 4,56 nmol/L 37,5 34,5 0,22-0,53 ns
GSH (plasma) 0,71 0,0 2,22 umol/L 68,4 66,7 0,56 - 0,86 *
TBA-RS (plasma) 0,65 243 0,88 umol/L 64,3 50 0,45 - 0,85 ns
NLR 0,30 54,7 1,68 35 35 0,14-0,46 *
PLR 0,40 29,2 107,9 36,8 36 0,22-0,57 ns
PCR 0,49 46,9 1,15 mg/L 50 40,9 0,31-0,68 ns

IC= Intervalo de confianga; BH4= Tetraidrobiopterina; GSH= Glutationa; TBA-RS= Espécies reativas ao acido tiobarbiturico, NLR= Razao entre neutrdfilos por linfocitos;

PLR= Raz&o entre plaquetas por linfécitos; PCR= Proteina C reativa; ns= néo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01. P6s bariatrica vs Saudaveis; teste de ROC.
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Finalmente, foi aplicada ao conjunto de dados gerado a andlise a regressao
multivariada para identificar se existe um componente fisiopatoldégico dos niveis
urinarios e/ou plasmaticos de BH4 com a perda do excesso de peso e com a
normalizagdo dos marcadores de inflamacgao e de estresse oxidativo. No entanto, ndo

foram encontrados resultados significativos.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho, identificamos que os individuos com obesidade e elegiveis a
cirurgia bariatrica apresentaram alteragdes no metabolismo da BH4, com aumento das
concentragdes plasmaticas de neopterina e redugao das concentragcdes urinarias de
BH4. Além disso, a reducao de peso e normalizagao de parametros metabdlicos obtido
apos 12 meses da cirurgia bariatrica nestes individuos promoveu a normalizagao das
concentragdes destes biomarcadores do metabolismo da BH4.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente que os niveis de BH4 se
encontraram diminuidos no liquido cefalorraquidiano (CSF) de animais submetidos a
um modelo crénico de hiperglicemia com acumulo tecidual e plasmatico de
marcadores de inflamagao e de estresse oxidativo (REMOR et al., 2019). Embora
nesse modelo experimental ndo foi induzida a obesidade, foram reproduzidos alguns
marcadores de disfungdo metabdlica como o aumento da hiperglicemia e de estresse
oxidativo, pela mensuracao de TBA-RS e reducao de tidis ndo proteicos, que incluem
a GSH, biomarcadores que também se encontraram alterados no grupo de individuos
com obesidade aqui analisados. Esse estudo pré-clinico demonstrou que a
sinalizagdo no sistema nervoso central se encontrou alterada, comprometendo vias
classicas de neuroprotecao e de proliferacdo celular. Assim, a queda dos niveis de
BH4 no CSF pode sugerir uma falha na regulagdo dos neurbnios que regulam o
apetite. Neste contexto, foi também demonstrado que a BH4 é necessaria nos
neurénios que produzem o neuropeptideo F (NPF), um mediador que regula a
ingestdo de alimentos em Droséphila melanogaster (KIM et al., 2017). Os autores
mostraram que a perda das proteinas envolvidas na produg¢ao de BH4, incluindo a
SPR no corpo gorduroso, ou a queda dos niveis de BH4 nos neurdnios, levou ao
aumento da liberagdo de NPF e aumento do consumo alimentar. Por outro lado, a
normalizacdo das concentragcbes de BH4 neuronais reduziu a liberacdo de NPF e
diminuiu a o consumo de alimentos. Assim, parece existir uma intima relacéo entre
producido de BH4 e desenvolvimento de obesidade.

Outros estudos experimentais tém também demonstrado que a deficiéncia na
sintese de BH4 no TAM esta associada ao desenvolvimento de obesidade em
roedores (OGURI et al., 2017). Os animais com deficiéncia em BH4 no TAM,
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camundongos Hph-1, exibiram obesidade, adiposidade, intolerancia a glicose,
resisténcia a insulina, e funcdo do TAM prejudicada. A recuperagdo dos niveis
intracelulares de BH4 resultou em melhora nos parametros metabdlicos sistémicos
sugerindo que os niveis de BH4 tém um papel critico na regulagdo do metabolismo
sistémico. Estes grupos de resultados pré-clinicos sugerem que os valores reduzidos
de BH4 encontrados neste estudo podem nao ser exclusivamente um marcador da
presenca de obesidade, mas também estar envolvida no aumento do apetite, ou na
regulacdo do metabolismo. Esta hipotese encontra suporte também nos valores
aumentados do conteudo da enzima SPR (SPR produz novas moléculas de BH4 de
forma econémica através da via da salvagéo) no TAV quando comparado com o TAS,
provavelmente como um mecanismo compensatorio a baixa biodisponibilidade de
BH4. Além dos niveis reduzidos de BH4 encontrados neste estudo, também
observamos um aumento significativo nos niveis da razdo entre GSH e GSSG, uma
relacdo que indica o equilibrio entre a forma reduzida e oxidada deste antioxidante,
no TAV em comparagdo com o TAS. Essa diferenca pode estar relacionada a maior
carga inflamatéria e estresse oxidativo presentes no tecido adiposo visceral. O
aumento de GSH pode ser uma resposta adaptativa para neutralizar os radicais livres
e proteger o tecido adiposo visceral contra danos oxidativos.

A BH4 tem sido demonstrada ser uma molécula com propriedades
antioxidantes por ser um composto com caracteristicas redutoras (KIRSCH et al.,
2003). Seu papel como cofator enzimatico se baseia na redugao de metais cataliticos
como o ferro mediante a entrega de elétrons (HIGGINS; GROSS, 2010). Além disso,
estudos experimentais evidenciaram a capacidade da BH4 em neutralizar ERN e
ERO, como anion superoxido, radical hidroxila, e peroxinitrito (MILSTIEN; KATUSIC,
1999; PATEL et al., 2002). A avaliagao desta capacidade redutora foi realizada em um
sistema experimental que empregou reagdes quimicas controladas, onde diferentes
oxidantes foram adicionados em concentragdes crescentes a uma solucido de BH4.
Por ter caracteristicas redutoras a BH4 também se torna susceptivel de oxidagao por
ERO, afetando sua disponibilidade intracelular como cofator enzimatico. Neste
contexto, é sabido que o produto da oxidagdo da BH4, a BH2, compromete a sintese

de NO por promover um desacople da transferéncia de elétrons entre os dimeros da
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enzima biosintética 6xido nitrico sintase induzivel (NOSi), o que pode sustentar o
desequilibrio redox intracelular (LANDMESSER et al., 2003).

Nosso grupo de pesquisa e outros tém demonstrado que a queda nas
concentragcbes de BH4 faciltam o desenvolvimento de estresse oxidativo,
principalmente por aumentar a produgdo de ERO (CRONIN et al., 2018; OGURI et al.,
2017; REMOR et al., 2019) , e que a molécula é necessaria para o funcionamento do
metabolismo energético mitocondrial, e para a correta formagao de NO em diversos
sistemas experimentais (CRONIN et al., 2018; LATINI et al., 2018).

Sabe-se também que a deficiéncia em BH4 compromete a atividade vascular e
como consequéncia o tbnus da aorta em roedores, facilitando o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, uma comorbidade associada a obesidade (BAKER;
MILSTIEN; KATUSIC, 2001; HUANG et al., 2000; MILSTIEN; KATUSIC, 1999). Esses
efeitos foram restaurados quando foram introduzidos no sistema experimental
antioxidantes, sugerindo que o efeito comprometido pela perda das concentragdes de
BH4 pode estar relacionado com a regulagao do sistema de defesas intracelulares.
Neste cenario, onde a disponibilidade de BH4 esta comprometida, pode ser esperado
que os valores de marcadores de estresse oxidativo se encontrem também
modificados. Essa hipétese esta de acordo com a redugéo nos niveis do antioxidante
GSH e o0 aumento dos niveis de peroxidacéo lipidica, ambos numa direcao mais pro-
oxidante, observados neste trabalho no plasma de individuos com obesidade.

Deve ser salientado que deficiéncias para atingir os corretos niveis
intracelulares de BH4 tém sido relacionadas com a indugao de ferroptose, um tipo de
morte celular regulada por ferro, peroxidagao lipidica, e GSH (DIXON et al., 2012).
Tem sido descrito que este mecanismo de morte pode ser inibido em células com ativa
producdo de BH4, o que preveniu a oxidacao lipidica e o consumo de GSH em
fibroblastos murinos e humanos (KRAFT et al., 2020). Em concordancia, no presente
trabalho foi evidenciado que a presenga de obesidade se caracterizou por um
aumento significativo de estresse oxidativo, com niveis de GSH reduzidos e com um
aumento do biomarcador de peroxidacao lipidica, o TBA-RS, no plasma dos individuos
com obesidade. Embora a quantificagdo destes dois biomarcadores nao seja
suficiente para determinar a magnitude do estresse oxidativo nos individuos com

obesidade, esses achados corroboram com a presenca do estado pro-oxidativo que
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poderia contribuir também para a reducdo dos niveis circulantes de BH4 e,
consequentemente, para a excregao reduzida desse biomarcador na urina.

Os resultados obtidos neste trabalho que demonstram a ativacédo da via de
novo da BH4 com acumulo e secre¢ao de neopterina estdo de acordo com numerosos
trabalhos na literatura que tem mostrado o aumento de neopterina no plasma de
individuos com IMC elevado, incluindo individuos com obesidade grau 2 e 3 como o0s
participantes incluidos neste estudo (AVCI; AVCI, 2018; LENOIR DA SILVA et al.,
2017).

Nosso grupo também demonstrou previamente o aumento das concentragdes
deste metabdlito no plasma de individuos com obesidade grau 3 quando comparados
com individuos com sobrepeso (LENOIR DA SILVA et al., 2017). Esse trabalho prévio
mostrou valores de neopterina plasmatica maiores que os apresentados neste estudo.
Isso possivelmente esta relacionado com dois fatores principais, (1) o grupo
experimental deste estudo estar conformado por individuos com obesidade grau 3 e
grau 2 e com um IMC menor (o estudo prévio mostrou valores de IMC de 50 + 8), e
(2) os participantes que foram submetidos a gastroplastia passaram por um periodo
de dieta pré-cirurgica, que pode ter reduzido o estado inflamatdrio, e, portanto, os
niveis de neopterina no plasma. Por outro lado, individuos com obesidade que seria
categorizada como de grau 1 (IMC= 35 £ 5) apresentaram niveis aumentados de
neopterina plasmatica quando comparados com um grupo controle, mas em torno de
65 % menores que os valores apresentados pelos participantes do presente estudo
[(AVCI; AVCI, 2018) mostrou valores do metabdlito entre 5,41 - 11,64 nmol/L]. Estes
dados sugerem que a neopterina plasmatica poderia ser um classificador das
diferentes categorias da obesidade. Alguns estudos que obtiveram correlagéo
significativa entre a neopterina e IMC ou percentual de gordura, mostraram que as
correlagdes foram fracas, e todas com r < 0,5 (BOZDEMIR et al., 2006;
LEDOCHOWSKI et al., 1999). A andlise detalhada desses estudos mostrou que as
coortes estiveram sempre compostas por participantes com ICM normal ou levemente
elevado (BOZDEMIR et al, 2006; LEDOCHOWSKI et al, 1999;
THEOFYLAKTOPOULOQU et al., 2013a). Isso pode ter sido também um fator que

comprometeu o poder discriminador das concentragdes de neopterina.
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Os niveis desta molécula tém sido também usados para identificar outras
doencgas com inflamacgao crdnica, incluindo as doencgas cardiovasculares, a resisténcia
a insulina, e o diabetes mellitus tipo 2, associados ou nao a obesidade (NEDEVA et
al., 2021). Por exemplo, foi demonstrado que os niveis de neopterina no sangue
correlacionam fortemente com os de dimetilarginina (correlacédo de r= 0.95), um
biomarcador de disfungéo endotelial (AVCI et al., 2020) Também foi demonstrado que
valores maiores que 7 nmol/L de neopterina aumentam em 3 vezes as chances de
desenvolver um evento agudo isquémico (AVANZAS et al., 2005).No entanto, as
coortes de estes dois estudos apresentaram valores normais de ICM, ou levemente
aumentado e nao mostraram correlagdo com os valores desse indice. Assim, estes
dados dao maior suporte a que neopterina plasmatica per se possa identificar melhor
os diferentes graus inflamatoérios relacionados com a obesidade do que o IMC.

Como concluido num trabalho de meta-analise recentemente publicado
(VISARIA; SETOGUCHI, 2023), o risco de mortalidade por todas as causas se
mostrou elevado em 21 a 108 % entre os participantes do estudo que apresentaram
IMC = 30. No entanto, os pesquisadores acompanharam a sobrevivéncia de um grupo
etnicamente diverso de cerca de 500.000 adultos americanos por até 20 anos e
descobriram que ter um IMC entre 25 e 29,9, classificado pela OMS como sobrepeso,
esta associado a um risco de morte 5 a 7 % menor do que ter um na faixa considerada
saudavel. Esses dados sugerem que o limite no qual o peso mais alto pode ser um
risco a saude nao é preciso, e provavelmente a distribuicdo de gordura corporal seja
um parametro mais assertivo. Dando suporte a essas afirmagdes, tem sido
demonstrado que os niveis de leptina sanguinea, uma citocina liberada pelo tecido
adiposo em resposta a sua expansao, correlacionaram positivamente com as
concentragbes de neopterina, associando o acumulo de tecido adiposo com a
metainflamacao (ARSLAN et al., 2013).

Embora a participacdo da BH4 no desenvolvimento de obesidade nao tenha
sido comprovada neste estudo, os resultados da analise da curva ROC mostraram
que os niveis urinarios de BH4 apresentaram caracteristicas de sensibilidade e
especificidade similares aos biomarcadores classicos do estado inflamatdrio sistémico
na obesidade, permitindo a identificagdo de um grupo afetado por obesidade de um

grupo de voluntarios sadios.
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A curva ROC é uma ferramenta estatistica amplamente utilizada para avaliar a
eficacia de um biomarcador na discriminagdo de dois grupos, geralmente um grupo
de individuos com uma determinada condigao e outro grupo de individuos saudaveis.
Essa anadlise permite determinar a sensibilidade e especificidade de um biomarcador
em diferentes pontos de corte, além de calcular a AUC, que é um indicador da
capacidade ou sensibilidade do biomarcador em distinguir corretamente entre os
grupos (MICHAEL,; TIAN; GHEBREMICHAEL, 2019).

Este estudo mostra pela primeira vez o poder de discriminagdo de dois
metabdlitos do metabolismo de BH4, a BH4 e a neopterina, entre individuos saudaveis
e afetados por obesidade. A analise das curvas ROC revelaram que 0s niveis urinarios
de BH4 demonstraram caracteristicas de sensibilidade e especificidade semelhantes
aos biomarcadores classicos do estado inflamatorio sistémico na obesidade. Isso
indica que a mensuragao dos niveis urinarios de BH4 pode ser util na identificagao de
individuos afetados pela obesidade em comparagdo a um grupo de individuos
saudaveis.

Até o momento, apenas um unico estudo investigou a capacidade preditiva da
BH4 em identificar condicbes patolégicas, mais especificamente na nefropatia
diabética (DENG et al., 2022). Neste estudo, foram avaliados 142 participantes
diagnosticados com essa doencga, e os resultados mostraram uma AUC 0,76, com
sensibilidade de 69,1 % e especificidade de 73 % para identificar individuos com
relacdo albumina/creatinina acima de 30, indicando a ocorréncia de complicagbes
renais. Vale ressaltar que a capacidade preditiva da BH4 urinaria em identificar
individuos com obesidade encontrada neste estudo foi superior aquela encontrada no
estudo mencionado, porém, deve-se considerar que as medi¢gdes de BH4 nos
individuos com nefropatia foi realizada no plasma. Outro aspecto semelhante entre os
estudos é que os valores de BH4 nos fluidos bioldgicos se apresentaram reduzidos
nos grupos com a doenga, reforgcando a associagdo de uma baixa disponibilidade da
BH4 em doencgas metabdlicas.

Embora os valores plasmaticos de neopterina neste estudo ndo tenham
discriminado individuos com obesidade de individuos saudaveis com alta
sensibilidade, outros marcadores inflamatoérios, como o PCR e as razdes entre NLR e

PLR, se mostraram elevados e estdo de acordo com o estado de metainflamacéo ja
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descrita para individuos afetados por obesidade (HOTAMISLIGIL, 2006). A razéo
entre NLR e PLR s&o conhecidos indicadores da ativagéo do sistema imunologico. Em
adolescentes com obesidade, os niveis de NLR se encontraram significativamente
aumentados quando comparados com individuos saudaveis (AYDIN, 2015). Em
contrapartida, um estudo recente mostrou que o valor da NLR se correlacionou
positivamente com a presenca e severidade de sindrome metabdlica em adultos,
porém, ndo em criangas e adolescentes (MARRA et al., 2023). Ja os dados da
literatura sobre valores da PLR em individuos com obesidade mostram que este
marcador inflamatério também esta aumentado em individuos com obesidade grave
(ERDAL; INANIR, 2019). Além disso, a obesidade foi correlacionada com um aumento
da contagem total de plaquetas e aumento do risco de eventos de tromboembolismo
venoso (PURDY; SHATZEL, 2021).

Neste trabalho foi demonstrado que os niveis de BH4 urinarios classificaram
individuos com obesidade de forma mais eficiente que os valores de marcadores
inflamatérios NLR e PLR, e de forma similar ao de PCR, e considerando a estreita
relacdo de BH4 com peroxidagéo lipidica, os valores de TBA-RS mostraram uma AUC
superior ao de BH4. E importante ressaltar que embora a curva ROC do TBA-RS tenha
apresentado uma sensibilidade discriminatéria maior do que a da BH4, existem
consideracdes praticas a serem feitas na aplicacéo clinica potencial desse marcador.
A analise de TBA-RS é trabalhosa e requer técnicas laboratoriais especificas, o que
pode limitar sua aplicabilidade em larga escala. Por outro lado, a mensuragao urinaria
de BH4 pode ser realizada de maneira mais pratica com o recente desenvolvimento
de kits comerciais. Além disso, a coleta de urina € um procedimento menos invasivo
em comparagao a coleta de sangue, facilitando a aplicabilidade deste teste em
clinicas.

A intervencao cirurgica realizada nos participantes deste estudo provocou a
perda de peso em 39,7 £ 9,7 kg, correspondendo a 72,7 £ 14,8 % do excesso de peso.
Com relacdo ao IMC 12 meses apos a gastroplastia, se observou que
aproximadamente 50 % dos participantes alterou o IMC para a categoria de
sobrepesso, e alguns foram classificados como obesidade grau 1 e 2. No entanto,

nenhum participante atingiu valores inferiores a 25 kg/m?.
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Sabe-se que a cirurgia bariatrica € o método mais efetivo de perda de peso em
individuos com obesidade grave. A gastroplastia provoca redugcédo de mortalidade, de
risco cardiovascular, de incidéncia de cancer, e melhora as comorbidades associadas
ao peso (COURCOULAS, 2013), com reducao de marcadores proé-inflamatérios no
decorrer do acompanhamento pés-operatério [para uma revisdo, ver: (FRIKKE-
SCHMIDT et al., 2016).

Este estudo mostrou que o efeito da gastroplastia sobre a redugao do peso
atenuou o nivel dos marcadores metabdlicos, de estresse oxidativo, e de inflamacgao
mensurados no sangue dos participantes. Esses dados estiveram de acordo com a
normalizagéao dos valores de BH4 e de neopterina, sugerindo que a intervengao
cirargica pode ser monitorada mediante a determinag&o dos niveis destas pterinas em
fluidos biologicos, incluindo a urina que € um material de facil acesso com minima
invasividade. De fato, a capacidade dos niveis de BH4 de rastrear individuos com
obesidade grave foi também perdida quando mensurada 12 meses apds a
gastroplastia.

No caso dos niveis plasmaticos de neopterina, foi observada uma correlagéo
significativa com a variagao de IMC e com a variagcdo da massa corporal. Embora
essas correlagdes nao foram muito fortes (r= 0,45), os parametros classicos usados
para avaliar inflamagao na obesidade n&do apresentardo correlagéo significativa. Isso
sugere que possivelmente o aumento do tamanho amostral (Pré versus Pos) permitira
identificar o efeito da gastroplastia sobre o componente inflamatério da doenca de
forma mais sensivel do que os niveis de PCR, ou os valores de NLR ou PLR. No
entanto, neste trabalho foi observada uma melhora no estado inflamatoério geral nos
participantes, como tem sido extensamente descrito na literatura(ILLAN-GOMEZ et
al., 2012; PARDINA et al., 2012).

A reducdo das concentragdes plasmaticas de neopterina induzida pela
gastroplastia ndo corresponde a um achado frequente na literatura, e ainda os
disponiveis sdo contraditorios. Em estudos onde a gastroplastia provocou a redugao
dos valores de IMC de forma similar a demonstrada neste trabalho, ndo foram
evidenciadas mudangas significativas nos niveis de neopterina no plasma
(AASBRENN; FARUP; VIDEM, 2019; BRANDACHER et al., 2006; CHRISTENSEN et

al., 2018). Esses estudos mostraram que mediadores inflamatérios que regulam a
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produgao de neopterina, como TNF-a e INF-y, ndo foram modulados negativamente
ap6s a perda de massa corporal, e seriam a causa para a falta de efeito sobre os
niveis desta pterina. Embora nosso trabalho ndo mensurou citocinas pro-inflamatorias,
discorda com todos os trabalhos disponiveis na comunidade cientifica sobre a
produgdo e secrecdo de neopterina apdés a gastroplastia. As razdes para tais
discordancias sao desconhecidas, mas podem estar relacionadas a diferencas nas
populagdes estudadas, as intervengdes, tipo de dieta, niveis de estrogénios
circulantes, entre outros.

Condizente com a melhora nos parametros marcadores de inflamagao, o
presente trabalho também evidenciou melhora no estado oxidativo sistémico. Esses
dados estdo de acordo com um trabalho realizado num grupo de individuos do sexo
feminino com caracteristicas antropométricas similares ao grupo com obesidade aqui
estudado, onde também foi demonstrado aumento de tiois livres, dentre eles a GSH,
e reducéo dos niveis de TBA-RS (HORN et al., 2017). Como comentado previamente
neste trabalho, essa normalizacdo do estresse oxidativo pode ter contribuido para
recuperar os valores urinarios de BH4 que foram apresentados pelo grupo de
voluntarios sadios. A pouca biodisponibilidade de BH4 nesse cenario de
metainflamacéao, pode também explicar valores aumentados de fenilalanina no sangue
de individuos afetados por obesidade descritos na literatura (SWIERCZYNSKI et al.,
2009). A fenilalanina € um aminoacido metabolizado principalmente no figado pela
fenilalanina hidroxilase, uma enzima que depende exclusivamente de BH4 intracelular
como cofator obrigatorio (WERNER; BLAU; THONY, 2011).

Finalmente, este € o primeiro trabalho que identificou os niveis de BH4 urinarios
como um biomarcador que permite classificar individuos com obesidade, bem como
os efeitos positivos promovidos pela cirurgia bariatrica sobre parametros metabdlicos,
inflamatdrios, e de estresse oxidativo. Este trabalho demonstrou que para cada kg de
peso perdido houve um aumento de 4,5 nmol nmol de BH4 por mmol de creatinina
(mediana=4,5; 11Q= 1,5 — 8,1).
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8 CONCLUSAO

e Os resultados deste trabalho indicam que o metabolismo da BH4 se encontra
alterado em individuos com obesidade, havendo um aumento das concentragdes
plasmaticas de neopterina e redugao dos niveis urinarios de BH4

e A mensuragao dos valores urinarios de BH4 se mostrou eficiente na identificagao
dos individuos com obesidade e elegiveis a gastroplastia.

¢ Neste trabalho, foi evidenciado o efeito benéfico da cirurgia bariatrica na redugao
do estado pré-inflamatério e pré-oxidativo em individuos com obesidade grave

¢ A melhora dos parametros antropométricos, bioquimicos-clinicos, inflamatérios e de
estresse oxidativo refletiu-se na reducdo dos niveis plasmaticos de neopterina e

aumento dos niveis urinarios de BH4
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9 LIMITAGOES DO ESTUDO

e O estudo carece de informagdes sobre a distribuicdo de gordura corporal e a
circunferéncia abdominal dos individuos, o que poderiam dar informagdes mais
sensiveis sobre a relagdo dos niveis das pterinas BH4 e neopterina com a perda de
TA promovido pela gastroplastia.
e Os participantes deste estudo foram submetidos a uma redugao de peso prévia a
cirurgia bariatrica como parte do protocolo clinico. Essa redugao de peso € necessaria
devido aos riscos associados ao procedimento cirurgico. No entanto, ndo pode ser
afirmado se essa reducao de peso prévia poderia ter influenciado o metabolismo da
BH4 ou os parametros de estresse oxidativo analisados.
e A coleta de amostras de TA € um procedimento invasivo, o que impossibilitou a
realizacdo de analises de TAS e TAV em individuos saudaveis, bem como, nos
individuos apés um ano da intervengao cirurgica. Essas analises poderiam fornecer
uma comparagao mais abrangente entre os diferentes grupos de estudo.
e Outro fator limitante esta relacionado a falta de informagdes especificas sobre o
comportamento dos individuos apds a cirurgia bariatrica, como a pratica regular de
atividade fisica. A inclusao dessas informagdes poderia fornecer uma visdao mais
abrangente sobre os fatores que podem influenciar o metabolismo da BH4 e os
marcadores inflamatorios.
e Este estudo foi desenvolvido durante a pandemia global da COVID-19, fato que
comprometeu a realizagdo das cirurgias no HU/UFSC, bem como a liberagdo de
recursos para aquisicdo de material especializado, como kits comerciais para a
determinagao das concentragdes de citocinas inflamatdrias. No entanto, o material foi
coletado e sera analisado num futuro préximo.

Apesar dessas limitagdes, os resultados deste estudo fornecem dados inéditos
para uma base solida para a ampliacdo da pesquisa e do conhecimento sobre o
metabolismo da BH4 na obesidade e suas complicagbes. Essas descobertas podem
abrir caminho para a investigagcao de novas estratégias terapéuticas direcionadas ao

metabolismo da BH4, visando modular a resposta inflamatdria na obesidade.
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10 PERSPECTIVAS

As perspectivas para este trabalho incluem a ampliagdo do tamanho da
amostra para aumentar o poder estatistico e a representatividade dos resultados.
Também, seria essencial a mensuracédo dos niveis plasmaticos de BH4 e os niveis
urinarios de neopterina, ndo apenas para os valores nesses fluidos biolégicos, mas
também para avaliar a raz&o entre esses biomarcadores no mesmo fluido, dando uma
melhor ideia do fluxo de sintese da BH4 e seu consumo.

Também, poderiam ser adicionadas a esta pesquisa a avaliagao dos niveis de
BH4 e neopterinda diretamente no TAV e TAS. Apesar do desafio de conseguir
realizar este ensaio, as informacdes poderao acrescentar muito sobre como o estado
inflamatério do tecido adiposo influencia o metabolismo da BH4.

Outro fator que poderia contribuir muito com futuras pesquisa é adicionar a
mensuragao de citocinas pro e anti-inflamatdrias no plasma, tecido adiposo e também
em isolado de células imunes do sangue dos individuos com obesidade. Analises de
expressdo de genes do metabolismo da BH4 no tecido adiposo destes individuos
também poderia abrir novas perspectivas sobre sua regulacéo genética.

Essas perspectivas podem contribuir para aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na obesidade e fornecer subsidios para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais efetivas para o manejo da

obesidade e de suas comorbidades.
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