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Resumo

Objectivo. Verificar a associagdo entre o fendtipo da hapto-
globina (Hp), uma proteina de fase aguda, e a concentracio
plasmatica de glutationo total (GSHt) em adolescentes obe-
sos, como forma de avaliar a capacidade antioxidante de res-
posta ao processo inflamatdrio relacionado com a obesidade.

Amostra Populacional. Foram estudados 69 adolescentes
obesos, de acordo com o valor de corte de Cole, com média
de idades de 11,2 + 1,17 anos e IMC 27 4 +4.8. O grupo con-
trolo € constituido por 104 adolescentes eutréficos.

Métodos. A determinacdo do fenétipo da haptoglobina plas-
mdtica foi efectuada por electroforese em gel de poliacrila-
mida e a concentracdo de GSHt foi obtida por espectrofluori-
metria, usando o o-ftaldeido (OPT) como fluoréforo.

Resultados. Verificou-se que a concentragdo de GSHt nos
adolescentes obesos € significativamente inferior a dos ado-
lescentes do grupo controlo (mediana: 34,65 vs 48,90 pmol/L;
p<0,001), estando a razdo entre o GSHt e a forma oxidada do
glutationo (GSHt/GSSG), igualmente diminuida (mediana:
7,64 vs 7,90; p=0,014). Os adolescentes obesos com o fenoti-
po Hpl.l parecem poder estar mais protegidos contra as
lesoes resultantes da sobrecarga oxidante, uma vez que apre-
sentam niveis de GSHt e razdes GSHt/GSSG significativa-
mente superiores aos adolescentes com fendtipo 2.1 e 2.2.

Conclusoes. O GSH ¢ considerado o principal antioxidante
celular, sendo essencial no funcionamento dos principais
mecanismos de destoxificagdo e combate a lesdo oxidante. A
razdo GSHt/GSSG ¢é um indicador sensivel de sobrecarga oxi-
dante. Uma diminui¢do significativa dos niveis de GSHtotal e
da razdo GSHt/GSSG indicam que a sobrecarga oxidante
pode desempenhar um papel importante na fisiopatologia da
obesidade. Os adolescentes obesos com fendtipo Hpl.1 apre-
sentam valores superiores destes pardmetros pelo que poderdo
estar mais protegidos contra o processo inflamatdrio associa-
do a obesidade.

Palavras-chave: Haptoglobina; glutationo; sobrecarga oxi-
dante; obesidade; adolescentes.
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Oxidative stress as a risk factor related to obe-
sity: association with plasma glutathione levels
and haptoglobin phenotype

Abstract

Aim. To verify the association between the haptoglobin phe-
notype (Hp), an acute phase protein and total plasma gluta-
thione levels (GSHt) on obese adolescents in order to evaluate
the antioxidant response capacity to inflammatory process
related with obesity.

Patients. 69 obese adolescents, according to Cole cohort,
mean age 11.2 + 1.17 years and BMI 27 .4 + 4.8 were studied.
The control group consists on 104 eutrophic adolescents.

Methods. The haptoglobin phenotype of plasma samples was
identified by PAGE and plasma glutathione levels were deter-
mined by spectrofluorescence assays, using o-phtaldehyde
(OPT) as fluorophore.

Results. Plasma GSHt levels of obese adolescents were sig-
nificantly lower compared to control group (median: 34,65 vs
48,90 umol/L; p<0,001), being the ratio between GSHt and
the glutathione oxidized form (GSHt/GSSG) also significan-
tly decreased (median: 7,64 vs 7,90; p=0.014). Obese adoles-
cents with Hpl.1 phenotype might be more protected against
oxidative stress injury, since they presented significantly
increased levels of total plasma GSH and total GSH/GSSG
ratio than Hp 2.1 and 2.2 subjects.

Conclusions. Glutathione is considered the main cellular
antioxidant, being essential for the mechanisms of cellular
detoxification and protection against oxidative attack. The
ratio GSHt/GSSG 1is considered a sensible indicator of
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oxidative stress. A significantly decrease on plasma GSH
levels and on tGSH/GSSG ratio indicated that oxidative
stress seems to play an important role on the obesity phy-
siopathology. Obese adolescents with Hp 1.1 phenotype pre-
sented higher levels of these biochemical parameters there-
fore may be more protect to inflammatory process related
with obesity.

Key-words: haptoglobin; glutathione; oxidative stress; obe-
sity; adolescents.
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Introducao

A obesidade € uma doenga crénica, sendo um dos com-
ponentes associados a sindroma metabdlica, cuja incidéncia
tem aumentado largamente nas udltimas décadas, afectando
nio apenas adultos, mas também criancas e adolescentes.
Encontra-se associada com alteracdes metabdlicas graves e
com um aumento da morbilidade e mortalidade cardio-
vascular. O tecido adiposo segrega um elevado nimero de
hormonas e citocinas, que ndo regulam apenas o metabo-
lismo, mas podem influenciar de forma negativa a fisiologia
do endotélio'”.

O indice de massa corporal é considerado, actualmente, como
um factor de prognéstico independente de mortalidade®*.

O glutationo (GSH) é o principal agente antioxidante ndo
enzimatico, estando envolvido directa e indirectamente na eli-
minacdo de radicais livres e outras espécies reactivas de oxi-
génio. E um tripéptido endégeno constituido por glutamato,
cisteina e glicina, que actua como cofactor dos principais
enzimas antioxidantes e destoxificantes celulares, como o
peroxidase e os transferases do glutationo’. A concentracio
deste péptido encontra-se reduzida na resposta a situacdes de
sobrecarga oxidante e défice proteico, sendo um excelente
marcador de estado patolégico nos diferentes tecidos®. A razao
GSHtotal/GSSG € um parametro marcador do estado redox e
consequentemente, da capacidade antioxidante celular. Esta
razdo demonstra o balanco entre o total de glutationo (forma
reduzida:GSH e oxidada:GSSG) em relacdo ao GSSG (forma
oxidada que ndo possui capacidade antioxidante). O GSSG
ndo deve exceder 10% do GSHtotal, pelo que quanto mais
elevada for esta razdo, maior € a capacidade antioxidante
celular’.

A haptoglobina (Hp) é uma proteina plasmatica cuja principal
fungdo fisiolégica consiste na captacio e remogdo da hemo-
globina (Hb) para o figado. Durante a hemdlise intravascular,
verifica-se a libertacdo de hemoglobina, a qual é capaz de
atravessar o filtro glomerular, causando lesdo do rim’. A Hb
livre pode catalisar reac¢des de oxidacdo das LDL e conse-
quentemente, lesar as células endoteliais vasculares®. Por
outro lado, a libertagdo do ferro hémico pode aumentar a
sobrecarga oxidante, devido ao aumento da geracdo de formas
reactivas de oxigénio, nomeadamente, radical hidroxilo, atra-
vés da reaccdo de Fenton’.

A liga¢do da Hp a Hb previne a libertacdo de ferro hémico,
diminuindo a formacdo de radical hidroxilo e a lipoperoxida-
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¢d0', bem como a lesdo renal'. Desta forma, a Hp desempe-
nha uma importante fungdo antioxidante, ao proteger contra o
potencial oxidante da Hb intersticial'*".

Esta proteina é considerada de fase aguda, uma vez que a sua
sintese se encontra aumentada durante o processo inflama-
tério, muito provavelmente, como um mecanismo compensa-
tério de resposta antioxidante'. A haptoglobina apresenta um
polimorfismo genético, resultante da expressdo concomitante
de trés alelos, que podem ser agrupados em trés grupos de
acordo com os padrdes de banda observados em electroforese:
Hp 1.1, Hp 2.1 e Hp 2.2. Os trés gendtipos diferem no niime-
ro de repeti¢cdes de uma mesma sequéncia, sendo os fenétipos
resultantes diferentes na sua dimensao, estrutura e na capaci-
dade de complexagdo com a Hb’. A expressdo do alelo 1 apre-
senta uma proteina com dimensdes inferiores a apresentada
pelo alelo 2°.

Objectivo

O glutationo, por ser o principal antioxidante celular, pode
alterar a capacidade de resposta ao processo inflamatério. O
principal objectivo deste trabalho € associar a concentragdo
plasmatica deste antioxidante com a haptoglobina, uma pro-
teina de fase aguda que sofre alteracdes na sua funcdo devido
aos seus diferentes fenotipos. A hipdtese apresentada é que os
individuos com o fendtipo da haptoglobina com menor afini-
dade para complexar a hemoglobina (presenca do alelo 2)
podem estar mais sujeitos as ac¢des oxidantes do ferro livre,
e portanto, apresentem concentragdes mais baixas de GSH e
menor razdo GSHtotal/GSSG.

Materiais e Métodos

A amostra populacional em estudo é composta por 69 ado-
lescentes obesos, de acordo com o valor de corte de Cole, com
média de idades de 11,7 + 2,64 anos e IMC 274 + 48. A
amostra populacional de controlo é composta por 104 ado-
lescentes eutréficos. A populacdo de obesos representa uma
sub-amostra de individuos acompanhados clinica e analitica-
mente em ambulatério hospitalar por obesidade primdria. O
grupo de controlo é constituido por adolescentes integrados
num programa de vigilancia de satide visando particularmente
o rastreio de factores de risco cardiovascular. O estudo teve a
aprovacao da comissao de ética local, tendo sido obtido o con-
sentimento informado dos participantes.

A determinacdo do polimorfismo genético (fendtipo) da
haptoglobina foi realizada a partir da Hp plasmatica, por elec-
troforese em gel de poliacrialmida 4,7% em solug¢@o tampao
TRIS-HC10.504M, pH 8.9. As amostras para aplicacdo no gel
(10uL) foram preparadas utilizando sacarose 40% (p/v), Hb
28,2mg/mL e plasma, na propor¢do de 3:2:4, para um volume
final de 45uL. Para a coloracdo das bandas resultantes da
electroforese é usado o método da coloragdo por contacto,
usando o-dianisidina 16mM em 4acido acético 50% (v/v) e,
posteriormente, peroxido de hidrogénio 0,6% (v/v).

As concentracdes de glutationo reduzido (GSH) e oxidado
(GSSG) foram determinadas num espectrofluorimetro Shima-
dzu RF-5000 (Shimadzu Scientific Instruments, Inc., Kyoto,
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Japdo), ap6s precipitacdo das proteinas plasmaticas com dcido
meta-fosférico 25%, de modo a obter a concentragdo total de
glutationo plasmatico. O método baseou-se no descrito por
Hissin e Hilf"® que utiliza a reac¢do entre o GSH e orto-ftal-
deido (OPT) Img/mL em tampdo de fosfatos 0,1M-EDTA
0,005M, pH 8 e, entre 0 GSSG e 0 OPT em NaHO 0,IN, pH
12, de modo a que a N-etilmaleimida (NEM) 0,04M possa
prevenir a interferéncia do GSH nas medi¢des do GSSG. Os
espectros de emissdo e de excitagdo do GSH e do GSSG apre-
sentaram maximos de excitacdo a 340nm e de emissdo a
430nm. Os valores da concentragdo plasmatica de glutationo
total sdo apresentados sob a forma de mediana (intervalo
maximo-minimo) (xmol/L).

A andlise dos resultados foi efectuada utilizando os programas
Primer of Biostatistics (Glantz, Stanton A.; McGraw-Hill
Medical; Columbus, OH, EUA) e SPSS versao 14.0 (SPSS
Inc.; Chicago, Illinois, EUA). Foram utilizados os testes ndo
paramétricos de x> e Mann-Whitney para comparacdes entre
grupos de variavéis sem uma distribuicdo normal. A associa-
¢do entre os niveis de GSHt e o fenétipo da Hp foi avaliada
pelo teste de Kruskal-Wallis. O limiar de decisdo de signifi-
cancia estatistica escolhido foi de p<0,005.

Resultados

As concentragcdes plasmdticas de glutationo total foram
determinadas em 55 adolescentes obesos e comparadas com
as obtidas em 54 adolescentes saudaveis (Quadro I). Veri-
fica-se que a concentragdo de GSH plasmdtico total se
encontra significativamente diminuida na amostra popula-
cional de adolescentes obesos (p<0,001), verificando-se o
mesmo para a razdo GSHtotal/GSSG (p=0,014), que poderd
ser um parametro indicativo do processo inflamatério asso-
ciado a obesidade.

Quadro | - Variagédo da concentragdo de GSH total plasmatico e dos
valores da razdo GSHt/GSSG em adolescentes obesos e em adoles-
centes eutréficos.

Obesos Controlos p
(n=55) (n=54) (Mann-Whitney)
Idade 11,90 (7,0-17,6) 14,41 (13,1-15,9)  p<0,001
GSH total
38,65 (64,9-8,7) 48,9 (70,1-19,5 <0,001
(umoliL) ( ) ( ) P
Razao
6,64 (12,1-2,5 7,9 (11,6-4,7 =0,014
GSHtotalGSSG ( ) ( )P

Resultados apresentados como mediana (valor maximo-minimo).

O polimorfismo genético da haptoglobina foi avaliado por
determinacdo da frequéncia dos fenétipos 1.1, 2.1 e 2.2 nas
duas populacdes estudadas (Quadro II). A distribuicdo do
fendtipo da Hp ndo apresenta diferengas significativas entre
as amostras populacionais estudadas (p=ns). A frequéncia do
alelo 1 ndo difere significativamente entre os adolescentes
obesos e os adolescentes normais (0,384 vs 0,423; ns)
(Quadro III).

Distribuindo a concentracdo plasmética de GSH pelos dife-
rentes fendétipos da Hp, verifica-se que na amostra populacio-
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Quadro Il — Avaliagdo do polimorfismo genético (fenétipo) da hapto-
globina em adolescentes obesos e em adolescentes eutréficos (con-
trolo).

Fenotipo da haptoglobina ~ Adolescentes obesos Controlos
(n=69) (n=104)
1.1 8 (11,6%) 13 (12,5%)
2.1 37 (53,6%) 62 (59,6%)
2.2 24 (34,8%) 29 (27,9%)
Quadro Il - Frequéncia dos alelos 1 e 2 da haptoglobina em adoles-

centes obesos e adolescentes eutroficos (controlo). (x? ns).

Alelo Adolescentes obesos Controlos
(n=69) (n=104)
1 38,4% 42,3%
2 61,6% 57,7%

nal controlo nio existem diferengas significativas de GSH
para os diferentes fenétipos (ns). As razdes GSH total/GSSG
também ndo diferem significativamente para os trés fenoti-
pos, 1.1,2.1 e 2.2 (ns). Estes resultados estdo de acordo com
o facto dos adolescentes normais nio terem processo inflama-
tério decorrente e como tal ndo se encontrarem sujeitos a uma
condi¢do de sobrecarga oxidante.

Na amostra populacional de adolescentes obesos, verifica-se
que a concentrag¢do de glutationo plasmaético € significativa-
mente maior nos individuos com Hp 1.1 do que nos obesos
com Hp 2.1 ou 2.2 (p=0,012). Estes resultados encontram-se
representados na Figura 1.
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Figura 1 — Distribuicdo da concentragao de glutationo total plasmatico
(GSHt) pelo polimorfismo genético (fendtipo) da haptoglobina em
adolescentes obesos e eutréficos. As caixas do grafico incluem os
valores entre o percentil 25 e o 75, sendo que a linha horizontal repre-
senta a mediana. As diferengas entre os grupos foram calculadas
usando o teste de Kruskal-Wallis.
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A razdo GSH total/GSSG na populag@o de adolescentes obe-
sos difere significativamente entre os fendtipos da haptoglo-
bina (p=0,048). Os adolescentes com fenétipo 1.1 apresentam
razdes com valores mais elevados (mediana=9.1) do que os
que possuem o fendtipo 2.1 (mediana=6.9) e 2.2 (media-
na=5.7) (Figura 2). Os adolescentes obesos com fenétipo 1.1
da Hp apresentam, igualmente, concentragoes de GSH plas-
matico significativamente maiores (Figura 1).
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Figura 2 — Distribuicao da razédo GSH total /GSSG pelo polimorfismo
genético (fendétipo) da Hp em adolescentes obesos e eutroficos
(* p < 0,05; Kruskal-Wallis).

Discussao

No presente estudo verificdmos que a concentracdo plasma-
tica de GSH se encontrava significativamente diminuida nos
adolescentes obesos, e que a razdo GSH total/GSSG, um indi-
cador sensivel de sobrecarga oxidante’®, também apresenta
valores mais baixos nestes adolescentes. O GSH ¢ conside-
rado como o maior responsavel pela manutengdo do equilibrio
redox intracelular, quer ao actuar como cofactor de reaccdes
de desintoxicag@o celular catalisadas pela GSH peroxidase e
pelas transferases do glutationo, quer como modulador do
equilibrio tiol-persulfureto celular™”.

A razdo entre a forma reduzida e oxidada do GSH tem uma
ac¢do importante no estado redox de proteinas com grupos
tidlicos. Por outro lado, o estado redox do GSH pode actuar
como um terceiro mensageiro, aumentando ou diminuindo, a
actividade de diferentes processos bioldgicos, nomeadamente
a catdlise enzimadtica e a sintese proteica®.

A diminui¢do da concentracdo plasmética de GSH pode ser
um parametro de susceptibilidade no combate as accoes lesi-
vas decorrentes do processo de sobrecarga oxidante.
Trabalhos realizados em cultura de adipdcitos, demonstraram
que a acumulacdo de dcidos gordos potencia a sobrecarga oxi-
dante via estimulac¢do do oxidase do NADPH e por diminui-
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cdo da expressdo de enzimas antioxidantes®'. Em adultos obe-
sos, foi verificado um aumento da geracao de espécies reacti-
vas de oxigénio resultante da activagdo de leucdcitos, a qual é
responsavel por um aumento da lesdo oxidante de lipidos,
proteinas e aminodcidos®.

Os nossos resultados confirmam os estudos onde foi
demonstrado que os doentes obesos apresentam diminui¢io
da capacidade de defesa antioxidante, sendo mais suscepti-
veis a sobrecarga oxidante”, a qual desempenha um papel
fundamental na indug@o da disfun¢@o endotelial associada a
obesidade’.

Apesar da amostra controlo ter idade média significativa-
mente maior que a amostra de adolescentes obesos (mediana
14,4 vs 11,9 anos), segundo outros autores a concentragcdo
total de GSH ndo varia significativamente com a idade nestas
faixas etdrias'’®. Num estudo realizado por Ono e col.
(2001)" verificou-se que ndo existem diferencas significativas
na concentracgdo total de GSH entre um grupo de criancas sau-
ddveis com idades compreendidas entre 1-15 anos e o grupo
de adultos sauddveis entre os 20 e os 30 anos. O sistema redox
do glutationo € afectado apenas durante o primeiro ano de
vida e no envelhecimento'. Desta forma, a varia¢dao da con-
centracdo de GSH nestas faixas etdrias estard directamente
dependente do processo inflamatdrio associado.

O facto de ndo se observarem diferencas significativas entre a
distribui¢@o dos diferentes gendtipos da haptoglobina entre os
adolescentes obesos e a amostra populacional de adolescentes
saudaveis, permite-nos concluir que o polimorfismo da Hp
nio serd um factor de predisposi¢cdo para a obesidade, no
entanto, verifica-se que os adolescentes com fendtipos 2.1 e
2.2 apresentam concentracdes de GSH plasmatico significati-
vamente mais baixas que os adolescentes que possuem O
fendtipo Hp 1.1.

Assim, os adolescentes Hp 1.1 poderdo estar mais protegidos
contra as lesdes oxidantes resultantes do processo inflama-
tério associado a obesidade, quer por apresentarem concentra-
¢coes mais elevadas de GSH, quer por este fendtipo apresentar
maior afinidade de ligacdo a hemoglobina resultante da hemo-
lise intravascular, e como tal diminuir de forma mais eficaz as
possiveis reaccdes oxidantes catalisadas pelo ferro da Hb,
nomeadamente, a formagao de radical hidroxilo, um dos prin-
cipais agentes iniciadores da lipoperoxidacao.

O potencial redutor do GSH contribui igualmente para a reci-
clagem de outros antioxidantes, como o a-tocoferol (vitamina
E), o ascorbato e provavelmente, os [-carotenos'*. Desta
forma, parece vital a manuteng@o da concentra¢do plasmdtica
e celular do GSH. O GSH plasmitico é responsdvel pelo
transporte da cisteina, um dos precursores da sintese deste
antioxidante, no plasma e pela sua distribui¢do nos tecidos. A
cisteina € obtida, maioritariamente, a partir da metionina inge-
rida na dieta, através da via de transulfuragdo da homocistei-
na, a qual ocorre principalmente no figado”. Uma deplecdo
dos niveis de GSH plasmatico, e consequentemente de cis-
tefna, poderda comprometer a sintese de GSH nos tecidos.

Estudos efectuados sobre a suplementagdo oral deste antioxi-
dante demonstraram que o ascorbato € capaz de reciclar o glu-
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tationo oxidado, mas que o precursor com uma ac¢ao mais
efectiva in vivo € a N-acetilcisteina. Suplementos de L-cis-
teina ndo sdo aconselhdveis, uma vez que em circulagio este
aminodcido pode sofrer autoxida¢cdo com concomitante gera-
¢do de espécies reactivas de oxigénio, nomeadamente radical
hidroxilo**.

A diminui¢@o da concentracdo de GSH na obesidade infantil
resulta num decréscimo global da capacidade antioxidante
destes adolescentes, e como tal, numa susceptibilidade para os
efeitos lesivos da sobrecarga oxidante. A associacdo deste
pardmetro com outros factores de risco, nomeadamente gené-
ticos, como ¢é o caso do polimorfismo da haptoglobina, pode-
rd condicionar de forma mais significativa a evolug@o e pro-
gressdo da doenca.

Conclusoes

Com este estudo foi possivel verificar que o polimorfismo
genético da haptoglobina pode condicionar a resposta
inflamatdria associada a obesidade, através da sua associacdo
com a concentracdo plasmdtica de GSH e com a razdo
GSHtotal/GSSG.

O nosso estudo vem deste modo confirmar os resultados
obtidos anteriormente por outros autores que demonstraram
que os doentes obesos apresentam diminui¢do da capacidade
de defesa antioxidante, sendo mais susceptiveis a sobrecarga
oxidante.
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