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A populacdo com obesidade tem crescido no Brasil nas ultimas
décadas, incluindo adolescentes. Dentre as estratégias mais bem sucedidas para
seu tratamento esta a intervencdo multiprofissional. Desse modo, o objetivo desta
tese foi buscar compreender os efeitos do tratamento multiprofissional nos
marcadores de inflamacéo e estresse oxidativo em adolescentes obesos. Foram
selecionados adolescentes obesos para a participagdo em um tratamento
multiprofissional que contou com a atuacdo de médicos, nutricionistas,
fisioterapeutas, psicologos e educadores fisicos. O programa teve uma duragao
de 10 meses e foram avaliados, além de paréametros antropométricos e de
desempenho fisico, os marcadores de inflamacdo e estresse oxidativo. Foram
produzidos, com a coleta de dados, dois estudos. O primeiro um estudo
longitudinal, onde foram observadas melhoras nos parametros inflamatorios e
reducdo do estresse oxidativo com o tratamento multiprofissional, além de
reducdo nos parametros antropométricos relacionados a obesidade. Um outro
estudo transversal, identificou a associacdo entre o estado inflamatério e
condicionamento cardiorrespiratorio de adolescentes obesos, indicando que uma
boa capacidade cardiorrespiratéria reduz, independentemente do nivel de
obesidade, as consequéncias provocadas pela inflamagéo crbnica. Esses dois
estudos podem ser lidos em detalhes nos capitulos desta tese. De maneira geral,
concluimos que o tratamento multiprofissional € capaz de promover mudancas
positivas nos marcadores de inflamacao e estresse oxidativo em adolescentes

obesos.

Palavras-chave: obesidade, tratamento multiprofissional, inflamacdo e estresse

oxidativo.
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The population with obesity has grown in Brazil in the last few
decades, including adolescents. Among the most successful strategies for its
treatment is multidisciplinary intervention. Thus, the objective of this thesis was to
try and understand the effects of multidisciplinary treatment on markers of
inflammation and oxidative stress in obese adolescents. Were selected obese
adolescents to participate in a multidisciplinary treatment which was attended by
doctors, nutritionists, physiotherapists, psychologists and physical educators. The
program has a duration of 10 months and were evaluated, in addition to
anthropometric parameters and physical performance, the markers of
inflammation and oxidative stress. Were produced, with the data collection, two
studies. The first a longitudinal study, where were observed improvements in
inflammatory parameters and reduction of oxidative stress with the
multidisciplinary treatment, in addition to a reduction in the anthropometric
parameters related to obesity. The second, a cross-sectional study has identified
the association between inflammatory state and cardiorespiratory fitness in obese
adolescents, indicating that a good cardiorespiratory capacity reduces, regardless
of the level of obesity, the consequences caused by chronic inflammation. These
two studies can be read in detail in the chapters of this thesis. In general, we
conclude that the multiprofessional treatment is able to promote positive changes

in markers of inflammation and oxidative stress in obese adolescents.

Keywords: obesity, multidisciplinary treatment, inflammation and oxidative stress.
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A obesidade tem sido o foco de uma grande diversidade de estudos
cientificos pelo mundo, todos em busca de colaborar para a compreenséo deste
fendmeno crescente. Sua etiologia, suas consequéncias e as formas de
tratamento sdo minuciosamente investigadas e divulgadas nos meios de
comunicacdo cientifica e de massa. Entretanto, o avanco da prevaléncia de
excesso de massa gorda em adultos, e principalmente em criancas e
adolescentes, tem crescido nos ultimos 20 anos.

Esse aparente paradoxo, evidencia que, apesar do grande acumulo de
conhecimento que a ciéncia produziu e continua produzindo, especificamente
nesta area, este, ainda € insuficiente para controlar a expansao desta doenca. A
causa multifatorial que a obesidade apresenta, pode ser uma das possiveis
explicagbes para esta dificuldade. Outro fator preponderante para o sucesso do
tratamento € o individuo, sem a sua participacao efetiva nas intervencdes que se
tem a disposicao, remediar tamanho problema torna-se uma tarefa impossivel
para os meios que dispomos atualmente. Por tal razdo, novos estudos precisam
continuar sendo desenvolvidos, até que se formem entendimentos mais
consistentes, a fim de se produzir um direcionamento mais efetivo para o controle
da obesidade na popula¢do mundial.

Estudos indicam que individuos com obesidade ou sobrepeso na infancia
e/ou adolescéncia possuem maiores chances de se tornarem adultos obesos.
Como a adolescéncia € uma fase de mudancas fisicas, psicologicas e sociais
importantes, onde o ser humano busca firmar atitudes e comportamentos, que
muitas vezes, sdo levados para a fase adulta, ela representa uma etapa propicia
para o tratamento da obesidade, visto que, pode-se aproveitar 0 momento de
transformacao para ensinar e incorporar novos habitos de vida.

Como ja dito anteriormente, a obesidade possui causas variadas, podendo
ser fruto, predominantemente, de maus habitos alimentares, sedentarismo,
alteracOes genéticas e fatores psicolégicos. Essas causas podem ser encontradas
isoladas, porém, de maneira geral, elas se encontram combinadas nos
adolescentes obesos. Esse quadro torna ineficaz a adogcao de intervencdes
isoladas, que buscam tratar apenas uma das causas, desconsiderando as

demais, por exemplo, uma dieta ou um programa de treinamento fisico. Essa
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caracteristica multifatorial, também contribui para o fracasso na tentativa de
emagrecimento sem auxilio profissional, pois € comum, que individuos que
desejam emagrecer por conta propria se utilizem dos métodos ditos “da moda”.
Porém, estes possuem o enfoque isolado, podendo até, em alguns casos auxiliar
em um dos aspectos da obesidade, contudo, ndo trata os outros fatores,
tornando-se assim incapazes de promoverem a saude.

A partir desta observacdo, e com fundamento em informacdes cientificas
de qualidade, optou-se pelo oferecimento de um tratamento, para adolescentes
obesos, que fosse multiprofissional, e que assim, pudesse enfrentar as principais
causas da obesidade. Foi oportunizado para os adolescentes obesos, um trabalho
de reeducacdo alimentar com nutricionistas, terapia em grupo com psicologos,
treinamento  personalizado com professores de educacdo fisica e
acompanhamento do estado geral de saude com endocrinologista e pediatra.
Esse trabalho foi desenvolvido na cidade de Uberlandia, por uma iniciativa da
Faculdade de Educacao Fisica da Universidade Federal de Uberlandia.

Juntamente com acompanhamento do quadro clinico, dos adolescentes
obesos, a observacado do quadro metabdlico também tem se mostrado importante.
Bioquimicamente, parte do que se tem demonstrado, através da literatura
cientifica, € que sujeitos obesos, independentemente da causa, apresentam
cronicamente um estado de inflamacdo de baixo grau e de estresse oxidativo.
Existem divergéncias sobre qual desses dois fatores € causa ou efeito, entretanto,
€ grande o corpo de evidéncias cientificas que indicam que esses fatores estédo
associados ao desenvolvimento das comorbidades e da consequente morte
prematura em individuos obesos.

Desta forma, intervencbes que promovam ganhos a saude devem
consequentemente reduzir o estado inflamatério e o desequilibrio redox nessa
populacdo. Neste sentido, buscou-se identificar, em adolescentes obesos, se uma
intervencao multiprofissional seria capaz de promover alteracdes nos marcadores
de inflamacgéao e estresse oxidativo.

A fim de apresentar uma base tedrica para o estudo da inflamacéo e do
estresse oxidativo no fendmeno obesidade, descreve-se abaixo a historia do
desenvolvimento da obesidade e seu panorama epidemiolégico atual. Em seguida

h& a apresentacdo da associagdo entre a obesidade e as respostas inflamatérias
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e a associacdo entre obesidade e estresse oxidativo, finalizando com uma breve
descricéo das vantagens do tratamento multidisciplinar do obeso. Posteriormente,
sdo apresentados os dois artigos cientificos que resultaram deste grande estudo
experimental. O primeiro apresenta as alteracdes promovidas por seis meses de
tratamento em variaveis do estresse oxidativo, da inflamacé&o e do estado geral de
saude. O segundo evidéncia uma importante associacdo entre a capacidade

cardiorrespiratéria e o estado inflamatorio.
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1.1 HISTORIA E PANORAMA ATUAL DA OBESIDADE

Apesar de nado ser o foco principal desta tese, para se compreender mais
amplamente o complexo panorama da humanidade em relagdo ao excesso de
gordura corporal, deve-se conhecer a origem histérica da obesidade e como ela
foi se desenvolvendo ao longo do tempo.

Inicialmente, na histdria evolucionaria da humanidade, a gordura corporal
parece ter servido aos objetivos da natureza, equipando a espécie com um
mecanismo para estoque das proprias reservas de alimento. Durante os tempos
pré-historicos, quando o fardo de doenca era a peste e a fome, a sele¢do natural
recompensou 0s genodtipos mais “econdmicos”, daqueles que podiam estocar
grande quantidade de gordura a partir da menor disponibilidade de alimento e
libera-la frugalmente em longo prazo. Essa habilidade de estocar gordura em
excesso com uma menor ingestao alimentar fez a diferenca entre viver e morrer,
nao somente para o individuo, mas também para espécie. Aqueles que podiam
estocar gordura facilmente tinham uma vantagem evolucionaria como cacadores
e coletores no indspito ambiente em que vivia a humanidade em seus primordios
(NESSE, 1996; FLYNN, 1998; EKNOYAN, 2006).

Posteriormente, a descoberta da agricultura e a domestica¢do dos animais,
cerca de 10.000 anos atras, gradualmente reduziu o suprimento precario de
alimento, imposto até entdo, pela caca e pela coleta. No entanto, do mesmo modo
que a nova sociedade de agricultores e pastores melhorou o controle sobre a
producdo de alimentos, a alimentacdo permanecia escassa € sujeita as
alternancias da natureza. Como documentado pelo prémio Nobel em economia de
1993, Robert William Fogel: “durante a maior parte da histéria humana a
desnutricdo cronica tem sido uma norma”. Somente depois dos avangos
tecnolégicos do século XVIII que houve um gradual aumento na oferta de
alimentos disponiveis, entretanto, a desnutricAo em massa permaneceu até as
primeiras décadas do século XX. Fogel, assim propds que, a consequente
reducado da atividade fisica em busca do alimento, associado a abundancia e facil

acesso a comida, respondem pelo aumentado numero de pessoas com
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obesidade e sobrepeso desde a Segunda Guerra Mundial (SIDNEY BURWELL et
al., 1956).

Obviamente a patogénese da obesidade € mais complexa do que um
simples paradigma de disponibilidade de alimento e o esfor¢co para obté-lo.
Entretanto, por mais que os fatores genéticos e patofisiolégicos possam
influenciar, em ultima andlise, o desequilibrio entre ingestdo e gasto energético,
indicado de outra forma como disponibilidade de alimentos de alto valor calorico e
reduzida atividade fisica para obté-los, respondem aparentemente pela atual
epidemia de obesidade (EKNOYAN, 2006).

Além da origem do excesso de peso é relevante também conhecer como
se iniciou a conjecturar que essa caracteristica era maléfica a saude, pois ja
houve um tempo em que ser gordo era sinbnimo de beleza, bem estar fisico,
riqueza e poder, como bem documentado pelos fatos culturais anteriores a
decadéncia do império romano.

O termo “obesidade” ndao apareceu na linguagem Inglesa até o século XVII,
e era somente descrito como gordura excessiva ou corpuléncia (FOGEL, 2004).
As caracteristicas da obesidade comecaram a aparecer na literatura médica no
século XVIII. Willian Cullen (1710-1790) listou a fadiga, gota e dificuldades
respiratorias em sujeitos de muita “carne” (OSLER, 1978).

JA no século XIX tornar-se grandemente gordo era considerado
moralmente repreensivel e clinicamente indesejado. William Osler, em seu livro,
publicado em 1905, atribuiu a obesidade ao excesso de ingestdo de alimentos.
Segundo ele: “um vicio um pouco mais prevalente do que beber em excesso e
seus desastrosos efeitos” (DUBLIN e LOTKA, 1937).

Somente na metade do século XIX ela foi reconhecida como doenca. O
primeiro alarme contra o excesso de peso foi emitido pela industria de seguros.
Estudos atuariais associaram 0 excesso de peso ao aumento da mortalidade
(NESSE, 1996; FLYNN, 1998; GLADWELL, 1998). J4 na década de 30 houve
uma reviravolta e os médicos consideraram aceitar 0 excesso de peso como um
problema de saude. Na década de 60 os estudos sobre a obesidade iniciaram de
fato, e rapidamente o tecido adiposo foi reconhecido como um érgdo, com seus
préprios horménios, receptores e genética, deixando de ser simplesmente um

armazenador de gordura, como era entendido até entdo (WOOD, 2006).
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O aumento exponencial e alarmante no nimero de obesos nos ultimos 60
anos levou a Organizacdo Mundial de Saude, em 1985, declard-la como uma
epidemia global e uma crise de saude-publica mundial, caracterizando-a como
uma doenca provocada pelo excesso de tecido adiposo (BYNUM, 1987,
GUERRINI, 2000).

Atualmente, esta doencga constitui um sério problema de saude publica,
pois alcanca proporc¢des epidemiologicas em adultos e a prevaléncia de criancas
e adolescentes vem aumentando assustadoramente. Além disto, a
susceptibilidade ao desenvolvimento de outras doencas crbnicas degenerativas
esta aumentada e a qualidade de vida diminuida (WEISS e KAUFMAN, 2008).

Hodiernamente estima-se que existam 100 milhdes de obesos no mundo.
Nos Estados Unidos entre 60 e 65% da populagdo tem sobrepeso (IMC = 25,0
kg/m?), e 21% é obesa (IMC = 30,0 kg/m?) (MOKDAD et al., 2003). No Brasil, a
obesidade é considerada um dos mais importantes problemas de salde publica
nacional (ABRANTES et al., 2003). No ultimo levantamento nacional, observou-se
que 50,1% dos homens e 48% das mulheres apresentam sobrepeso, sendo que
12,4% dos homens e 8% das mulheres sao obesos (POF 2008-2009).

Seguindo o mesmo quadro, a obesidade juvenil tem aumentado sua
prevaléncia de forma acentuada nas Ultimas décadas. Nos EUA entre 1965 a
1995, esta aumentou 106% em meninas de 6 a 11 anos; 69% em meninas de 12
a 17 anos; 108% em meninos de 6 a 11 anos e 148% em meninos de 12 a 17
anos (BAR-OR, 2003). Este aumento ocorreu também nos paises em
desenvolvimento onde a desnutricdo costumava ser prevalente, inclusive no Brasil
(FERNANDES et al., 2000; SEIDELL, 1999; STELLA et al., 2003). Neste a
prevaléncia de excesso de peso na populacdo adolescente (10-19 anos), passou
de 3,7% em 1974-1975 para 21,7% em 2008-2009 para meninos, ja para meninas
estes indices foram de 7,6% 1974-1975 para 19,4% em 2008-2009 (POF 2008-
2009).

Essa preocupante estatistica torna os adolescentes propensos ao
desenvolvimento de numerosas doencas associadas ao excesso de gordura,
como complicagbes gastrointestinais, pulmonares, ortopédicas e metabdlicas.
Somando-se as desordens fisiologicas, essa populacdo ainda se depara com a

carga psicoldgica, ocasionando depressao e baixa autoestima.
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De modo geral compreende-se que a obesidade € uma doenca que se
desenvolveu na populacdo a longa data, porém sem alarde. Recentemente, com
o desvendamento de seus prejuizos e com a divulgacdo de dados
epidemioldgicos, pode-se notar a amplitude de sua influéncia na humanidade, o
que estimulou a producdo de muitos estudos cientificos com intento de controla-
la, os quais até entdo, ndo conseguiram estabelecer de forma consistente e

segura uma forma de ao menos deter seu avanco.

1.2 OBESIDADE E INFLAMACAO

Durante as duas Ultimas décadas tem se tornado evidente que os
mecanismos inflamatérios sdo importantes chaves no processo patolégico de
algumas doengas, dentre elas a obesidade.

A resposta inflamatéria, dentre outros fatores, se da por mediacdo de
citocinas, que sdo proteinas pleitropicas que podem ser potencialmente
produzidas por todas as células (TILG, 2001). O termo inflamacéo sistémica de
baixo grau identifica a condicdo caracterizada pelo aumento na circulacao desses
mediadores da inflamag&do em resposta a um estimulo nocivo. Dentre esses se
incluem moléculas classicas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a
interleucina um (IL-1), a interleucina seis (IL-6) e a proteina C reativa (PCR), bem
como, moléculas que se originam da hiperneutrofilia (REPACE; GAMBERINI;
PASQUALI, 2011).

Embora este aumento esteja longe dos niveis observados durante
inflamacdes agudas, a inflamacéo sistémica de baixo grau € fortemente associada
com: idade avancada, tabagismo, doencas cardiovasculares, diabetes do tipo II,
declinio cognitivo, caquexia e obesidade, além de ser um preditor independente
de todas as causas de mortalidade. Essas observacoes levaram a especulacao
de que a inflamacéao sistémica de baixo grau represente um meio de alastramento
do processo patoldgico, pois ela esta associada com fatores responsaveis por
alteracbes funcionais tais como a coagulacédo e fibrindlise, o metabolismo da
glicose e dos lipideos, o sistema renina-angiotensina e o eixo hipotalamo-hipdéfise
e a disfuncao endotelial (Figura 1) (BRUUNSGAARD, 2005).
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E possivel entdo que doencas cronicas resultem do uso constante dessa
interface, que responde beneficamente em curto prazo, mas promove prejuizos
em longo prazo (BRUUNSGAARD, 2005).

Metabolismo
dos Lipideos

Sistema
Renina-
angiotensina

Eixo
hipotalamo-
hipdfise

INFLAMAGAO

SISTEMICA

DE BAIXO
GRAU

Coagulacao
e Fibrindlise

Metabolismo
da Glicose

Difuncéo
Endotelial

Figura 1: Fatores que interagem com os mediadores da inflamacéao.
Fonte: Adaptada de Bruunsgaard, 2005.

Em obesos, o estado de inflamacédo sistémica de baixo grau tem sido
caracterizado pela obesidade visceral, pois o tecido adiposo visceral é capaz de
produzir citocinas como o TNF-a, a IL-6 e a IL-1, além de quimiocinas como a
proteina inflamatoria dez (IP-10), a inteleucina oito (IL-8), a interleucina 18 (IL-18),
a proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e outras adipocinas como inibidor
do ativador do plasminogénio (PAI-1), leptina, resistina, visfatina e adiponectina,
que atuam direta ou indiretamente como mediadores dessa inflamagéo (REPACE;
GAMBERINI; PASQUALI, 2011). Além disso, hd um corpo consideravel de
estudos que demonstram niveis alterados de alguns fatores circulantes, como o

aumento nos niveis de PCR, TNF-a, IL-6 e outros marcadores biologicos da
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inflamagé&o, nessa populagdo (FORD, 2003; ALBERT; GLYNN; RIDKER, 2003;
LUC et al., 2003; RIDKER et al., 1997; ENGSTROM et al., 2003; MOSCA, 2002).

Ja que a inflamacao sistémica de baixo grau tem sido entendida como um
gatilho para o desenvolvimento de outras doencas no sujeito obeso, é importante
compreender as causas desse quadro inflamatorio, pois, apesar de em adultos
existirem outros fatores que podem aumentar os niveis de inflamacdo, dentre
eles, o tabagismo, artrite e doencas cardiovasculares, a associacdo entre
obesidade e inflamacdo em criancas e adolescentes suporta uma relacéo direta,
devido a baixa prevaléncia de tabagismo e doencas pré-existentes (VISSER,
2001). Além disso, a reducdo no peso corporal é acompanhada pela diminui¢éo e
até normalizacdo desses parametros biologicos, 0 que da mais suporte a essa
associacdo (ESPOSITO et al., 2003; RYAN e NICKLAS, 2004).

Essas causas permaneceram obscuras até a descoberta do papel do
tecido adiposo. Atualmente ha um crescente esclarecimento sobre como a
obesidade pode gerar um estado inflamatério sistémico de baixo grau. Apesar dos
mecanismos envolvidos ainda ndo serem completamente elucidados, existem
algumas proposicoes que indicam como o0 excesso de gordura influencia na
instalagdo do quadro inflamatério, que ao tornar-se crbénico, como dito
anteriormente, expora o obeso a varias enfermidades.

A primeira proposicdo esta relacionada a semelhanca entre os preé-
adipécitos e os macréfagos. Os adipécitos compartilhham com as células imunes
certas propriedades como a ativacdo complemento e a producao de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a e IL-6) (ROSEN et al., 1989; HOTAMISLIGIL; SHARGILL;
SPIEGELMAN, 1993). A semelhanca dos macrofagos, os pré-adipécitos possuem
a capacidade para fagocitose em resposta a alguns estimulos (COUSIN et al.,
1999; CHARRIERE et al.,, 2003). Ademais, numerosos genes que codificam
fatores de transcricdo, citocinas, moléculas sinalizadoras inflamatérias e
transportadores de acidos graxos que sdo essenciais para biologia do adipdcito,
sdo também funcionalmente expressos nos macrofagos (NAGY et al.,, 1998;
MAKOWSKI et al., 2001). Dessa forma, os pré-adipocitos, que estado ativos em
sujeitos obesos, podem produzir citocinas pro-inflamatorias.

Outra proposicéo esta relaciona a infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo, os

quais sao produtores de citocinas inflamatérias. Estudos de expressao génica tém
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demonstrado, em modelos genéticos de roedores obesos, que a expressao de
genes que codificam proteinas envolvidas no processo inflamatério foi
marcadamente alterada (SOUKAS et al., 2000). Essa variacao foi essencialmente
relacionada a infiltracdo de macrofagos no TAB (tecido adiposo branco) de
camundongos obesos. Essa presenca local de macrofagos é responsavel pela
maior parte do TNF-a localmente produzido e por uma importante parte da
producdo de IL-6 e Oxido nitrico sintetase induzivel (iINOS) (WEISBERG et al.,
2003; XU et al., 2003). A infiltracdo de macrofagos, também tem sido reportada no
TAB de pacientes obesos (WEISBERG et al., 2003; CINTI et al, 2005;
CLEMENT et al., 2004; CANCELLO et al., 2005; CURAT et al., 2004;
TCHOUKALOVA et al., 2004).

E digno de nota que uma pequena reducdo no peso corporal é
acompanhada ndo somente pela melhora no processo inflamatério e nas
comorbidades, mas também pela reducdo da expressdo génica das proteinas
inflamatorias (XU et al., 2003; CLEMENT et al., 2004).

Esse aumento na infiltragcdo de macréfagos pode representar a causa e/ou
a consequéncia da inflamacdo sistémica de baixo grau associada com a
obesidade (WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2003; WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2005).
Os mecanismos celulares e moleculares responsaveis por essa infiltracdo de
macrofagos permanecem nao totalmente compreendidos. Embora tenha se
sugerido que a presenca de macréfagos dentro do TAB possa derivar dos pré-
adipdcitos, alguns experimentos tem demonstrado que o0s macréfagos
provavelmente originam-se de precursores da medula 6ssea (CHARRIERE et al.,
2003; SAILLAN-BARREAU et al., 2003; WEISBERG et al., 2003).

Outros estudos tém sugerido que o mecanismo de articulacdo entre o
processo inflamatorio e o tecido adiposo tem sido justificado pela hipdxia causada
pela reduzida vascularizacdo tecidual. No obeso, uma reducédo de 30-40% no
fluxo sanguineo do tecido adiposo tem sido observada, e esta relacionada
principalmente a dois fatores (SUMMERS et al., 1996; JANSSON et al., 1998;
KARPE et al., 2002): (a) a reducdo da vasodilatacdo e aumento da vasoconstricao
capilar, devido ao aumento na liberacdo de angiotensina Il e ao aumento da
atividade do sistema simpatico (GOSSENS et al., 2004); e (b) a compressao dos

vasos sanguineos do estroma pelos adipdcitos hipertrofiados, um fenémeno
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particularmente evidente em adipdcitos da periferia (BELL et al., 2008; BRAHIMI-
HORN e POUYSSEGUR, 2007; HOSOGAI et al., 2007).

Por sua vez, a hipoxia pode aumentar a disponibilidade de fatores
envolvidos no processo inflamatorio. Um dos mais importantes € o fator induzivel
por hipéxia um alfa (HIF-1a), cujos valores estédo significativamente aumentados
devido a inibicdo do complexo ubiquitina-proteasoma, o qual esta envolvido na
degradacdo do HIF-1a (SEMENZA, 2002; PAPANDREOU et al., 2006;
CANCELLO et al., 2005; MINET et al., 2001). Uma vez ativado, o HIF-1a
transloca para o nucleo onde se dimeriza. O complexo derivado liga-se ao
promotor de varios genes alvo envolvido no processo de inflamacéo, tais como, o
fator de crecimento vascular endotelial (VEGF) (SEMENZA, 2002; PAPANDREOU
et al., 2006; CANCELLO et al., 2005; MINET et al., 2001), TNF-a, IL-1 , IL-6,
MCP-1, PAI-1, fator inibitério de migracdo do macrofago (MIF1) (KOONG et al.,
2000; CALANDRA et al., 1995), INOS, metalopeptidase matrix nove (MMP9), and
metalopeptidase matrix dois (MMP2) (SEMENZA et al.,2000).

Outro fator induzido pela hipéxia é o fator nuclear kB (NF-kB), o qual
transloca para nucleo e ativa a transcricdo de alguns genes inflamatérios (TNF-a,
IL-1, IL-6, INOS) (MICHIELS et al.,, 2002; BAEUERLE e HENKEL, 1994). A
liberacdo dessas citocinas e quimiocinas, em associacdo com a abundancia de
adipécitos necréticos induzidos pela hipoxia tecidual, por sua vez, determina o
recrutamento de macréfagos para dentro do tecido adiposo, especialmente o
tecido adiposo visceral (CINTI et al., 2005; ZEYDA et al, 2007). Esse
‘recrutamento de macréfagos”, predominantemente da subclasse M1, (LUMENG
et al., 2007) parecem ser responsaveis pela manutencéo da inflamacéo no tecido
adiposo, pela ativacdo de células Thl (GORDON, 2003), e pela progressiva
disfuncdo do adipécito, e posteriormente, pela necrose do adipdcito, o que
mantém esse mecanismo como um ciclo vicioso. Um mecanismo adicional
envolvido na manutencdo da inflamacdo € representado pela angiogénese
induzida pela hipoxia, a qual libera alguns fatores angiogénicos como VEGF, fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), TNF-a, MIF, IL-6, IL-8, fator de
crescimento tranformador B (TGF-B), angiopoetina, leptina, e adiponectina dos
adipécitos e macréfagos (SIERRA-HONIGMANN et al., 1998; SHIBATA et al.,
2004; FERRARA e KERBEL, 2005; PANG et al., 2008).
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Um recente estudo reportou que o estado de inflamacgéo do tecido adiposo
foi associado com o fen6tipo do macréfago no tecido adiposo (PATSOURIS et al.,
2008). A obesidade induzida por dieta com alto teor de gordura, em ratos, alterou
o fendtipo de macrofagos M2 para macrofagos M1 no tecido adiposo (LUMENG;
BODZIN; SALTIEL, 2007). A ativacdo do macrofago tem sido operacionalmente
defina em dois estados polarizados separados, M1 e M2 (MANTOVANI et al.,
2004). O macréfago M1 produz TNF-a, IL-6 e Oxido nitrico. Em contraste, o
macrofago M2 produz citocinas anti-inflamatorias. Assim, pode ser entendido que
0os macrofagos M1, induzem o estado inflamatorio, e os macréfagos M2 reduzem
esse estado no tecido adiposo.

Resumidamente pode-se inferir que a hipoxia promovida pelo excesso de
gordura inicia um processo inflamatorio local, pela ativacdo de genes que levarao
a producdo de citocinas e pelo processo necrético do adipdcito, essa inflamacao
promove a infiltragcdo de macréfagos, que por sua vez aumentam ainda mais a
producdo de fatores inflamatérios, tornando assim, esse processo que era local
em um quadro sistémico de inflamacéo.

Tem também se sugerido que a hiperleptinemia contribua para o estado
inflamatoério do obeso. A leptina auxilia na instalacéo da inflamacéo, pois ela pode
promover a diapedese dos macréfagos do fluxo sanguineo para o TAB (CURAT et
al., 2004). Ademais, a leptina pode exercer efeitos biolégicos periféricos em
funcdo da sua estrutura semelhante a citocina (AHIMA e FLIER, 2000). De fato,
os receptores de leptina pertencem a familia de receptores de citocinas classe |, e
varios trabalhos publicados tem reportado que existe aumento na resposta
inflamatoria associada com a presenca de hiperleptinemia sem obesidade, e que
a leptina é capaz de controlar a producéo e ativacdo do TNF-a pelos macréfagos
(LOFFREDA et al, 1998; VAN DIELEN et al, 2001). Entretanto, esses
mecanismos ndo tém sido claramente identificados e precisam ser melhores
compreendidos.

Além disso, a célula de gordura é também capaz de sintetizar e secretar
uma quimiocina, MCP-1, um fator que recruta mondcitos circulantes que sao
superexpressos na obesidade (CHRISTIANSEN; RICHELSEN; BRUUN, 2005).
Tem sido proposto que fatores secretados pelo adipdcito maduro e hipertrofiado

humano, possam ativar células endoteliais presentes no TAB. Por sua vez, as
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células endoteliais podem favorecer a adesdo e a transmigracdo de mondcitos
levando a infiltracdo de macréfagos (CURAT et al.,, 2004; AVOGARO e
KREUTZENBERG, 2005).

As duas proposicoes, citadas acima, para explicacdo da inflamacao cronica
de baixo grau em sujeitos obesos, parecem nao serem excludentes, podendo
uma ser complemento da outra. Em favor desse entendimento conta a producao
de IL-6, que tem sido identificada tanto em pré-adipécitos como em
monaocitos/macréfagos.

E bem conhecido que a producéo de IL-6 pelo tecido adiposo é aumentada
na obesidade (FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998; BASTARD et al., 2002).
Entre 15 a 30% dos niveis circulantes de IL-6 derivam do tecido adiposo na
auséncia de inflamacdo aguda (MOHAMED-ALI et al., 1997). Sua secrecao €&
maior no tecido adiposo visceral (TAV) do que no tecido adiposo subcutéaneo
(TAS) (FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998; FAIN et al, 2004).
Conformemente, a expressdo do mRNA da IL-6 € maior no TAV do que no TAS
(FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998). Entretanto, no tecido adiposo, a grande
proporcao de IL-6 ndo € produzida por adip6citos maduros, mas por células da
fracdo do estroma vascular, incluindo pré-adipécitos, células endoteliais e
mondcitos-macrofagos (FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998; FAIN et al., 2004).

A IL-6 é uma citocina multifuncional que atua em muitas células e tecidos.
Um dos principais efeitos da IL-6 € a inducdo da producédo hepatica de PCR, a
qual é fator independente para maior risco de complicagBes cardiovasculares
(RIDKER, 2003). Interessantemente, existe uma forte relacdo entre o contetddo de
IL-6 no tecido adiposo e os niveis circulantes de IL-6 e PCR (MAACHI et al.,
2004). Além disso, tem sido proposto que a IL-6 possui um papel central na
ligacdo entre obesidade, inflamacéo e doenca arterial coronariana (YUDKIN et al.,
2000). Como o TAV pode produzir maiores quantidades de IL-6 do que o TAS
(FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998), isso pode parcialmente explicar a
relacdo entre depositos centrais de gordura e risco de complicagbes
cardiovasculares em humanos. Ademais, a producao de IL-6 pelo tecido adiposo
pode diretamente afetar o metabolismo hepatico induzindo a secrecdo de

lipoproteinas de baixissima densidade (VLDL) e hipertrigliceridemia, ja que o TAV
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€ intimamente conectado ao figado pelo sistema de veia porta (NONOGAKI,
1995).

A terceira proposicdo ainda € controversa na literatura cientifica. Ha
estudos que apontam que o TNF-a, € superexpresso no TAB de diferentes
modelos animais de obesidade, e é considerado o marcador molecular que liga a
inflamagéo a obesidade (UYSAL et al.,, 1997), inclusive sendo considerado o
gatilho do processo inflamatorio. Entretanto, ha estudos que demonstram que o
TNF-a é principalmente produzido por macrofagos e linfocito e se expressa
levemente no tecido adiposo subcutaneo e nos depdsitos profundos. A obesidade
portanto, nem sempre modifica a sua expressdo (KOISTINEN et al., 2000). Isso
sugere que o tecido adiposo nédo é diretamente envolvido no aumento dos niveis
circulantes de TNF-a observados em humanos obesos. Assim, pode ser
hipotetisado que outros mecanismos envolvendo o efeito sistémico da leptina ou
outra adipocina possam induzir a secrecao de TNF-a por outro tipo de células
como os macréfagos (BASTARD et al., 2006).

Ha ainda outra proposicdo importante, a reducdo nos niveis de
adiponectina. A adiponectina foi descoberta por alguns grupos que Ihe atribuiram
diferentes nomes: ACRP30 (adipocyte complement-related protein of 30 kDa), ou
adipoQ e GBP28 (gelatin-binding protein 28) em ratos, ou APM1 (adipose most
abundant gene transcript 1) em humanos (KADOWAKI e YAMAUCHI, 2005). Ela
€ altamente expressada no tecido adiposo. Niveis plasmaticos de adiponectina, o
qual constitui 0,01% das proteinas circulantes, esta entre 5 e 30 mg/L em sujeitos
controle magros. A expressdao do mRNA para adiponectina € dependente da
localizac&o do tecido adiposo, € menor no TAV do que no TAS (LIHN et al., 2004).

Dentre as varias funcdes ja descobertas da adiponectina esta a funcéo de
modular a resposta inflamatéria induzida pelo TNF-a, tem sido demonstrado que a
adiponectina reduz a secrecdo de TNF-a pelos macréfagos (OUCHI et al., 2000).
Esse efeito anti-TNF-a pode parcialmente explicar o efeito anti-inflamatorio e anti-
aterogénico da adiponectina.

Resumidamente, pode-se atribuir a inflamacao crbnica de baixo grau no
individuo obeso: a hipoxia do tecido adiposo, a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-6) por pré-adipdcitos e mondcitos/macréfagos que

infiltraram no tecido adiposo, ao estimulo da IL-6 para producdo hepética de PCR,
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aos altos niveis circulantes de leptina e a reducao na producdo de adiponectina.
Provavelmente, esses fatores s@o sinérgicos na instalacdo do estado inflamatério

de baixo grau em sujeitos obesos (Figura 2).
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Figura 2: Associagéo entre a obesidade e a inflamacgé&o sistémica de baixo grau.
Fonte: Adaptada de Tilg e Moschen, 2008.

1.3 OBESIDADE E ESTRESSE OXIDATIVO

Antes de adentrar na complexa associag¢ao entre a obesidade e o estresse
oxidativo, impBe-se a explanacao e a elucidacdo de alguns conceitos.

O termo radical livre refere-se ao &tomo ou molécula altamente reativo, que
contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1989; HALLIWELL, 1992). E este n&o-emparelhamento de
elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses atomos ou
moléculas. Os radicais livres sdo formados em um cenario de reacdes de oxido-
reducdo, isto €, ou cedem o elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro,
reduzindo-se. Portanto, os radicais livres ou provocam ou resultam dessas

reagOes de Oxido-reducdao.
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J& as espécies reativas sdo moléculas que podem ter ou ndo elétrons
desemparelhados e que também sdo altamente reativas nos tecidos. Elas sao
classificadas principalmente entre as que contém oxigénio, espécies reativas de
oxigénio (ERO), e as que contém nitrogénio, espécies reativas de nitrogénio
(ERN). Entretanto, como a maioria das espécies reativas € derivada do
metabolismo do oxigénio, dai a denominagéo mais utilizada, ERO.

Assim sendo, ERO incluem radicais livres, como o superéxido (O,*) e o
radical hidroxila (*OH), os mais téxicos em sistemas biolégicos, e moléculas que
também s&o muito reativas, porém ndo séo radicais livres, como o hidroperoxido
(H20,), o qual é formado quando o radical superdxido aceita outro elétron e 2 ions
hidrogénio (ROBERTS et al., 2010). Dentre as ERN, destaca-se o radical
peroxinitrito (ONOO®), formado pela reagdo do superéxido com o éxido nitrico
(NO) (GOMES et al., 2008).

A producao de ERO pode ocorrer por diferentes vias, dentre elas, a cadeia
respiratoria mitocondrial é a principal fonte por possuir varios centros redox,
capazes de transferir um elétron da molécula de oxigénio para formar anion
superéxido (ANGELOPOULOU et al, 2009). A proteinas mitocondriais
desacopladoras (UCPs) e os canais idbnicos que modificam o gradiente de prétons
séo fatores relacionados ao controle do estado redox celular. Outras enzimas,
como as oxidases de membrana, sdo também importantes fontes de ERO e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) que podem se combinar para produzir
ONOO® (NUNN et al., 2010). Outras fontes de ERO sdo: xantina oxidase e a
mieloperoxidase que esta relacionada a formacdo de ONOO*® (WASSMANN et al.,
2004).

Outras definicdes importantes sdo as de estado redox e estresse oxidativo.
O estado redox refere-se ao balanco entre as substancias oxidantes e
antioxidantes, seu equilibrio € importante as fun¢bes normais da célula, para
funcao tecidual e para processos de sinalizacéo intracelular. Ja, quando ha um
aumento excessivo na producdo de ERO, sem sua neutralizacdo pelos
antioxidantes, caracteriza-se 0 estresse oxidativo, ou seja, um desbalanco do
estado redox.

Esse estresse oxidativo leva a oxidagcdo de lipideos e proteinas e pode

promover danos a membrana celular, a seus receptores, disfungdo enzimatica e
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interrupcdo da cascata de sinalizacdo, além de ativar a inflamacéo, podendo
ainda causar dano ao DNA e acidos nucléicos, e em Ultima instancia a morte
celular (O'ROURKE et al., 2011; YE, 2011).

Portanto, o excedente de oxidantes promove prejuizos que podem ser
irreversiveis. Entretanto, estd claro que todos os sistemas biolégicos em
ambientes oxigenados desenvolveram mecanismos para neutralizar as potenciais
consequéncias deletérias dos oxidantes (RIZZO et al., 2010). A capacidade de
defesa antioxidante da célula depende largamente de enzimas que catalisam
reagbes com o oxidante, reduzindo ou inativando sua reatividade, bem como de
antioxidantes nao enzimaticos, que realizam a mesma fungao.

Antioxidantes enzimaticos incluem a superoxido dismutase (SOD), que
catalisa a reacdo de dismutacdo do O,* para H,O,, que é subsequentemente
catalisado em H,O e O, pela catalase ou pela glutationa peroxidase (GPXx),
enzima esta que atua pela oxidacao da glutationa. A reducéo da forma oxidada da
glutationa € entdo realizada pela glutationa redutase via ciclo da glutationa
(CODONER-FRANCH et al., 2011).

Os maiores antioxidantes ndo enzimaticos incluem o0s seguintes: o
tripeptideo (Glu-Cys-Gly) glutationa, uma molécula chave, porque é o antioxidante
primario intracelular e soluvel em agua; um subconjunto de vitaminas, como o a-
tacoferol e o &cido ascorbico; e outros fitoquimicos (carotenoides e flavonoides)
fornecidos pela dieta. Outros antioxidantes enddgenos (albumina, acido arico e
bilirrubina) também podem contribuir para substancial acdo antioxidante in vivo
(HARVEY et al., 2009; FARBSTEIN; KOZAK-BLICKSTEIN; LEVY, 2010;
VALDECANTOS et al., 2010; DEMMING-ADAMS e ADAMS, 2010; BENAVENTE-
GARCIA e CASTILLO, 2008).

De modo geral, o entendimento do conceito de estresse oxidativo e de
seus efeitos deletérios sobre as estruturas celulares, auxilia na compreenséo do
seu evidente papel no desenvolvimento de doencas. Como a obesidade provoca
o surgimento de doencas associadas, pressupde-se que exista uma ligagao entre
o desenvolvimento de comorbidades no sujeito obeso e o estresse oxidativo. Para
que tal afirmativa seja satisfeita, € prenunciado que o obeso apresente um
desequilibrio em seu estado redox. Para tanto, € necessario que estudos

cientificos demonstrem o estresse oxidativo em sujeitos obesos. Como nao ha
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valores de corte para se determinar a presenca ou ndao do estresse oxidativo,

grande parte dos estudos compararam os niveis dos biomarcadores do estresse

oxidativo entre a populacdo obesa e a populacdo ndo obesa.

Evidéncias do estresse oxidativo induzido pela obesidade tem sido

acumuladas nos ultimos anos. Em um estudo de revisao, Vincent & Taylor (2005)

demonstraram alguns desses estudos, que estdo apresentados na tabela 1.

Baseados nesses achados os autores concluiram que o acumulo excessivo de

gordura leva ao aumento na producdo de ERO no sujeito obeso (VICENT e

TAYLOR, 2005).

Tabela 1: Evidéncias da obesidade como indutora do estresse oxidativo em humanos.

Estudo/Referéncia

Grupo

Biomarcador

Amostra

Resultados Principais

Van Gaal et al. (1998)

Skrha et al. (1999)

Dandona et al. (2001)

Block et al. (2002)

Davi et al. (2002)

Olusi (2002)

Ozata et al. (2002)

Stojiljkovic et al. (2002)

Keaney et al. (2003)

Konukoglu et al. (2003)

Russell et al. (2003)

Urakawa et al. (2003)

Mulheres pré-
menopausa

Mulheres e
homens; obesos
e diabéticos

Mulheres e
homens; obesos
e nao obesos

Mulheres e
homens

Mulheres obesas

Criancas e
adultos; obesos e
nao obesos

Homens

Homens e
mulheres
hipertensos

Homens e
mulheres

Homens e
mulheres

Homens

Homens

TBARS

MDA

Proteina
carbonilada,
TBARS

F2-isoprostanos

8-isoprostanos

MDA

TBARS

F2-isoprostanes

F2-isoprostanes

TBARS

4-HNE

8-epi PGFy,

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Urina

Plasma

Plasma e
eritrocito

Plasma

Soro

Plasma

Musculo
esquelético

Plasma

1TBARS em mulheres obesas do
gue nédo obesas

1 MDA em pessoas obesas do que
néo
1 niveis de proteina carbonilada e
TBARS em obesos do que néo
obeso; ap6s restricdo caldrica os
marcadores foram | em 87
e 15% dos valores basais no grupo
obeso
1 Isoprostanos de classe Il em
obesos do que ndo obesos

1 Isoprostano em obesidade genodide
e andréide vs
mulheres ndo obesas

1 MDA em pessoas obesas do que
néo obesos; | CuZn-SOD e GPX em
pessoas com obesidade moérbida do

gue nado obesos.

1 TBARS e | CuZnSOD eritrocitaria
e atividade da GPX em homens
obesos do que ndo obesos

Ap6s infusdo de lipideo e heparina,
formagéo de F-isoprotano 1 em
obesos do que ndo obesos
Isoprostane levels 1 linear no nivel
de isoprotano em homens e
mulheres com IMC
>25-27 kg/m2

1 TBARS em pessoas obesas do
gue néo obesas

1 4-HNE em pessoas obesas do que
ndo obesas

1 8-epi PGF,, em homens obesos do
que nado obesos; 8-epi PGF,
correlacionado com massa gorda e
area de gordura visceral
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1 TBARS e hidroperoxido pos-

Homens e exercicio em pessoas obesas do que

Vincent et al. (2004) TBARS, PEROX Plasma =
mulheres nado obesas
Homens e
Uzun et al. (2004) mulheres com MDA ox LDL | MDA na LDL apés cirurgia
obesidade bariatrica
morbida
1 TBARS e hidroperoxido pos-
Vincent et al. (2005) Mulheres idosas PEROX Plasma exercicio em rrlulheres obesas do
obesas gue néo obesas
Homens e ‘ 1 TB_ARS e nivel de 8_-epi-PGF2a
Furskava ctal (009 muheres obesos  TPATSLEERT  Pgsma, e foram conelacinados com
e ndo obesos
| MDA ap6s 6 meses de terapia com
Yesilbursa et al. (2005) Homens e MDA Plasma Orlistat

mulheres obesos

Ferretti et al. (2005) Mulhgres obesas PEROX HDL, LDL tPEROX na HDL e LI?L em pessoas
e ndo obesas obesas do gue ndo obesas

TBARS=substéncia reativas ao 4cido tiobarbitdrico; MDA=malondialdeido; SOD=superoxido
dismutase; CuzZn SOD=isoforma cobre zinco da SOD; NEFA=4cido graxo ndo-esterificado;
IMC=indice de massa corporal; 4-HNE=4 hydroxynenal; 8-epi PGF,,=um isoprostano especifico;
LDL=lipoproteina de baixa densidade; HDL=lipoproteina de alta densidade; PEROX=hidroperéxido
lipidicos.

FONTE: Adaptada Vincente e Taylor, 2005

A partir da tabela, fica notoria a relagcdo entre a obesidade e o estresse
oxidativo, entretanto, para que essa relacdo seja consistente € necessario que se
demonstre que mesmo em criancas e adolescentes, que possuem um menor
tempo de obesidade, apresentem também esses resultados, visto que outras
doencas presente no adulto podem falsear essa afirmacéo.

Tem sido demonstrado entretanto, que ambos, obesidade e estresso
oxidativo, podem manifestar-se dentro das primeiras duas décadas de vida, e a
exposicdo crénica contribui para o inicio e progressdo da doenca cardiovascular,
diabetes, aterosclerose e artrite (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).

Alguns fatores podem influenciar a magnitude do estresse oxidativo na
obesidade, incluindo a distribuicdo de gordura corporal, nivel de aptidao fisica,
idade avancada, secrecdo de proteinas anti-inflamatérias como a grelina,
exercicio agudo, doencas hepéaticas, sindrome do ovario policistico, diabetes,
sindrome metabdlica e hipertensdo (CONSTANTIN et al., 2005). Porém de modo
geral, assume-se que sujeitos obesos, independentemente da idade, apresentam
aumento dos niveis de espécies reativas. Um estudo de Vincent et al. (2007)
sugere uma interessante progressado do estresse oxidativo com base na idade
(Figura 3) (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).
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IMFAN ClA, ADOLESCEMCIA ADULT O JOWEM ADULTO ADULTD [DOSO
[hascimento-12 anos) [13-18 anos) [1%30 anns) [31-50 anas) [#50 anos)

NIVEL DE ESTRESSE OXIDATIVO SISTEMICO

Dieta insuficiente de
antioxidantes, inicio
do estresse oeidativo

actmulo de gordura corporal;
J. atividade das enzimas
antioxidantes; comportame nto
sedentario

Inflamagdo exacerbads; hormbnios
do sisterna reninzangiote nsina;
hipergliceria; lipideos teciduais,
haixa concentracdo de enzimas
antioxidantes

Figura 3: Progresséo potencial do estresse oxidativo relacionado & idade e obesidade.
Fonte: Adaptada de Vincente et al., 2007

Outros estudos tém demonstrado associagdes positivas entre mensuracoes
do estresse oxidativo e adiposidade, o que contribui com o corpo de evidéncias
gue indicam a associacdo entre esses dois parametros (FURUKAWA et al., 2004;
URUKAWA et al., 2003; COUILLARD et al., 2005; SUEMATSU et al., 2005;
KEANEY et al., 2003). A obesidade, particularmente a obesidade central, € um
preditor forte e independente do estresse oxidativo sistémico.

Entretanto, a maioria das pesquisas que associam obesidade e estresse
oxidativo foi produzida com a populagcédo adulta, poucos estudos demonstraram
que o adolescente obeso apresenta o estresse oxidativo sistémico. Apesar de
parecer ser 6bvio que o adolescente obeso ja apresente este quadro, entender a
especificidade do desenvolvimento do estresse oxidativo, nesta populacéo,
poderia auxiliar no estabelecimento de formas mais especificas de tratamento,
que busquem impedir 0 avanco do estresse oxidativo pela vida e o consequente
desenvolvimento de doengas cronico degenerativas.

Neste sentido, Sun et al. (2012) demonstraram que a NAPH oxidase nos
mondcitos de adolescentes obesos est4d altamente ativada. Além disso,
Karamouzis et al. (2011) verificaram perda no balangco homeostatico entre

oxidantes e antioxidantes em adolescentes com sindrome metabdlica.
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Diante destas evidéncias, pode-se concluir que o estresse oxidativo se
agrava com o avanco da idade e com o avanco da massa gordurosa. Assim,
torna-se necessario entender 0s mecanismos que sustem essa relacdo,
procurando identificar quais fatores provocam o estresse oxidativo no sujeito
obeso.

Respaldado na literatura cientifica, pode-se sustentar que o aumento na
producdo de espécies reativas com a reducdo concomitante na capacidade de
defesa antioxidante seja 0 estado apresentado pelo obeso.

Varios fatores tém sido apontados como responsaveis pelo aumento da
producdo de espécies reativas em sujeitos obesos, dentre os j& identificados tem-
se: 0 consumo caldrico excessivo, a hiperglicemia, o elevado nivel de lipideos
tecidual e sanguineo, a elevacdo na contagem de células brancas, a resposta
endotelial e a hiperleptinemia.

Quando o consumo caldrico excede o gasto energético, os substratos
induzem um aumento na atividade do ciclo de Krebs e um excesso de ERO.
Assim, o consumo excessivo de macronutrientes induz a geracdao de ERO.
Fatores especificos da dieta podem estar envolvidos em mudancas nos
adipdcitos. Neste sentido, 75g de glicose tem demonstrado induzir a um aumento
na geracao de superédxido em leucdcitos com liberagdo das EROs para o meio
extracelular (ESPOSITO et al., 2003). Um efeito similar tem sido observado com
consumo de gordura saturada (ex: sorvete) (RYAN e NICKLAS, 2004).

Além disso, uma refeicdo com alto contetdo de gordura e carboidrato induz
a um estresse oxidativo e inflamatério mais intenso e prolongado, com alta
geracdo de ERO, em obesos, quando comparados com sujeitos ndo obesos
(PATEL et al., 2007), o que sugere uma resposta diferenciada em sujeitos
obesos. Assim, é possivel escolher alimentos nado inflamatérios ou anti-
inflamatérios para minimizar o estresse oxidativo e a inflamacdo pés-prandial.
Para este fim, alguns estudos demonstraram que o consumo de laranja com a
refeicdo de alto conteddo de gordura e carboidrato levou a uma inibicdo quase
total da geracdo de ERO (DANDONA et al., 2010). Dois principais flavonoides
estdo contidos no suco de laranja, naringina e hespiridina, que exercem um

poderoso efeito supressivo das ERO (GHANIM et al., 2007). E possivel que o
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suco de laranja que é rico em flavondides e vitamina C possa alterar ou suprimir o
estresse oxidativo (CODONER-FRANCH et al., 2010).

Devido a proxima associacdo entre obesidade e resisténcia insulinica a
hiperglicemia tem sido responsabilizada por parte do estresse oxidativo
encontrado em sujeitos obesos. Ela pode aumentar o estresse oxidativo por meio
de algumas vias. A inducdo de ERO intracelular, gerada pelo gradiente
eletromecanico na cadeia transportadora de elétrons, que resulta no aumento da
producdo de superoxido (NISHIKAWA et al., 2000). A auto-oxidacdo da glicose
livre catalisada por metal, onde a glicose inicia por si mesma a reacao de auto-
oxidacdo produzindo anion superéxido e o peroxido de hidrogénio (WOLFF,
1993). A auto-oxidacao catalisada por metal das proteinas ligadas aos produtos
de Amadori, que produz o superoxido, a hidroxila e compostos carbonil altamente
reativos (BAYNES, 1999). A produgdo de ERO via NADPH oxidase através da
ativacdo da proteina quinase C em células endoteliais (INABA et al., 1996). E,
finalmente, a hiperglicemia pode induzir o consumo de glicose pelo adipécito,
aumentando também formacéo de ERO dentro do mesmo (TAILOR et al., 2003).

Como a obesidade é caracterizada pelo aumento do consumo de gordura,
aumento do estoque de gordura, excessiva concentracdo de lipideos
intracelulares e dislipidemia, é hipotetizado que essa alta concentracdo de
lipideos tenha relagdo com os danos oxidativos (DAVI et al., 2002; VINCENT,;
MORGAN; VINCENT, 2004).

O estresse oxidativo pode ocorrer devido ao impacto metabdlico dos
triglicerideos intracelulares, que podem suprimir o transportador mitocondrial de
adenina nucleotideo, aumentando a producdo de superdxido na cadeia
transportadora de elétrons e diminuindo o contetdo intramitocondrial de adenina
disfosfato. Os elétrons entdo se acumulam dentro da cadeia transportadora de
elétrons reagindo com o oxigénio adjacente para formar o superéxido (BAKKER et
al., 2000).

A adiposidade abdominal ou visceral também est4d associada a niveis
elevados de acidos graxos livres (AGLs) plasmaticos. AGLs elevam a glicose
sanguinea e a producao de radicais nitroxidos na musculatura vascular e células
endoteliais via proteina quinase C, mecanismo demonstrado em cultura de células

vasculares. AGLs também induzem as células brancas a, agudamente, formarem
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ERO (superoxido, acido hipocloroso e peroxinitrito) em cultura (INOGUCHI et al.,
2000). Os lipideos servem como substrato para oxidagéo, estimulando a formacao
de espécies reativas e aumentando o acumulo de produtos oxidativos,
especialmente no tecido adiposo branco (FURUKAWA et al., 2004).

O perfil dislipidémico na obesidade inclui elevados niveis de triglicerideos e
LDL, além de baixo nivel de HDL (DOBRIAN et al., 2000). Hipercolesterolemia é
associa com aumentada oxidabilidade de moléculas de LDL. A fase de atraso da
oxidacdo de lipideos € menor em moléculas de LDL de individuos obesos,
naturalmente uma rapida peroxidacédo lipidica em acidos graxos poliinsaturados
de particulas de LDL ocorre (VAN GALL; VERTOMMEN; DE LEEUW, 1998). A
suscetibilidade dos lipideos a modificacbes oxidativas € também demonstrada
pela alta concentracdo de 4-HNE por unidade de triglicerideos intramusculares
em pessoas obesas (RUSSEL et al., 2003).

O consumo dietético de lipideos especificos também influencia o estresse
oxidativo sistémico. Especificamente, o consumo de acido linoléico conjugado (um
acido graxo insaturado de 18 carbonos com duas ligacGes duplas conjugadas,
derivado de produtos lacteos e carne de animais ruminantes) aumenta a
concentragdo urinaria de 8-epiPGF2a em 420% em homens obesos (BASU et al.,
2000). Outra estudo indicou que a adicdo do consumo de acido linoléico
conjugado (4,2 g/dia) ou placebo a dieta normal de homens obesos, durante 4
semanas, aumentou em 50% a concentracao urinaria de 8-epiPGF2a no grupo
tratado (RISERUS et al.,, 2004). Ao retornar a dieta normal por 2 semanas, a
elevacdo do estresse oxidativo desapareceu.

Alternativamente, o aumentado namero de moléculas de lipideo presentes
na obesidade pode ser um grande alvo para modificacdes oxidativas pelas ERO
(OLUSI, 2002; VINCENT et al.,, 2001). Em um estudo comparativo entre ratos
Zucker, obesos e magros, alimentados com dieta de baixo e alto contetdo de
lipideos, a concentracdo de hidroperdxidos lipidicos e TBARS no miocardio foram
elevadas em animais obesos em 18 e 66%, respectivamente. O maior
colaborador para peroxidagao lipidica nos animais alimentados com alto teor de
gordura foi o conteado de lipideos (r = 0, 87). Quando o nivel de peroxidagéo
lipidica foi normalizado pelo tecido gorduroso, a diferenca no estresse oxidativo

entre animais magros e obesos desapareceu, indicando que a maior quantidade
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de tecido gorduroso em obesos € a responsavel pela peroxidagdo lipidica
exagerada (VINCENT et al., 2001).

Furukawa et al. (2004) encontraram em alguns modelos de camundongos
obesos (KKAy, db/db, obesidade induzida por dieta e C57BL/6) que o acumulo
excessivo de gordura, ao longo do tempo, no tecido adiposo branco aumenta o
conteldo de TBARS dentro do adipdcito. Foi concluido que as ERO e os
biomarcadores da peroxidacéo lipidica entram na circulacdo sistémica e iniciam
um ciclo vicioso do estresse oxidativo sistémico na obesidade.

Especificamente no adipdcito, os mecanismos para geracdo de ERO
incluem sistemas metabdlicos especificos, como o sistema nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidase, e a acédo de outras oxidases (lipoxigenases
e xantina oxidase) (BEDARD e KRAUSE, 2007). O exato mecanismo responsavel
pelo aumento na producdo de ERO mediada pela NADPH oxidase no adipdcito
nao é claro. Foi demonstrado que a hipdxia, citocinas inflamatérias como o TNF-a
e 0 estresse do reticulo endoplasmatico induzem o aumento no mRNA para
NADPH oxidase (ZHANG et al., 2010; MOE et al., 2006; ZHANG e KAUFMAN,
2008). Assim, o aumento na expressdo da NADPH oxidase e o aumento na
producdo de NADPH potencialmente contribuem para o observado aumento na
producédo de radical superéxido no tecido adiposo no contexto da obesidade.

A cadeia respiratéria transportadora de elétrons é a maior fonte de
producdo celular de ERO. A transferéncia incompleta do elétron ocorre em
condig¢Bes fisiolégicas normais, resultando na producdo de ERO. A obesidade
estd associada com um aumento no estresse oxidativo na mitocondria do
adipécito, devido ao processamento excessivo de acidos graxos, causando
desacoplamento mitocondrial e um aumento na liberacdo de ERO (GAO et al.,
2010).

Ja o reticulo endoplasmatico é central na regulagcdo do metabolismo de
lipideos e proteinas e é responsavel pela sintese de proteinas. No reticulo
endoplasmatico, proteinas sofrem montagem completa e modificagcbes pos-
traducionais, processos que sao requeridos para seu funcionamento bioldgico
normal. Adequado dobramento de proteinas e a formacao de pontes dissulfeto
sdo criticos para formacdo apropriada da estrutura terciaria e quaternéria das

proteinas e sdo dependentes do estado redox do lumen do reticulo

41



endoplasmatico. Esse processo consome energia e pode ser responsavel por
25% da geracéo total de ERO (TU e WEISSMAN, 2004). Quando o requerimento
para dobramento de proteinas no reticulo endoplasmatico aumenta, a producao
de ERO derivada do mesmo também aumenta. Uma necessidade excessiva para
0 estoque de gordura leva a um aumento na atividade do reticulo endoplasmatico,
0 que pode sobrecarregar sua capacidade funcional. Tal “estresse” do reticulo
endoplasmatico pode ser iniciado pelo aumento na demanda para sintese de
novas proteinas ou pelo acumulo de proteinas mal dobradas (misfolded proteins),
promovido pelo estimulo inflamatério (MALHOTRA et al., 2008). Adicionalmente, o
estresse do reticulo endoplasmatico leva a ativagdo de vias sinalizadoras da
inflamacdo com aumento na producdo mitocondrial de ERO (MALHOTRA e
KAUFMAN, 2007).

Neste sentido, a geragao excessiva de ERO no tecido adiposo ocorre por
alguns mecanismos patofisiologicos interrelacionados, incluindo a sobrecarga
metabdlica de nutrientes, disfuncdo mitocondrial e estresse do reticulo
endoplasmatico. A geracdo de ERO é perpetuada pela resposta inflamatoria,
levando a um ciclo vicioso (CODONER-FRANCH et al., 2011).

Em resumo, muitos sinais estressores que originam do tecido adiposo
resultam em aumento dos niveis de ERO, alteram a fun¢do da mitocondria e do
reticulo endoplasmético, e podem convergir para vias comuns, 0S quais se
regulam mutuamente. E provavel que a regulacdo coordenada dessas vias
afetadas pelas ERO € uma caracteristica central da obesidade e pode resultar em
perpetuacdo da inflamacao e do estresse oxidativo.

Outro aspecto importante, que contribui para producdo de ERO é a
contagem de células brancas, que devido ao estado inflamatério crénico, € alta
em pessoas obesas, com elevacdo ocorrendo na subfragdo de mondcitos e
tendendo a elevacao nas subfracdo de neutréfilos (KULLO; HENSRUD; ALLISON,
2002).

Mondcitos produzem superoéxido, perdxido de hidrogénio, radical hidrolixa,
peroxinitritro, acido hipocloroso e mieloperoxidase, e quando se desenvolvem em
macrofagos, produzem interleucinas e TNF-a. Neutrofilos geram superdxido via
NADPH oxidase com os intermediarios da reagdo como o H,O,, e neutrdéfilos e

monaocitos podem converter H,O, em acido hipocloroso via mieloperoxidade. O
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sistema mieloperoxidase-H,O, pode também produzir cloraminas (oxidantes de
longa vida), aldeidos reativos e tirosina peroxidase. As EROs produzidas por
essas células imunes estdo associadas com crosslinks de tirosina, TBARS, acido
linoleico oxidado, além de proteinas e lipoproteinas séricas oxidadas (GARG et
al., 2000). Uma alta contagem de células brancas e mieloperoxidase sao
consistentes e poderosos preditores de eventos cardiovasculares (LIPINSKI,
2001).

Em humanos e animais as células endoteliais vasculares também possuem
algumas fontes enzimaticas para geracdo de oxidantes, incluindo a NADPH
oxidase, a xantina oxidoredutase e a NO sintase. A principal fonte do superéxido
endotelial parece ser a NADPH oxidase (CAlI e HARRISON, 2000). O NADPH
pode ser modificado por outras citocinas e hormoénios como aqueles do sistema
renina-angiotensina. Por exemplo, na hipertensao induzida por angiotensina Il, o
nivel de superdxido endotelial esta significativamente elevado, como
consequéncia da aumentada atividade da NADPH oxidase (RAJAGOPALAN et
al., 1996). Uma enzima menor, xantina oxidoredutase existe em duas formas:
xantina oxidase e desidrogenase. E a xantina oxidase que reage com 0 oxigénio
para formar superoxido e H;0O,, especialmente em condigBes isquémicas
(KAMINSKI et al., 2002). O superédxido excessivo rapidamente reage com NO
produzindo ONOOQ?®, o qual reduz a biodisponibilidade de NO e causa nitrosilacdo
de proteinas (WHEATCROFT et al., 2003). A dltima enzima, NO sintase, é similar
a citocromo P450, a qual catalisa o transporte de elétrons do NAPH para outro
grupo heme (CAlI e HARRISON, 2000). Essa enzima pode tornar-se desacoplada,
resultando em excesso de O,* ou ONOQ®. Essas alteracGes estdo associadas na
disfuncéo endotelial e a desensibilizacdo vascular (MUNZEL et al., 2000).

A concentracdo dos horm6nios no sistema renina-angiotensina esta
aumentada em pessoas obesas (EGAN; GREENE; GOODFRIEND, 2001).
Excesso de horménios nesse sistema, especialmente angiotensina I, pode
diretamente afetar os niveis de ERO na vasculatura por alguns mecanismos: (a)
dramatico aumento na formacéo vascular de O,*, em parte pela ativacdo da
NAPH oxidase, em uma maneira dose dependente (CAlI e HARRISON, 2000;
SCHIFFRIN, 2002); (b) aumento na expressao de proteinas transmembrana para
NAPH oxidase; (c) producéo de H,O, dentro das células endoteliais (DANDONA
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et al., 2003); e (d) aumento no captacdo de LDL pelos macréfagos, o qual
aumenta a oxidacdo de lipoproteina e a lesdo oxidativa (BRASIER; RECINOS;
ELEDRISI, 2002).

Além disso, a elevada presséao intraluminal da hipertensédo pode estimular a
producédo de anions superéxido e ONOO® na vasculatura. As EROs inibem os
canais de potassio ativados por célcio e reduz a sensibilidade vascular, como tem
sido encontrado em tecido arterial de ratos Zucker obesos. A administracdo de
SOD restabeleceu a sensibilidade vascular e reduziu o estresse oxidativo em
ratos obesos, sugerindo um papel para ERO no envolvimento entre obesidade e
hipertensdo. A hipertensdo por si s6 aumenta a formacdo de oxidantes, e o
excesso de hormoénios do sistema renina-angiotensina pode exarcebar esse
processo. Ambos podem aumentar a disfuncdo endotelial na obesidade
(FRISBEE; MAIER; STEPP, 2002).

Outro horménio que contribui para a elevada produgcédo de ERO em obesos
€ a leptina, um polipeptideo produzido principalmente pelo tecido adiposo branco,
gue atua nos centros hipotalamicos para regular a ingestdo alimentar e o gasto
energético. A concentracao plasmatica de leptina € proporcional a quantidade de
tecido adiposo (CONSIDINE et al., 1996). Excessivas concentracdes estao
envolvidas na angiogénese, calcificacdo vascular e trombose, além de ter sido
postulada como fator de risco cardiovascular em pessoas obesas (MAINGRETTE
e RENIER, 2003). A leptina pode diretamente estimular a producdo de ERO como
o H,O, e *OH em cultura de células endoteliais, e pode funcionar como um
precursor aterogénico (BOULOUMIE et al., 1999). Administracdo de leptina em
ratos Wistar ocasionou aumento no conteddo plasmatico e urinario de
hidroperoxido lipidico, MDA, isoprostano e proteina carbonilada (27-33% maior)
do que ratos controles nao injetados (BELTOWSKI; WOJCICKA; JAMROZ, 2003).

A leptina e seus receptores compartilham estruturas quimicas e funcdes
similares com a IL-6 (FAGGIONI; FEINGOLD; GRUNFELD, 2001). A leptina é
também uma substéncia pro-inflamatoria que estimula a proliferagdo de
monaocitos e macrofagos e a producdo de citocinas inflamatorias (BELTOWSKI,
WOJCICKA; JAMROZ, 2003). Nos macrofagos, derivados de mondcitos, a leptina
eleva a atividade da proteina quinase C e da lipase lipoproteica, a qual é pro-
aterogénica (MAINGRETTE e RENIER, 2003). Ademais, a leptina estimula
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indiretamente a producdo de citocinas inflamatérias como a IL-6 e o TNF-a, e
essas citocinas aumentam a producdo da NAPH oxidase. A leptina pode também
estimular o acumulo de colesterol na linha celular de macrofagos murino,
especialmente em altas concentragcdes de glicose, um mecanismo que pode
promover a peroxidacao lipidica (O’ROURKE et al., 2002).

Finalmente, a leptina reduz a atividade de antioxidantes celulares. A
paranoxase-1 (PON-1) e sua reducao estdo relacionadas ao aumento urinario de
plasmatico de 8-isoprostano, elevacdo do MDA e hidroperéxidos plasméticos.
[105] Devido a PON-1 estar envolvida na prevencdo e acumulo de peroxidos no
LDL, a reducéo na atividade desta enzima pode contribuir para o desenvolvimento
da doenca arterial coronariana. Ferreti et al. (2005) demonstraram que a atividade
da PON em HDL é menor em obesos comparado com sujeitos ndo obesos (120
vs 475 1U/mg). Nesse grupo de obesos a baixa atividade da PON foi
acompanhada por elevacfes no conteudo de hidroperoéxidos lipidicos no HDL e
LDL, e foi inversamente correlacionada com a concentracdo de leptina
plasmatica. Desta forma, a leptina esta entdo envolvida, em alguns mecanismos
gue promovem estresse oxidativo na obesidade (FERRETI et al., 2005).

Todos os fatores mencionados acima podem estar concorrendo
isoladamente ou simultaneamente no obeso, para producdo de ERO. O que
parece ser claro € que o agravamento da obesidade e o tempo de exposi¢cao do
sujeito a seus efeitos, parecem ser fatores preponderantes para o grau de
estresse oxidativo, o que promove um efeito somatério dentre os fatores
estimuladores da producéo de ERO.

Além de todos esses fatores que predispde o0 obeso a maior producao de
ERO do que sujeitos ndo obesos, eles parecem possuir a defesa antioxidante
comprometida. Essa falha da defesa antioxidante tem sido reportada na literatura
cientifica com base em dois aspectos principais. O primeiro é o baixo consumo de
antioxidantes pela dieta e o segundo € a reduzida atividade das enzimas
antioxidantes.

A ineficiéncia da defesa antioxidante provavelmente se inicia com a dieta
de baixo consumo de antioxidantes e fitoquimicos que possuem capacidade
antioxidante. Individuos obesos consomem poucos alimentos ricos em

fitoquimicos (frutas, vegetais, gréo integrais, legumes, vinho, 6leo de oliva,
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sementes e nozes) comparado com pessoas nao obesas. O consumo de
fitoquimicos é inversamente correlacionado com alta circunferéncia da cintura,
alto IMC e peroxidacédo lipidica (TAYLOR e VINCENT, 2006). O nivel de
antioxidantes na dieta também é inversamente relacionado ao grau de
adiposidade (REITMAN et al., 2002; WALLSTROM et al., 2001).

O baixo consumo de alimentos ricos em antioxidantes em sujeitos obesos
tem sido documento nos Estados Unidos, paises da Europa, Nova Zelandia,
Canada, paises da América do Sul e paises Asiaticos. Esse baixo consumo
ocorre mesmo quando produtos frescos e baratos sédo disponiveis. Sujeitos
obesos assim apresentam um “déficit antioxidante” como o resultado do pobre
consumo de antioxidantes (MASKARINEC; NOVOTNY; TASAKI, 2000; KREBS-
SMITH et al., 1996; MATTEUCCI et al., 2005; CANOY et al., 2005; LAIRON et al.,
2005; SCHODER et al.,, 2004; COOK et al, 2001; SHUBAIR; MCCOLL;
HANNING, 2005; OLIVARES et al, 2004, TAJIMA et al, 2000;
HARNROONGROJ et al., 2002 apud VINCENT; INNES; VINCENT, 2007).

Consequentemente, antioxidantes sanguineos (carotenoides, vitaminas E e
C) e minerais (zinco, selénio e magnésio) sao consistentemente menores em
obesos do que em ndo obesos, criancas e adultos (REITMAN et al.,, 2002;
CANOY et al, 2005). O baixo nivel de antioxidantes no sangue tem sido
documentado em estudos de coorte na América, Europa, india e Asia
(MASKARINEC; NOVOTNY; TASAKI, 2000; KREBS-SMITH et al., 1996;
MATTEUCCI et al., 2005; CANOQY et al., 2005; LAIRON et al., 2005; SCHODER et
al., 2004; COOK et al., 2001; SHUBAIR; MCCOLL; HANNING, 2005; OLIVARES
et al., 2004; TAJIMA et al., 2000; HARNROONGROJ et al., 2002 apud VINCENT;
INNES; VINCENT, 2007).

E importante salientar que as concentragdes de vitaminas no plasma sdo
progressivamente menores com aumentos do IMC, com os maiores obesos
apresentado as menores concentracdes de vitaminas. As concentracdes séricas
de B-caroteno, a-tacoferol e vitamina C sdo de 15 a 37% menores em obesos do
gque seus pares nao obesos, apesar do semelhante consumo auto-reportado de
frutas e vegetais. O nivel de zinco é 38% menor em homens obesos do que seus
pares magros (MOOR; WARTANOWICZ; ZIEMLANSKI, 1992; STRAUSS, 1999;
OZATA et al., 2002).
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Além disso, o IMC foi negativamente correlacionado com 0s niveis séricos
de zeaxantina/luteina e [-criptoxantina, ambos carotenoides (SUZUKI et al.,
2003). Um estudo longitudinal demonstrou que o IMC prediz os niveis séricos de
carotenoides no curso de 7 anos, em um grupo de adultos jovens. Sujeitos
obesos com IMC maior de 30 kg/m? tem uma concentragéo 22% menor da soma
dos quatro carotenoides (a-caroteno, [-caroteno, zeaxantina/luteina e J-
criptoxantina) comparado com sujeitos de IMC menor de 22 kg/m? (ANDERSEN et
al., 2006).

O status antioxidante total (SAT) e o potencial antioxidante redutor do ferro
(FRAP) tém sido utilizados como mensuracdes da capacidade antioxidante no
plasma. Alguns estudos encontraram menores valores de SAT e FRAP em
animais obesos do que em néo obesos (LOPES et al., 2003; FENKCI et al., 2003;
BELTOWSKI et al., 2000). Valores de SAT também foram menores em sujeitos
obesos comparados com ndo obesos apds alteragBes oxidativas promovidas por
exercicio aerobio (VINCENT; MORGAN; VINCENT, 2004). Criancas com
sindrome metabdlica apresentam baixo TAS plasmatico do que seus pares nao
obesos. Menores valores de SAT foram diretamente associados com niveis
baixos de varias formas de carotenoides (MOLNAR; DECSI; KOLETZKO, 2004).

Além do baixo consumo de antioxidantes, a atividade enziméatica
antioxidante também pode estar inadequada na obesidade. Tem sido proposto
gue nos estagios iniciais da obesidade possa ocorrer uma elevacao inicial na
atividade das enzimas antioxidantes para neutralizar o estresse oxidativo,
entretanto, com a exposi¢cado crénica, devido a obesidade néo tratada, as fontes
de enzimas antioxidantes vao continuamente sendo depletadas (OLUSI, 2002;
VINCENT et al., 2001).

Em modelo animal de indugéo da obesidade pela dieta, a atividade da SOD
e da GPx eritrocitarias foi de 29 a 42% menor em ratos alimentados com alto
consumo caldrico e alto consumo de gordura comparado com animais controles
(BELTOWSKI et al., 2000). J& Olusi (2002) encontrou menor atividade da SOD
eritrocitaria em grandes obesos e menor atividade da GPx eritrocitaria em obesos
do que em controles ndo obesos. Similarmente, Ozata et al. (2002) reportaram
uma atividade de 75 e 42% da SOD e GPx eritrocitarias, respectivamente, em

homens obesos comparados com homens néo obesos.
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Todos esses fatores, relacionados acima, n&o sdo mutuamente
excludentes. Mais do que isso, a obesidade pode envolver alguns ou todos esses
fatores contribuindo para o estresse oxidativo sistémico. Dependendo do individuo
obeso, um fator pode exercer maior efeito oxidativo do que os outros, mas essa
contribuicdo pode mudar quando do sujeito altera seu estado fisico e metabdlico.

Assim, resumidamente, pode-se concluir que o estresse oxidativo em
sujeitos obesos decorre de uma maior producdo de ERO e uma menor

capacidade de defesa antioxidante. (Figura 4)

OBESIDADE

4[ Estresse Oxidativo ]7

N\ N\
Aumento na producao de radicais livres e Redugao na capacidade de defesa
espécies reativas antioxidante

Excessivo consumo calorico [ Dieta pobre em antioxidantes —
i h )
Hiperglicemia [ Reduc&o na atividade das enzimas _
antioxidantes
4 ™ o
Elevado nivel de lipideos tecidual e
sanguineo
L S

s )

Elevacao na contagem de células brancas

. 7

Resposta endotelial e elevagao dos
hormaénios do sistemarenina-
angiotensina

Hiperleptinemia

Figura 4: Resumo dos fatores que geram o estresse oxidativo em sujeitos com obesidade.
Fonte: do autor.
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1.4 INTERCONEXAO ENTRE ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E
OBESIDADE

Como descrito anteriormente a obesidade é marcada pela inflamacéao e
pelo estresse oxidativo, ambos crbnicos e sistémicos. Evidentemente, a
suposicdo de que exista uma interconexao entre estes dois estados metabdlicos é
natural, e estudos clinicos de sujeitos obesos ja observaram a associacao entre
0s niveis plasmaticos de adipocinas e marcadores da inflamacdo e/ou estresse
oxidativo (VINCENT et al., 2009).

Além disso, os niveis de adipocinas proé-inflamatérias e da leptina foram
fortemente correlacionados com o0s niveis de MDA em criancas pré-puberes
(USTUNDAG et al., 2007). Em adolescentes de 12 a 15 anos obesos e
diabéticos, a leptina, marcadores inflamatérios e a LDL oxidada estavam
aumentados, sugerindo também uma via comum para complicacdes dessas duas
condicbes (STRINGER et al., 2009). Ainda, um agravamento foi reportado no
nivel dos biomarcadores de estresse oxidativo e adipocinas com o aumento da
obesidade, especialmente na presenca de componentes da sindrome metabdlica
(KELLY et al., 2006).

Um estudo em criangcas peripuberais suporta a nocédo da relacdo dose-
dependéncia entre mensuracdes da obesidade (IMC e massa gorda) com
biomarcadores de estresse oxidativo (8-isoprostano Fy,) e inflamacéo (contagem
de leucdcitos e IL-6). As criancas desse estudo, entretanto, apresentavam
dislipidemia e metabolismo alterado da glicose, o que poderia influenciar nos
resultados (OLIVER et al., 2010). O estudo de Norris et al. (2011) demonstrou
uma relacao linear entre estresse oxidativo e inflamacédo através do espectro da
obesidade.

Assim, o estresse oxidativo e a inflamacao parecem estar interrelacionados
sendo componentes de um ciclo vicioso da obesidade que resultara na sindrome
metabdlica. Alguns estudos tem tentado apontar um dos fatores como iniciador
desse processo.

De acordo com Araki et al. (2010), a reducéo dos niveis de adiponectina de
alto peso molecular, a forma biologicamente mais ativa, foi associada

inversamente aos niveis de isoprostano e adiposidade visceral em criangas
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japonesas obesas. Assim, a baixa producdo de adiponectina, principalmente pelo
aumento do tecido adiposo visceral pode ser um mecanismo chave ligando
obesidade com estresse oxidativo. Ademais, a adiponectina pode ser um dos
sinais primarios da inflamacéo ligada a obesidade.

Contrariamente, Furukawa et al. (2004), propde que elevados niveis de
acidos graxos aumentam o estresse oxidativo via ativacdo da NAPH oxidase e
esse estresse oxidativo promove um desbalanco na producdo de adipocinas,
incluindo adiponectina, PAI-1, IL-6 e MCP-1.

Apesar de n&o haver um concenso sobre qual destes dois fatores iniciou a
quebra da homeostase metabdlica, hd ainda a possibilidade de que os dois,
conjuntamente, iniciem esse processo (Figura 5).

Concenso existe, entre os grupos lideres de pesquisa nesse campo, sobre
0 importante papel que & desempenhado pelos niveis de inflamagdo e estresse
oxidativo subclinicos, os quais, de forma lenta e persistente, ocasionam danos a
superficie endotelial, eventualmente resultando em rigidez, estreitamento e
oclusdo de artérias e vasos calibrosos em uma ampla gama de tecidos. Ademais,
sabe-se que em individuos obesos, macrofagos ativados no TAB secretam ERO,
e a resposta celular as citocinas pro-inflamatoérias pode induzir mudancas no
estado redox, o que sugere forte influencia da inflamacg&o no aumento do estresse
oxidativo e vice-versa (RUDICH et al., 2007).

Como a inflamacgao e o estresse oxidativo S8o processos muito extensos e
complexos, abrangendo a acdo coordenada de centenas e possivelmente
milhares de mediadores celulares e moleculares, incluindo dezenas de subtipos
de células imunes, centenas de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e
seus receptores e ligantes de proteinas, a localizagdo dos mecanismos da
influéncia de um sobre ou outro nem sempre € possivel (TRAN et al., 2012).

Para adicionar mais uma camada de complicacédo, a maioria dos estudos
conhecidos sobre a interacdo da desrregulacdo metabdlica e inflamacao/estresse
oxidativo sdo derivados de estudos com adultos e podem assim nao ser
aplicaveis a populacoes pediatricas, as quais 0 metabolismo altera rapidamente e
repetidamente durante o crescimento e desenvolvimento (TRAN et al., 2012).

Os mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos nesta associacao

nao estdo completamente elucidados. Além disso, ndo ha indicios cientificos que
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apontem a existéncia de um gatilho inicial para esse desarranjo metabdlico
apresentado pelo sujeito obeso. O que parece ser notério € que a obesidade gera
a inflamacdo e o estresse oxidativo, que parecem se alimentar em um ciclo
progressivo, que se nao tratado, resultara no desenvolvimento das comorbidades

e consequentemente a morte (Figura 5).

Resisténcia Insulinica

Aterosclerose

estresse
oxidativo

obesidade

Dislipidemia

Hipertensdo

Fig. 5: Modelo explicativo da interconex&o entre obesidade, estresse oxidativo e inflamagéo,
gerando a sindrome metabdlica.
Fonte: do autor.

Apesar disso, esse ciclo progressivo é interrompido quando sdo realizadas
intervengbes que reduzam os niveis de inflamacgéo e estresse oxidativo, gerando
um quadro de saude mais estavel, podendo até retornar aos padrdes de

normalidade.

1.5 TRATAMENTO MULTIDISCIPLINAR DA OBESIDADE

Pesquisas sobre a obesidade envolvendo diversas disciplinas tém
permitido construir um emaranhado complexo de informagdes do ponto de vista
bioldgico, social e psicolégico. Privilegiar ou ignorar algum desses elementos

resulta em uma inadequada compreensao e tratamento desta doencga (GARCIA,
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2004). Desta forma, os diferentes tipos de tratamento da obesidade (dieta,
exercicio fisico, terapia comportamental, cirurgias e medicacdes), de maneira
isolada, tem se mostrado inefetivos em criancas e adolescentes, justamente
devido a complexidade de fatores envolvidos na manifestacdo desta doenca. Isso
faz com que o foco seja voltado para programas multidisciplinares, principalmente
os que envolvem a familia (FLODMARK et al., 2004).

Com isso, programas de tratamento multidisciplinares que incluem
mudancas dietéticas, educacdo nutricional, mudancas no padrdo de atividade
fisica, modificacbes comportamentais e envolvimento dos pais, vém sendo
desenvolvidos no Brasil e no mundo. De acordo com Damaso et al. (2009), a
inclusdo do tratamento multidisciplinar nos servi¢os publicos e privados de saude
promovera, em longo prazo, a reducdo da epidemia global, por meio da
prevencdo e controle da doenga, reduzindo gastos com o tratamento das
complicagodes.

O tratamento multidisciplinar, com a participacdo dos diferentes
profissionais envolvidos na area da saude, apresenta algumas vantagens em
relacdo ao controle e reducdo da obesidade: a. diagnosticos mais completos e
precisos; b. enfrentamento dos problemas psicossociais do paciente obeso; c.
maior compreencao, por parte do obeso, da natureza complexa e dinamica da
obesidade, pois se utiliza de processos educativos direcionados ao paciente.
Esses fatores facilitam o trabalho de cada um dos profissionais envolvidos no
tratamento da obesidade e aumentam a probabilidade de sucesso no tratamento
(GARCIA, 2004).

Alguns estudos apontam significativas melhoras quando o tratamento da
obesidade é realizado por equipes multidisciplinares (DALTON, 1998; FRANK,
1998; VANSANT et al., 1999; SOTHERN, 1999). Os beneficios sdo atribuidos,
principalmente, aos aspectos de educacao e mudanga do comportamento motor e
alimentar, proporcionados pelos programas multidisciplinares.

O tempo de duracdo desse tratamento também tem sido alvo de
investigagcdo. Evidéncias apontam que o tratamento multidisciplinar necessita
oferecer um suporte de longo prazo, pois nessa forma de intervencédo, o

acompanhamento dos fatores psicolégicos é importante, e tratamentos curtos
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aparentemente nao promoverem mudancas comportamentais (FLODMARK et al.,
1993; EPSTEIN et al., 1990; BRAET e VAN WINCKEL, 2000).

Por outro lado, no estudo realizado por Nemet et al. (2005), foi
demonstrado que ambas intervencdes multidisciplinares, de 3 meses e 1 ano,
foram efetivas em reduzir a adiposidade corporal em criangas. O grupo que teve
intervengdo por um ano obteve resultados mais expressivos, porém, em trés
meses foram demonstradas reducdes significativas no IMC e percentual de
gordura, além de melhoras na aptidao fisica, entretanto, a intervencédo de curto
prazo néo reduziu o tempo despendido em horas de TV e jogos eletronicos, o que
demonstra que ndo ocorreu mudanga comportamental.

Apesar de ndo haver um numero suficiente de estudos para afirmar que o
tratamento multidisciplinar € mais efetivo do que outros tratamentos, tem sido
demonstrado que o sucesso do tratamento esté fortemente associado a prontidao
para mudancas no estilo de vida (NIH, 1998; COOPER; FAIRBUM; HAWKER,
2004). E esta mudanca no comportamento parece ser conseguida através da

adocao de tratamentos que se utilizam da estratégia multidisciplinar.
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ABSTRACT
The objective of this study is to evaluate the effect of interdisciplinary therapy in the
parameters of the oxidative stress and the anti-inflammatory responses of obese
adolescents. Were selected 57 participants, who were randomly divided into two groups:
interdisciplinary therapy group and a control group. After 6 months of intervention, 17
participants of the interdisciplinary therapy group and 8 of the control group returned for
the reevaluations. The interdisciplinary therapy group participated in a treatment with four
weekly sessions of exercise, a weekly group therapy session, and a weekly nutritional
education. Blood parameters of oxidative stress and anti-inflammatory response were
evaluated. The results demonstrated that were significant increases in interdisciplinary
therapy group for superoxide dismutase activity (6.56 + 3.22 to 11.40 + 7.49) and ferric
reducing antioxidant potential concentration (532.91 + 106.48 to 573.25 + 112.57), and a
non-reduction in adiponectin (40.9 £ 29.34 to 49.05 + 41.22). A significant decrease in
nitrite levels was also found (14.23 + 8.48 to 11.45 + 6.05). In control group significant
reduction was found in adiponectin (31.56 + 18.88 to 18.01 + 11.66). This study suggests
that the interdisciplinary therapy for 6 months was effective in improving the anti-

inflammatory responses and the antioxidant defenses in obese adolescents.
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INTRODUCTION
Although great scientific advancements have improved the health and quality of life of the
population in general, in relation to obesity, these advances are less pronounceable because

the number of obese children and adolescents throughout the world has been increasing.

(Wang & Lobstein, 2006) This development of obesity, in initial ages, is associated

with morbidity and mortality in adulthood. (Reinehr & Wabitsch, 2011)

The obesity in the first two decades of life already promotes metabolic disturbances such
as oxidative stress and the low-grade systemic inflammation. (H. Vincent, Innes, & K.
Vincent, 2007; Galcheva, lotova, Yotov, Bernasconi, & Street, 2011) Chronically, these
disorders will be exacerbated in obese subjects, leading to numerous comorbid conditions,
such as insulin resistance, type 2 diabetes, dyslipidemia, hypertension, atherosclerosis, and
nonalcoholic fatty liver disease. (Codofier-Franch, Valls-Bellés, Arilla-Codofier, &
Alonso-Iglesias, 2011) In this manner, it is essential that they be offered treatment
possibilities, already in the early stages, thus preventing the development of these
comorbidities.

Considering the possible treatments, a systematic review conducted by Oude et al. (2009)
demonstrated that combined behavioral lifestyle interventions compared with standard care
or self-help can produce a significant and clinically meaningful reduction in overweight in
children and adolescents. Thus, interdisciplinary therapies, which offer the possibility of an
integrated treatment, including doctors, psychologists, nutritionists, physiotherapists, and
physical educators, may be more effective.

However, few studies on the effect of interdisciplinary therapy on markers of oxidative
stress and inflammation in obese adolescents are available. Tjona et al. (2009) compared
the effect of 3 months of multidisciplinary treatment with interval training in obese

adolescents. No differences were found in the levels of oxidized low-density lipoprotein,
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already the plasma adiponectin increased only in the group undergoing the interval
training.  In addition, we have not found studies that assessed the effects of
interdisciplinary therapy in obese adolescents, with variables of oxidative stress such as
superoxide dismutase, ferric reducing antioxidant potential, and catalase. Thus, the
objective of this study is to evaluate the effect of interdisciplinary therapy in the
parameters of the oxidative stress and the anti-inflammatory responses of obese
adolescents.

METHODS

Ethics Statement

This study was approved by the ethics committee and research in human beings of the
Federal University of Uberlandia-Brazil (doc#498/10), and all the participants and their
parents have signed a consent form.

Participants

One hundred seventy-five participants were initially recruited for participation in this
study, which were medically screened; their pubertal stage was assessed, and their
anthropometric measures were recorded. The endocrinologist completed a clinical
interview including questions to determine eligibility based on inclusion (being
postpubescent, according to the classification of Tanner & Whitehouse (1976), and obese,
body mass index >95th percentile of the curve proposed by the Center for Diseases
Control) and exclusion criteria (identification of genetic, metabolic, or endocrine diseases
and previous use of drugs). At the end of this screening, 57 individuals, composed of 34
girls and 23 boys were randomly divided into two groups, interdisciplinary therapy group
with 47 partipants and a control group with 10 participants.

The individuals randomly selected for the interdisciplinary therapy group participated in an

interdisciplinary therapy, with 6 months of duration. Four weekly sessions of exercise, a
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weekly session of food reeducation, and a weekly session of group therapy, as well as
medical consultations when necessary, were conducted. Lectures, every three months, for
the awareness of closest relatives of adolescents, on obesity, its causes and forms of
treatment, also were conducted. The individuals allocated to the control group maintained
their daily activities normally during the 6 months of intervention. At the end of the
intervention, the same treatment was offered to control group.

After 6 months of intervention, 17 individuals completed the treatment (16.18 + 1.51 years;
8 boys and 9 girls). Twenty-five participants dropped out of treatment for personal reasons,
work or school commitments and five individuals were excluded for not having the
minimum frequency required for inclusion in the statistical analyzes (85%). The control
group, 8 participants (15.4 = 1.20 years; 4 boys and 4 girls) returned for the reevaluations.
Assessments preintervention and postintervention

Weight was measured using an electronic balance and height using a stadiometer. Body
mass index was calculated as kilograms per square meter. The abdominal circumference
was assessed using the perimeter of the abdomen at the height of the navel with an
anthropometric tape (Sanny, SN-4010, Brazil).

Graded maximal exercise testing (2 min by stage, initial speed of 3km.h™, increase of
1km.h™ by stage, and treadmill inclination fixed at 1%) was performed on a motor-driven
treadmill (Movement, RT 250pro, Brazil). An ergospirometer (Cosmed, FitMatePro, Italy)
was used for the analysis of the consumption of oxygen per breathing. The maximum
oxygen consumption was defined as the highest 30-s average during exercise. The velocity
associated with the maximum oxygen consumption was obtained with equation using the
final test speed. (Kuipers, Verstappen, Keizer, Geurten, & Van Kranenburg, 1985)

For the biochemical evaluation, blood samples were obtained by venipuncture after an

overnight fast. The blood was collected in Vacutainer tubes containing anticoagulant
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(EDTA). After collection, the blood was immediately centrifuged at 3000 rpm for 10
minutes at 4°C for the separation of plasma and blood cells, from which, the hemolysate
was prepared.

The plasma adiponectin concentration was measured using commercially available
enzyme-linked immunosorbent assay Kkits from R&D Systems (Minneapolis, MN)
according to the manufacturer's manual. The serum C reactive protein concentration was
measured using a polystyrene particle enhanced high-sensitivity turbidimetric

immunoassay from Aptec Diagnostics (Sint-Niklaas, Belgium).

The determination of nitrite plasma was made from the reaction of the Griess method.
(Giustarini, Rossi, Milzani, & Dalle- Donne, 2008) The total antioxidant activity was
determined using the ferric reducing antioxidant potential by means of the reduction of
iron in its ferric state (Fe®") to its ferrous state (Fe?*) in low pH, forming the complex
ferric-tripyridyltriazine of intense blue coloration. (Benzie & Strain, 1996) Thiobarbituric
acid-reactive substance level was determined in blood plasma. The method involves
creation of colored complex between lipid peroxidation products and thiobarbituric acid at

the temperature of 95°C and in an acidic environment. (Feldman, 2004)

The activity of antioxidant enzymes was measured in hemolysate. Aebi method was used
to assay catalase activity. (Aebi, 1984) Superoxide dismutase activity was performed using
the Misra and Fridovich method. (Misra & Fridovich, 1972) The dosage of total protein

content of the samples was performed according to the Bradford method. (Bradford, 1976)

All absorbance values were measured using a spectrophotometer (Molecular Devices,

Menlo Park, CA, USA).

Exercise Intervention
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The aerobic exercise training was performed on a treadmill (Movement, RT250, Brazil),
with two weekly sessions including three types of workouts that were subsequently
performed in the same order until the end of the intervention. The workouts were: low
intensity (60% of velocity associated with the maximum oxygen consumption /30-50min
of duration), interval training of moderate intensity (85% of velocity associated with the
maximum oxygen consumption /4min of sprint with 3min of active interval/4 times), and
high intensity interval training (90-100% of velocity associated with the maximum oxygen
consumption /Imin of sprint with 1min of interval/10 times). The resistance training was
carried out in two weekly sessions using the nonlinear periodization for the planning of the
volumes and intensities to be performed. The exercises performed were lat pulldown,
deadlift, bench press, leg press, and seated row (Axcess, Fitness Equipment, Brazil). The
intensity was determined by the number of maximum repetitions in three zones of
repetition: a. 2-6 maximum repetitions; b. 8-12 maximum repetitions and c. 14-18
maximum repetitions. For zone a were carried out 2 series with 2 minute interval, for zone
b were carried out 3 series with 1 minute interval and zone ¢ were carried out 3 series with
30 seconds interval. The load was increased by 10% when the volunteer performed all
series of the exercise with the maximum number of repetitions of established zone.
Nutritional Intervention

Once a week adolescents had nutritional lessons regarding topics, such as food pyramid,
food record, weight loss diets, diet and light concepts, fat and cholesterol, and eating
disorders. Energy intake was set at the levels recommended by the dietary reference for
subjects with low levels of physical activity of the same age and gender. (National
Academic Press [NCR], 2001) A 3-day dietary record was made for each adolescent with
the help of his/her parents. The evaluation of the quantities of macronutrients was

performed with software (Dietpro). Portions were measured in terms of familiar volumes

79



and sizes. The nutritionist explained to the parents and the adolescents how to record food
consumption.

Psychological Intervention

The adolescents received psychological orientation for 1 h in a weekly group session. A
psychologist discussed body image and eating disorders as well as binge eating disorders
and their signs, symptoms, and health consequences. The psychologist also discussed the
relation between emotions and food as well as familial problems in a group setting.
Individualized psychological therapy was recommended if behavioral alterations including
depression and anxiety symptoms or poor dietary habits, such as bulimia, anorexia

nervosa, and binge eating, became apparent. (Lofrano-Prado et al., 2009)

Statistical Analysis

Initially, the Shapiro Wilk’s test of normality was applied. For the comparisons between
interdisciplinary therapy group and the control group preintervention and postintervention,
the t-test for independent groups was used when the variables showed a normal
distribution, and the Mann-Whitney U test was utilized when the variables exhibited
abnormal distribution. For the comparisons within the same group, the t-test for dependent
samples was used when the variables showed a normal distribution, and the Wilcoxon's
matched pairs test was utilized when the variables exhibited abnormal distribution. For the
association between the percentage change of variables postintervention, Pearson's
correlation was used. The level of significance was p < 0.05. The software used for data

analysis was the Statistic version 7.0.

RESULTS

80



No significant differences were found, preintervention, between the individuals of the
interdisciplinary therapy group and the control group (Table 1).

****Table 1 near here****

After the intervention significant differences were found between the groups. (Table 1).
The intragroup comparison is shown in table 1. (Table 1)

Significant correlations were found between the percentage change in adiponectin levels
and the percentage change in superoxide dismutase and ferric reducing antioxidant
potential. No significant correlations were found between the percentage change in
adiponectin levels and the percentage change in the thiobarbituric acid-reactive substance
and catalase (Table 2).

****Table 2 near here****

DISCUSSION

Several studies in children and adolescents have demonstrated that obesity is associated
with low-grade systemic inflammation and oxidative stress. (Zhu et al., 2006; Tam,
Clement, Baur, & Tordjman, 2010) However, the effects of interdisciplinary therapy on
these variables have not been studied. This study demonstrated that the interdisciplinary
therapy for 6 months promoted; a non-reduction in plasmatic adiponectin, and a significant
increase in total antioxidant activity and superoxide dismutase activity, in addition to a
significant decrease in the levels of nitrite. Therefore, the interdisciplinary therapy is a
treatment that can be seen in clinical practice as effective in reducing inflammation and
oxidative stress in obese adolescents.

These results were accompanied by significant reductions in body weight, body mass
index, and abdominal circumference, classic risk factors for the development of

comorbidities. Besides significant increases in maximum oxygen consumption and velocity
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associated with the maximum oxygen consumption, this highlights the improvements in
the health of interdisciplinary therapy group adolescents after the intervention period.

A significant difference, in adiponectin levels, between the groups after 6 months of
treatment was observed. According to Bottner et al. (2004), the serum adiponectin levels
decrease by approximately 50% during pubertal development in lean boys. Likewise,
adiponectin has been found even lower in obese adolescents than in their lean counterparts
of corresponding age and pubertal stage. Thus, the non-reduction in adiponectin levels
could be regarded as an intervention effect. In addition, the control group showed a
significant reduction in adiponectin levels (35%), making the comparison between the two
groups in the postintervention also show significant differences, with higher values for the
interdisciplinary therapy group. The reduction of the levels of adiponectin in control group
may be the result of increased abdominal circumference because a strong association
between the accumulation of visceral fat and the reduction in the production of adiponectin
has been demonstrated. (Ackermann et al., 2011)

Moreover, according to Lang, Chou, Sheu, & Lin (2011), a 3% reduction in body mass
could have effects on plasma concentration of adiponectin. We found a reduction of 4.6%
in body weight after interdisciplinary therapy, whereas the control group showed an
increase of 2.5% in body mass. This reduction in body weight occurred due to adoption of
exercises and the reduction of caloric intake, as shown in table 1. Although the
mechanisms of the relation between the weight loss and the increase in adiponectin levels
in human beings are not clarified, chronic administration of adiponectin in mice prevents a
high-fat diet-induced weight gain partially because of increased fatty acid oxidation in
isolated muscle. (Fruebis et al., 2010) Furthermore, adiponectin treatment increases energy

dissipation in lipoatrophic mice, increases the expression of enzymes involved in [-
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oxidation, and reduces hyperglycemia and hyperinsulinemia of obese mice, suggesting that
it reverses insulin resistance. (YYamauchi et al., 2001)

A recent study showed increases in adiponectin levels in obese adolescents, after 12 weeks
of high-intensity interval training. (Racil et al., 2013) Similarly, the participants of this
study underwent sessions of high-intensity interval training during the treatment, which
indicates a possible effect of this type of training in the plasma levels of adiponectin. In
addition, there is evidence that aerobic plus resistance training improves inflammation in
obese adolescents in interdisciplinary interventions. (Campos et al., 2014) Thereby, the
interdisciplinary therapy improves the anti-inflammatory profile because beyond what has
already been described, the anti-inflammatory response of adiponectin seems to mediate
the concentrations of other proinflammatory cytokines, more specifically the interleukin 6,
tumor necrosis factor alpha, and the C reactive protein, in addition to inhibiting vascular
inflammation and reducing the likelihood of developing cardiovascular diseases. (Scherer,
Williams, Fogliano, Baldini, & Lodish, 1995)

There is evidence that obesity is associated with reduced expression of several antioxidant
proteins. (Tinahones et al., 2009; Anderson et al., 2009; Curtis et al., 2010) Thus, it might
be predicted that increasing antioxidants will reduce reactive oxygen species or oxidative
damage and prevent metabolic defects associated with obesity.

The superoxide dismutase represents the primary cellular defense against superoxide
radicals, whereas the ferric reducing antioxidant potential is a simple and reliable method
of the index of antioxidant defense. (Firuzi, Lacanna, Petrucci, Marrosu, & Saso, 2005)
One of the main findings in the present investigation was a significant increases in
superoxide dismutase activity and the concentration of blood ferric reducing antioxidant
potential postintervention in interdisciplinary therapy group, whereas there were no

changes in control group, showing the positive effect on antioxidant defense system of
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interdisciplinary therapy. In addition, the increase in the activity of superoxide dismutase
may indicate a protection against oxidative damage mediated by obesity, reducing the risk
of development of insulin resistance. (Liu, Qi, Richardson, Ikeno, & Salmon, 2013)

An acute bout of exercise is known to increase the activities of antioxidant enzymes,
including superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase in skeletal muscle,
heart, and liver. (Sen, 1995) Through blood analysis, an increase in superoxide dismutase
activity in interdisciplinary therapy group, which can indicate the influence of physical
training on improvement of antioxidants defenses, was identified. Despite this, increases in
catalase activity in the interdisciplinary therapy group and the control group have not been
found. These discrepancies in results may be due to the different techniques used between
the studies and the analyzed material (tissue x blood), which makes the comparison of the
data difficult. The ferric reducing antioxidant potential has been inversely associated with
body mass index, as shown in a group of middle-eastern men. (Sharifian, Farahani,
Pasalar, Gharavi, & Aminian, 2005) This evidence is in agreement with our results because
increases in ferric reducing antioxidant potential and significant reductions in body mass
index and body mass were observed; however, the mechanisms involved in this association
are not clear.

The origin of reactive oxygen species in obese subjects is not clear. Liu et al. (2013), in a
recent study, found that the increased expression of reactive oxygen species in obese
patients do not come from the mitochondria of the muscle tissue and suggest that the
chronic inflammation associated with the accumulation of fat could be an important factor.
The increasing adipose tissue, particularly visceral adipose, alters intra-adipose T-cell
subsets and stimulates macrophage infiltration and activation within adipose and other
tissues that can stimulate production of proinflammatory cytokines and generate a pro-
oxidative environment in the adipocyte. (Brownlee, 2011) In this study, we found
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significant correlations between the percentage change in adiponectin levels and the
percentage change in superoxide dismutase and between the percentage change in
adiponectin levels and the percentage change in ferric reducing antioxidant potential. This
fact contributes to stimulate the achievement of other research to uncover the association
between inflammation and oxidative stress. Although we cannot say that there is a relation
of cause and effect, it seems to be plausible that the reactive oxygen species of obese
subjects are a consequence of inflammation in adipose tissue.

In addition to the increase of antioxidant defenses, the interdisciplinary therapy performed
in this study promoted a decrease in the production of reactive nitrogen species. In normal
conditions, the nitric oxide radical is metabolized rapidly into the stable end-products
nitrite and nitrate in most body fluids. (Tsikas, Gutzki, & Stichtenoth, 2006) When
superoxide and nitric oxide are produced simultaneously in proximity, a reaction is
produced that leads to the formation of peroxynitrite and, subsequently, to hydroxyl
radicals. The production of peroxynitrite can be instrumental in the development of many
pathological processes in vivo. Modestly increasing superoxide and nitric oxide, each at a
10-fold greater rate, will increase peroxynitrite formation by 100-fold. Under
proinflammatory conditions, simultaneous production of superoxide and nitric oxide can
be strongly activated to increase production 1,000-fold, which will increase the formation
of peroxynitrite by a 1,000,000-fold. (Pacher, Beckman, & Liaudet, 2007)

Thus, the lowest concentration of nitrite postintervention in interdisciplinary therapy group
may reveal a decreased production of reactive nitrogen species because it represents a
lower availability of nitric oxide for reaction with superoxide, thus reducing the formation
of peroxynitrite. Adding to this, we can assume a lower production of superoxide radical in
consequence of the increased expression of superoxide dismutase in interdisciplinary
therapy group. In contrast, the control group showed an increase in the levels of nitrite,
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indicating that these participants are exposed to probable damage promoted by reactive
nitrogen species.

No significant reductions were found in the concentration of thiobarbituric acid-reactive
substance after intervention. The spectrophotometric assay lacks specificity because other
aldehydes besides malondialdehyde react with thiobarbituric acid, which can hinder the
interpretation of data. (Codofier-Franch et al., 2011)

CONCLUSIONS

In summary, this study suggests that the interdisciplinary therapy for 6 months was
effective in improving the anti-inflammatory responses and the antioxidant defenses and in
promoting gains in general health status of obese adolescents.
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Table 1: Intragroup and intergroup comparisons.

Interdisciplinary therapy
group (n =17)

Control group (n=28)

preintervent

ion
Body mass (kg) 98.56 +
16.03
Body mass index
(kg/m?) 34.99 +3.70
AC (em) 112.32 +
10.35
VOZmax
(ml/kg/min)
24.64 £ 3.90
VVO,ax (km/h)
7.72+0.94
C-reactive
protein (mg/dL)
1.08 +1.01
Adiponectin
(ng/ml)
40.9+29.34
Nitrite (uUM)
14.23 +8.48
FRAP (mMEg/L)
53291+
106.48
TBARS (nM/mg)
2.38+1.99
Catalase
(deltaE/min/mg)
5.20 + 4.50
Superoxide
dismutase (U/ug)
6.56 + 3.22

postinterven

tion

93.87 +
15.02™

33.36 +
3.75"

106.53 +
9.92™

28.80 +
477"

9.03 +
1.16™

0.84 £0.61

49.05 +
41.22

11.45 +
6.05"

573.25 +
112.57"

4.07 £2.50

3.81+331

11.40 +
7.49"

% change
(€

-4.64 +4.88
(-7.15/-
2.13)
-4.64 +4.88
(-7.15/-
2.13)
-5.10 +3.47
(-6.89/-
3.32)
17.48 +
13,13

(10.73/24.2
3)
17.47 +
13,13
(10.71/24.2
2)

7,56 £
30,28

23.13/8.01)

231.10
643,2

36.60/570.3
1)

-26.15 +
2553
(-46.68/-
15.47)

8.52+8.32
(4.25/12.80)

5479
51.29

45.44/145.1
8)
89.75 +
389.02

110.26/289.
77)

100.56 +
161.06
(17.75/183.
37)

preintervent  postinterven

ion tion
97.60 + 99.83 +
15.16 13.78
sagsragy 3568407
11138+ 1;2'13#55
9.87 :
pagosagy 2550%321
*
694098 2009
1204077 L03%050
31.56 + 18.01 +
18.88 11.66*™
12.84 + 1752 +
10.03 10.86

532.33 556.84 +
73.90 97.70

262+135 1.24+0.89

3.03+£231 453+4,05

6.65+1.80 7.72+2.26

% change
(Cn

2.50 +2.99"
(2.50/0.00)

2.50 +2.99"
(2.50/0.00)

1.20 + 4.58"
(-2.63/5.03)

9.93 +16.22
3.63/23.50)

10.00 +
16.42

3.73/23.73)
114+
48.78

41.92/39.64
)

-22.88 £
42.47

73.12/1.37)

60.93 +
101.8"

24.18/146.0
5)
227+
18.63

17.86/13.30
)
62.56 +
68.80

220.40/290.
30)

506.97 +
114.72
(-424.96/-
68.94)

28.61+
59.50

21.13/78.36
)

Risk
Ratio

6.12

6.12

1.88

1.33

1.33

0.70

8.00

14.00

1.53

0.94

0.94

1.22
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Protein
consumption (g)

Lipids
consumption (g)

CHO
consumption (g)

Calorie
consumption
(kcal)

132.56 +
44.86

76.46 =
24.83

298.50 +
62.85

241241 +
451.91

87.94 +
30.59™

48.27 +
12.16™

209.54 +
55.85"

1494.84 +
449.16™

-23.88 ¢
43.60 126,51 +
(-46.30/- 61.84
1.46)
-29.76 +
30.29 100.06 +
(-45.34/- 93.47
14.18)
-29.19 +
15.60 268.01 +
(-37.21/- 51.91
21.17)
3177+
11.69 2478.65 +
(-37.78/- 415.58
25.76)

105.87 +
49.87

93.47 +
20.63%

229.65 +
80.31

2387.14

505.52"

-11.64 £
35.85

68.69/45.40
)

-45.37 +
3.32

(-50.67/-
40.08)

-14.91 +
26.08

56.42/26.59
)
-27.06 +
8.88
(-41.19/-
12.94)

1.01

0.94

1.25

1.33

AC = abdominal circumference. VO,max = maximum oxygen consumption. vVO,max = velocity associated
with the VO,max. FRAP = ferric reducing antioxidant potential. TBARS = thiobarbituric acid reactive
substances. CHO = carbohydrate. Values are means * standard deviation; CI = confidence intervals (-
95%/+95%). *p < 0.05 versus ITG postintervention. ** p < 0.05 versus preintervention in the same group. * p
<0.05 versus ITG % change.

Table 2: Correlation between the percentage change of adiponectin and percentage change

of the parameters of oxidative stress after intervention.

r p value
Adipnectin and SOD 0.53 <0.01
Adipnectin and FRAP 0.39 <0.05
Adipnectin and TBARS 0.04 0.84
Adipnectin and catalase -0.11 0.62

FRAP = ferric reducing antioxidant potential. SOD = superoxide dismutase. TBARS = thiobarbituric acid
reactive substances. For this analysis we used the subject interdisciplinary therapy group (n = 17) and the
subject of control group (n = 8), totaling 25 subjects.
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Purpose

Methods

Results

Conclusions

ABSTRACT

The purposes of this study were: 1) investigate whether different
markers of inflammation (CRP and TNF-a) are correlated to
VVO2max and VOomax in adolescents with obesity; 2) examine the
association of these variables when adjusted by parameters of
body composition.

Were selected 57 individuals, 34 girls and 23 boys. Anthropometric
measurements (weight, height and abdominal circunference) and
body composition (BMI, visceral fat, body fat) were assessment.
Plasma TNF-a and CRP was measured. Graded maximal exercise
testing was performed to obtain the maximum oxygen consumption
(VO2max) and velocity associated with the VOzmax (VWO2max)-
Significant correlations of CRP with VOznax and vWOzomax were
found (r=-0.40 and r=-0,36, respectively). No correlations were
observed between TNF-a and VOzmax € VWO2max. CRP was
associated to the VOgmax and vVOzmax independently of
measurements of body composition.

The CRP was inversely associated with direct measurement of
VO.max and the indirect variable of cardiorespiratory fitness
VWO:2max, IN Obese adolescents, even after adjustments in body
composition, a potential confounding factor. No association was
found between TNF-a and the parameters of cardiorespiratory
fitness.

Keywords: C-reactive protein, cytokines, oxygen consumption, treadmill test and

exercise therapy.
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Implications and Contribution

The findings of this study demonstrate that it is possible to prescribe the
appropriate intensity of exercise for obese adolescents, respecting the biological
individuality and offering a practical and inexpensive test to assess this population.
Introduction

The increased prevalence of obesity in adolescence has become a public health
problem (1), because obesity in childhood and adolescence is strongly correlated
with adult obesity, which reduces the quality of life of individuals and increases the
economic costs of health care (2).

Recent studies have demonstrated a systemic inflammation in obese children and
adolescents, characterized by high level of pro-inflammatory cytokines and
chemokines (3, 4). Another studies show a mediator role of systemic inflammation
in the development of chronic diseases such as cardiovascular diseases and type
2 diabetes (5, 6, 7). Therefore, adolescents with obesity are more exposed to
possible comorbid conditions.

A high cardiorespiratory fitness is associated with a reduced systemic
inflammation (8). Previous studies have shown an inverse association between the
C-reactive protein (CRP) and cardiorespiratory fitness (9, 10, 11). However,
research on the association between markers of inflammation and
cardiorespiratory fitness were not performed with the obese adolescent, which
would be important due to potential future prevention of comorbidities in this
population.

In addition, the association between inflammatory markers and a practical
parameter of prescription of training, which can be used in the field, as the velocity
associated with maximum oxygen consumption (VWO:2max), has not yet been
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studied. The vWO:nmax is defined as the speed which elicited the highest oxygen
consumption, and was first examined by Cooper (1968) (12), as an alternative
method for predicting VOznmax in the effort to simplify the procedures of the tests
and reduce costs.

Thus, the purposes of this study were: 1) investigate whether different markers of
inflammation (CRP and TNF-a) are correlated to vWOzmax and VOzmax in
adolescents with obesity; 2) examine the association of these variables when
adjusted by parameters of body composition.

Methods

One hundred and seventy-five participants were initially recruited for participation
in this study which were medically screened, their pubertal stage was assessed,
and their anthropometric measures were recorded (ie, height, weight and BMI).
The endocrinologist completed a clinical interview including questions to determine
eligibility based on inclusion criteria: being post-pubescent, according to the
classification of Tanner and Whitehouse (1976) (13) and obese, BMI>95th
percentile of the curve proposed by the Center for Diseases Control (CDC); and
exclusion criteria: identification of genetic, metabolic or endocrine diseases, and
previous use of drugs. At the end of this screening were selected 57 individuals,
34 girls and 23 boys (table 1). This study was approved by the Ethics Committee
and Research in Human Beings of the Federal University of Uberlandia-Brazil
(doc#498/10) and all the participants and their parents have signed a consent
form.

Weight was measured by an electronic balance and height by a stadiometer. Body
mass index (BMI) was calculated as kilograms per square meter. The abdominal
circumference (AC) was assessed by perimeter of the abdomen at the height of
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the navel with a anthropometric tape (Sanny, SN-4010, Brasil). Body composition
was estimated by analyzer of tetrapolar bioelectrical impedance (Biodynamics,
BIA310e, USA). Visceral fat (VF) was estimated by ultrasonography (Mindray, DC-
6, China), defined as the distance between the internal surface of the abdominal
rectus muscle and the anterior wall of the aorta (14). All abdominal
ultrasonographic (US) procedures and the measurements of visceral fat tissue
were performed by the same physician. The intraexamination coefficient of
variation for US was 2.6%.

Blood samples were obtained by venipuncture after an overnight fast. Plasma
TNF-a was measured by a quantitative two-site high-sensitivity enzyme
immunoassay (DRG Diagnostics, Germany), CRP by a polystyrene particle
enhanced high-sensitivity immunoturbidimetric assay (Aptec Diagnostics, Belgium)
Graded maximal exercise testing (2min by stage, initial speed — 3km.h™, increase
of 1km.h™ by stage and treadmill inclination fixed at 1%) was performed on a
motor-driven treadmill (Movement, RT 250pro, Brasil). A ergospirometer (Cosmed,
FitMatePro, Italy) was used for analysis of the consumption of oxygen breathing by
breathing. The maximum oxygen consumption (VO:max) Was defined as the
highest 30-s average during exercise. The velocity associated with the VOjzmax
(WO,ma) Was obtained by the following formula: WOsmax (km.h™?) = v + 1.0 x
(t/220). Where v is the last velocity completed for 120 seconds; t the number of
seconds the final not completed velocity was sustained; 1.0 is the value of the
increase in velocity in km.h-1 from the last stage and 120 is the number of
seconds in the stage (15).

Initially, we tested the normality of all variables (Shapiro Wilk's test). CRP, TNF-q,
relative VO,max and VWO nax Were logarithmically transformed [log(x+1)] to reduce
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skewness. Descriptive statistics are given as mean (SD) (as well as range). The
correlation between the parameters of cardiorespiratory fithess (VOzmax, VVO2max)
and the markers of systemic inflammation (CPR and TNF-a) was performed by
Pearson's correlation coefficient. To assess whether inflammatory markers were
independently associated with cardiorespiratory fitness after adjustment for
potential confounders (body composition), was performed multivariable regression
analyses. Predictive variables were included in models with a significance level of
p<0,10. Statistical significance was inferred at p<0,05. Statistical analyses were
performed with Statistica version 7.0.

Results

The participants characteristics are shown in table 1.

Significant correlations of CRP with VO,max and vVO2nax are shown in figure 1A
and B.

The relationship between the CRP and the VO,max Was reduced when adjusted for
three variables of body composition, r=-0,40 for 3=-0,28 (BMI), =-0,34 (AC) and
B=-0,35 (VF), as well as, two parameters have reduced the association between
CRP and vVOgmax, r=-0,36 for p=-0,29 (AC) and p=-0,31 (VF), however these
associations remained significant. No relationship was found between the CRP
and the parameters of cardiorespiratory fitness when adjusted by BF (table 2).
Significant correlations were found of the VWO with BMI, AC and BF. Similarly
these same variables were also correlated to VOomax (table 3).

No correlations were observed between TNF-a and VOzmax € VWO2max (figure 1C
and D), the association of these factors adjusted for body composition did not

change the results (table 2).
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Discussion

The main finding of the present study was that, CRP was inversely related to
VOomax and vwWOzmax (figure 1A and B), even after adjustment for potential
confounders such as BMI, AC and VF (table 2), in adolescents with obesity.
Although other studies have demonstrated the inverse correlation between
inflammatory markers and cardiorespiratory fitness (9, 10, 11), this is the first
study to demonstrate: 1) this association in obese adolescents and 2) a significant
correlation between the CRP and vWOomax.

It has been recommended for subjects with chronic diseases, including obese,
exercise of moderate and vigorous intensities (16, 17, 18). In this sense, the
VVO2max Can be used as a reference for prescription of training, as shown in some
studies (19, 20). It is a parameter which can be obtained in practice: it is viable
and not requiring equipment of high cost and specialized personnel. Adding to this,
the findings of this study, it becomes clear the usefulness of vWO,nax @s a tool in
the exercise evaluation for obese adolescents.

As WOzmax and the VO,max show similar correlations with inflammatory markers
(figure 1) and indicators of body composition (table 3), we can infer that it can be
reliably used for prescription of training in obese adolescents. The parameter most
scientifically studied, VOzmax, IS Not commonly available at training centers, gyms,
parks and schools, and thus rarely used in the training prescription. In addition,
the exercise based on vVOymax, reduces the empiricism and generalization,
because suits the intensity to biological individuality of obese adolescents.

The levels of CRP were associated to the VOzmax and vWO,max independently of
measurements of body composition (table 2). One study with 172 subjects aged
26-84 years also found a significant correlation (r = -0.40) between CRP and
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VO2max, Which is in accordance with the data found in this study (11). This finding
is also consistent with the results of previous studies (21, 10), however more
studies are needed to clarify the reasons for this association.

The motives for the correlation between cardiorespiratory fitness and levels of
CRP are not well elucidated. However, hepatic CRP production is stimulated by
interlukin-6 (IL-6) and, to a lesser extent, by iterleukin-1 (IL-1) and TNF-a (22).
Individuals who are obese and/or hyperinsulinemic have increased adipocyte
production of inflammatory markers, including IL-6 and TNF-a (23, 24, 25).
Several studies suggested a close relationship between cardiorespiratory fitness
and inflammatory status (26, 27). Although we have not examined the
concentrations of IL-6 and IL-1, our study demonstrated a production of TNF-qa in
obese adolescents (table 1), similarly to other studies (28). Whereas, the inverse
correlation between the accumulation of body fat and cardiorespiratory fitness is
well established, therefore, the relationship between, CRP, VOzmax and vWOzmax
should be mediated by the adipose tissue.

Association between the VOzmax, VVO2max and the TNF-a. was not found (figure 1C
and D). The reason for increased circulating TNF-o levels observed in obese
people is not thought to be associated with over-production in the adipose tissue.
It is hypothesized that systemic effects of leptin or other adipokines may induce
TNF-a secretion from macrophages and lymphocytes (29). However, TNF-a is
involved in the pathophysiology of obesity-associated insulin resistance and
atherosclerosis (30, 31), therefore, the study of its association with the variables

related to obesity still deserves attention.
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Limitations of the present study include the relatively small sample size and cross-
sectional design. Future studies are needed to identify which inflammatory
pathway is associated with cardiorespiratory fithess and determine the
pathophysiological mechanisms involved in this association.

In conclusion, the CRP was inversely associated with direct measurement of
VO2.max and the indirect variable of cardiorespiratory fithess vWO;max, in 0Obese
adolescents, even after adjustments in body composition. No association was
found between TNF-a and the parameters of cardiorespiratory fitness.
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Table 1. Participants Characteristics

Mean (SD) Range

Age, years 16.4 (1.56) 13.0-20.0
Body Composition

Body mass index, kg/m? 36.0(4.3) 29.1-49.2

Abdominal circumference, cm 114.6 (10.5) 93.0-142.0

Body fat, % 335(5.5) 20.0-44.4

Visceral fat, cm 3.7(11) 1.5-6.5
Cardiorespiratory Fitness

VOomax, ml.kg™t.min™ 26.0(46) 18.0-385

VOsmax, L.min™ 2.6 (0.6) 1.8-4.2

Velocity associated with VOymax km.h™ 8.3 (1.3) 6.2—11.8
Markers of Inflammation

CRP, mg/dL 1.1(0.8) 0.5-4.4

TNF-a, pg/mL 5.0(4.2) 0.0-18.0
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Table 2: Multiple regression models with parameters of body composition and
cardiorespiratory fitness as predictors of CRP.

Predictors Variables b
) . (variable A/variable  p model
(variable A/variable B)
B)

BMI/ VVOomax 0,31°7-0,22" 0,002
BMI/ VOomax 0,29°7-0,28" 0,000
AC/ VWO5max 0,26°/-0,29" 0,003
AC/ VOsmax 0,2477-0,34 0,001
BF/ VWO omax 0,257-0,22" 0,006

BF/ VOomax 0,237-0,27" 0,001
VFE/ VWO max 0,307/-0,31" 0,001
VFE/ VOomax 0,287/-0,35 0,002

Regression coefficient f and p model values of multiple linear regression analysis. AC,
abdominal circumference; BF, body fat; BMI, body mass index; CRP, C-reative protein;
TNF-a, tumor necrose factor alpha; VF, visceral fat; VOyma, maximum oxygen
consumption; VVOamax, Velocity associated with VOsmax. @ p<0,10 for inclusion in the

model.
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Table 3: Association between cardiorespiratory fitness and parameters of body

composition

VOZmax VVOZmax

r P r p
BMI  -0,41 0,00 -0,45 0,00
AC -026 0,04 -026 0,04
BF -0,46 0,00 -0,54 0,00
VF -0,21 0,11 -0,16 0,22

VOZmax 0,82 0,00

Correlation coefficient r and p values. AC, abdominal circumference; BF, body fat; BMI,
body mass index; CRP, C-reative protein; TNF-a, tumor necrose factor alpha; VF,
visceral fat; VOymax, maximum oxygen consumption; vVOomax, Velocity associated with

VOZmax-
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Figure 1: Correlations between markers of inflammation and cardiorespiratory fitness
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Scatter plots depicting correlation between log (x+1) C-reactive protein (CRP), and log

(x+1) tumor necrose factor alpha (TNF-o) with log (x+1) maximal O, consumption

(VO2max) and log (x+1) velocity associated with VO2max (vVVO2max). Bold: significant

association.
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