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Anti-oxLDL autoantibodies and their correlation with lipid
profile and nutritional status in adolescents

Auto-anticorpos anti-LDLox e sua correlacdo com o perfil lipidico
e o estado nutricional de adolescentes

Leticia B. Sanches?, Isis T. da Silva?, Aline F. S. Paz3, Mauro Fisberg®, Isa P. Cintra®,
Betzabeth S. Villar®é, Nagila R. T. Damasceno®

Resumo

Objetivo: Avaliar se o contelido de auto-anticorpos anti-LDL
oxidada (anti-LDLox) no plasma de adolescentes correlaciona-se com
suas medidas antropométricas e com o perfil lipidico.

Métodos: O estudo incluiu 150 adolescentes com idade entre
10 e 15 anos, recrutados do ambulatério de obesidade da
Universidade Federal de Sdo Paulo (SP) e de escolas publicas de
Piracicaba (SP). Foram avaliadas medidas antropométricas, como
indice de massa corporal, circunferéncia de cintura e do brago,
classificando os adolescentes em eutrofico, sobrepeso e obeso. Para
as analises bioquimicas, foi realizado o perfil lipidico através de
métodos enzimaticos colorimétricos, e para detecgédo do contetido
de auto-anticorpos anti-LDLox, utilizou-se o método de ELISA.

Resultados: Segundo andlises das varidveis antropométricas,
0 grupo obeso apresentou perfil alterado em relagdo aos grupos
eutrdfico e sobrepeso (p < 0,01), indicando risco cardiovascular.
Quando o perfil lipidico foi avaliado, observaram-se diferengas
estatisticamente significativas para as concentragdes de colesterol
total (p = 0,011), HDL-colesterol (p = 0,001) e LDL-colesterol (p <
0,042) nos grupos eutréfico e obeso. Para as analises de
auto-anticorpos anti-LDLox plasmatica, os grupos sobrepeso (p =
0,012) e obeso (p < 0,001) apresentaram valores superiores ao
grupo eutrofico. Também houve correlagdes entre os auto-anticorpos
anti-LDLox e varidveis antropométricas.

Conclusdo: A presenca de auto-anticorpos anti-LDLox em
adolescentes e as alteragdes metabdlicas no perfil lipidico variaram
de modo proporcional com parametros antropométricos, o que torna
o contelido de anti-LDLox um potencial indicador bioquimico de risco
para sindrome metabdlica.
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Abstract

Objective: To investigate whether levels of autoantibodies to
oxidized LDL (anti-oxLDL) in the plasma of adolescents correlates
with their anthropometric measurements and lipid profiles.

Methods: The study enrolled 150 adolescents aged between 10
and 15 years, recruited from the obesity clinic at Universidade Federal
de Sao Paulo (SP) and from public schools in Piracicaba, SP, Brazil.
Anthropometric measurements such as body mass index and waist
and arm circumferences were used to classify the adolescents as
having healthy weight, overweight or obesity. Colorimetricenzymatic
methods were used for biochemical lipid profile analysis and ELISA
was used to determine anti-oxLDL autoantibody levels.

Results: Analysis of anthropometric variables indicated that the
obese group’s profile was abnormal compared to the healthy weight
and overweight groups (p < 0.01), indicating cardiovascular risk.
Analysis of the lipid profiles demonstrated statistically significant
differences in concentrations of total cholesterol (p = 0.011),
HDL-cholesterol (p = 0.001) and LDL-cholesterol (p < 0.042) between
the healthy weight group and the obese group. Analysis of plasma
anti-oxLDL autoantibodies demonstrated that the overweight (p =
0.012) and obese groups (p < 0.001) had higher values than the
healthy weight group. There were also correlations between
anti-oxLDL autoantibody levels and anthropometric variables.

Conclusions: In adolescents the presence of anti-oxLDL
autoantibodies and metabolic changes to the lipid profile vary in
proportion with anthropometric parameters, which makes anti-oxLDL
concentration a potential biochemical indicator of risk of metabolic
syndrome.

J Pediatr (Rio J). 2008,84(3):258-263: Anti-oxLDL autoantibodies,
lipid profile, anthropometry and adolescents.
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Introducao

A obesidade é uma doencga cronica, multifatorial, caracte-
rizada pelo acimulo excessivo de tecido adiposo no orga-
nismo, no qual tanto o aporte caldrico quanto o gasto
energético dependem ndo sé de fatores genéticos e fisiologi-
cos, mas também de varidveis culturais, sociais e psicoldgi-
cas, que determinam a quantidade e qualidade da
alimentacdo!. No Brasil, nas Ultimas décadas (1974-1996),
observou-se o aumento na prevaléncia de sobrepeso/
obesidade na populacdo geral (24,8%)?, inclusive entre ado-
lescentes, sendo que, entre 2002 e 2003, 18,7% deste grupo
populacional apresentou sobrepeso/obesidade>. Portanto,
esse subgrupo apresenta um comportamento epidémico de
risco para obesidade e suas complicagbes®, sobretudo por-
que essas alteragées podem persistir na vida adulta, favore-
cendo o aumento no risco de sindrome metabdlica (SM).
Dentre as complicagbes metabdlicas mais comuns,
destacam-se a intoleréncia a glicose, diabetes tipo II, hiper-
tensdo e dislipidemias®, todos intimamente relacionados ao
estresse oxidativo®.

Neste contexto, as modificacGes oxidativas em biomolé-
culas e, particularmente, na lipoproteina de baixa densidade
(LDLox), além de serem componentes intrinsecos da génese
da obesidade, tém sido identificadas como um fator pro-
aterogénico primario’. Segundo Miller et al.”, os produtos
gerados (malondialdeido, dienos conjugados, hidroperoxi-
dos) apresentam elevado potencial citotdxico, quimiotatico e
pré-inflamatdrio®. Destaca-se ainda a capacidade imunogé-
nica da LDLox, pois esta particula e seus auto-anticorpos tém
sido identificados tanto nas lesSes aterosclerdticas®® quanto
na circulacdo®1°, Apesar dessas observacbes, a participacdo
dos auto-anticorpos anti-LDLox no desenvolvimento de fato-
res de risco associados a SM em adolescentes, sobretudo obe-
so0s, ainda é pouco investigada. Custo, tempo e mao de obra
especializada necessarios ao monitoramento de biomarcado-
res tém estimulado o desenvolvimento e validagdo de ferra-
mentas alternativas. Dentre estas, os parametros
antropométricos direcionados a avaliagdo do estado nutricio-
nal de adolescentes tém sido amplamente usados em estu-
dos epidemioldgicos por serem um método pratico, rapido e
de baixo custo, embora possuam algumas limitagdes?'?!.

Portanto, o objetivo deste estudo é verificar se o conte-
Udo de auto-anticorpos anti-LDLox no plasma de adolescen-
tes correlaciona-se com medidas antropométricas e perfil
lipidico classicamente utilizados na avaliagdo do risco de SM
em adolescente.

Métodos

O estudo incluiu 150 adolescentes, de ambos os sexos
(60% meninas e 40% meninos), com idade média de
12,8+1,29 anos. Desses, 73,3% (n = 110) vieram de Escolas
Publicas de Piracicaba, ao passo que 26,7% (n = 40) eram
provenientes do ambulatério de obesidade da Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).
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O estudo foi do tipo corte transversal e incluiu adolescen-
tes com idade entre 10 e 15 anos, recrutados do ambulatério
de obesidade da UNIFESP e de escolas publicas do municipio
de Piracicaba (SP). O tamanho da amostra foi determinado
para um estudo aleatorizado, utilizando trés fatores: faixa eta-
ria (quatro niveis), sexo (dois niveis: masculino e feminino) e
grupo (trés niveis: eutréfico, sobrepeso e obeso). Para um
poder minimo de 80%, nivel de significancia alfa (p) de 0,05 e
para detectar uma diferenca minima entre os valores médios
dos extratos em torno de trés unidades, foi determinado
tamanho da amostra utilizando o programa Power Analysis
Sample Size'?. Deste modo, estimou-se que cada grupo deve-
ria conter um minimo de 48 individuos por grupo.

Foram excluidos aqueles com indice de massa corporal
(IMC) menor que o percentil 313 para sexo e idade, adoles-
centes que apresentassem diagndstico clinico de doengas cro-
nicas (diabetes melito, hipertensdo e doengas renais),
adolescentes sob uso continuo de medicamentos e participan-
tes de outros protocolos de pesquisa. Todos os responsaveis
pelos participantes passaram pelo processo de esclareci-
mento, apods o qual assinaram o termo de consentimento. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Saude Publica da Universidade de S&o Paulo (n°® 1223) e aten-
deu as normas do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
com Humanos®*,

Medidas de altura e peso foram determinadas, respecti-
vamente, através do Estadiémetro Alturexata (TBW Brasil®,
Brasil) e da balanga digital Control (Plenna®, Brasil). A partir
dessas medidas, foi determinado o IMC, classificado segundo
as curvas de crescimento do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)*3 para género e idade, utilizando os respec-
tivos pontos de corte, por percentil, para classificar os ado-
lescentes em eutrofico, sobrepeso e obeso. Para classificar os
adolescentes quanto a circunferéncia da cintura (CC) e do
braco (CB), foram utilizados os pardmetros de Ferndndez!® e
Frisancho'®, respectivamente. A partir das medidas de CC,
foi determinado o risco cardiovascular (p = 90), segundo
Fernandez?®.

Apos jejum de 12-15 horas, coletou-se 20 mL de sangue
para as analises bioquimicas. O perfil lipidico foi determinado
por meio de métodos enzimaticos colorimétricos. A concen-
tragdo de colesterol total (CT), colesterol associado a HDL e
triglicerideos foi determinada por analise direta. A concentra-
cdo de colesterol associado a LDL e a VLDL baseou-se na for-
mula de Friedwald!”.

Os auto-anticorpos anti-LDLox foram determinados atra-
vés do método ELISA, sendo os resultados apresentados em
absorbéancia relativa ao equivalente de IgG anti-LDLox. A
curva padrao foi feita com IgG total humana (23,4 a 0,183
ug/mL).

Os resultados sdo apresentados sob a forma de média e
desvio padrao referentes as analises coletadas em triplicata
de cada varidvel do estudo. Testou-se a normalidade através
do teste de Kolmogorov-Smirnov (p > 0,05), e as diferencgas
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Figura 1 - Parametros antropométricos e concentragdo de auto-
anticorpos anti-LDLox no plasma (ANOVA, nivel de sig-
nificancia p < 0,05), segundo o estado nutricional (Sdo
Paulo, SP, 2004-2006)

entre os grupos foram avaliadas aplicando os testes de ana-
lise de variancia (ANOVA) e Kruskal-Wallis. O teste de Spear-
man foi utilizado para estabelecer correlagdes entre as
variaveis. O nivel de significancia estabelecido em todas as
analises foi de p < 0,05. As analises foram realizadas através
do programa Statistical Package for the Social Sciences®
(SPSS, vers&o 10.0)8.

Resultados

Baseando-se nos parametros antropomeétricos (IMC), os
adolescentes foram divididos em trés grupos: eutrdéfico (GE,
n = 75), sobrepeso (GS, n = 33) e obeso (GO, n = 42). De
acordo com os resultados obtidos, os grupos nao apresenta-
ram diferenca estatistica em relacdo a sexo (p = 0,299) e
idade (p = 0,301).
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A Figura 1 apresenta os valores médios e desvios padrao
do IMC, CC e CB, segundo o estudo nutricional. A média do
IMC observada para os grupos GE (19,1+2,18 kg/m?), GS
(24,2+1,87 kg/m?) e GO (30,8+4,55 kg/m?) foi estatistica-
mente diferente (p < 0,01). A classificagdo dos adolescentes
segundo IMC foi confirmada pelas analises da CC, nas quais
se verificou que o grupo GO apresentou valores (99,5+13,91
cm) acima do percentil 90 (P90), indicando risco cardiovas-
cular para essa populagao e estaticamente superior aos gru-
pos GEe GS (68,9+7,36e82,3+11,11 cm, respectivamente;
p < 0,01). Perfil semelhante foi observado na avaliagao das
medidas de CB, nas quais os adolescentes obesos
(34,7£10,54 cm) apresentaram valores superiores aos gru-
pos GEe GS (22,8+2,57 e 27,7+4,48 cm; p < 0,01).

A analise do perfil lipidico indicou que as diferengas nas
concentragdes de CT (p = 0,011), HDL-colesterol (p = 0,001)
e LDL-colesterol (p = 0,042) nos grupos GE e GO foram esta-
tisticamente significativas. Entretanto, o grupo GS apresen-
tou valores semelhantes aos grupos GE e GO. As fragdes VLDL-
colesterol e triglicerideos foram semelhantes para os trés
grupos (p = 0,126 € 0,126, respectivamente) (Tabela 1).

A avaliagdo do conteldo de auto-anticorpos anti-LDLox
plasmatica demonstrou que os grupos GS (p = 0,012) e GO
(p < 0,001) apresentaram valores superiores ao grupo GE,
sendo estes diferentes entre si (p = 0,005) (Figura 2).

Quando as variaveis foram correlacionadas, verificamos
que, independente do grupo de estudo, os auto-anticorpos
anti-LDLox apresentaram correlagdo positiva e significativa
comoIMC(r=0,49; p<0,001),CC(r=0,44;p<0,001)e
CB (r=0,44; p < 0,001). A Figura 3 apresenta a correlacao
entre auto-anticorpos anti-LDLox e CC. Entretanto, quando
avaliada a correlagdo entre auto-anticorpos anti-LDLox com
o perfil lipidico, observou-se correlagao com LDL-colesterol (r
=0,205ep <0,01). NaTabela 2, estdo representados os valo-
res das correlagGes entre perfil lipidico e perfil antropométrico.

Discussao

A obesidade é um problema de satide publica cuja preva-
|éncia é crescente na populacdo de adolescentes. Neste sen-
tido, nosso objetivo foi avaliar a possivel correlagdo entre

Tabela 1 - Perfil lipidico de adolescentes, segundo estado nutricional (S&o Paulo, SP, 2004-2006)*"

GE (n = 75) GS (n = 33) GO (n = 42)
Média Média Média
Colesterol total 130,7+26,79 136,8+31,14 148,1+33,29¢
HDL-colesterol 39,6+9,64 36,2+6,83 32,6+11,90%
LDL-colesterol 89,5+26,11 96,9+30,89 103,0£28,99*
VLDL-colesterol 14,2+8,17 16,6+10,26 16,9+8,65
Triglicerideos 71,2+40,85 83,2+51,31 84,3+43,24

GE = grupo eutrdéfico; GO = grupo obeso; GS = grupo sobrepeso.
* Valores em mg/dL.

" Diferencas significativas foram estabelecidas utilizando-se o teste ANOVA com nivel de significancia de p < 0,05.

* Versus grupo eutrdfico.
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Figura 2 - Parametros antropométricos e concentragdo de auto-
anticorpos anti-LDLox no plasma (Kruskal-Wallis, nivel
de significancia p < 0,05), segundo o estado nutricional
(S&o Paulo, SP, 2004-2006)
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Figura 3 - Correlagao entre os auto-anticorpos anti-LDL oxidada
e circunferéncia da cintura (Sdo Paulo, SP, 2004-2006)

parametros antropomeétricos e bioquimicos classicos com o
conteldo de auto-anticorpos anti-LDLox associados a
obesidade.

A concentragao de CT e LDL-colesterol, quando compa-
rada entre os trés grupos de adolescentes, indicou um
aumento proporcional ao IMC, em que GO apresentou a maior
concentragdo de lipideos séricos. De forma contraria,
observou-se associagdo inversa entre HDL-colesterol e IMC,
embora todos os grupos tenham apresentado valores abaixo
do recomendado. Desta forma, observamos que os resulta-
dos obtidos neste estudo comprovam estudos prévios, nos
quais se observou associagao positiva entre o CT e 0 IMC, bem
como reduzidos niveis de HDL-colesterol em adolescentes
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obesos'®. Apesar de diversos estudos indicarem que a maio-
ria dos adolescentes se encontra dentro dos limites aceita-
veis para CT e LDL-colesterol, um elevado percentual
apresenta valores na faixa limitrofe (150-169 e 100-129
mg/dL, respectivamente), indicando o potencial risco no qual
esta populacdo se encontra?®. Em nosso estudo, verificamos
que, independente do estado nutricional, aproximadamente
12,0% estdo acima do nivel étimo para LDL, sendo que este
valor se elevou para 15,2 e 21,4% quando analisamos os indi-
viduos com sobrepeso e obesidade, respectivamente.

Além da relagé&o entre perfil lipidico e antropometria obser-
vada em nosso estudo, Weiss et al.?* demonstraram que a
obesidade se correlacionou com resisténcia a insulina (r =
0,31 e p < 0,001), glicose de jejum (r = 0,08 e p =0,08) e
glicose pos-prandial (r=0,12ep =0,007). Resultados seme-
Ihantes foram observados no estudo de Sur et al.?2, que des-
creveram aumento do IMC simultaneo a elevagdo de CT e LDL-
colesterol. No presente estudo, encontramos correlagdes
semelhantes, evidenciando a relagao direta entre o estado
nutricional e fatores de risco associados a doenca arterial coro-
nariana. As correlagdes obtidas, embora significativas, foram
fracas (r < 0,5), indicando que outros fatores influenciam o
ganho de peso, como fatores genéticos, ambientais e o nivel
de atividade fisica. Além dessa possibilidade, é provavel que
devido a maioria dos adolescentes do nosso estudo (88,0%)
apresentar perfil lipidico dentro dos limites desejaveis e 50%
da amostra ter sobrepeso ou obesidade, a correlagdo entre
estas variaveis tenha sido enfraquecida.

O excesso de peso predispde ao risco de doencgas cardio-
vasculares, influenciando alteragées no metabolismo de lipi-
deos, glicose e pressdo arterial®3. Assim, o reconhecimento
dessas alteragbes é, ao mesmo tempo, indicativo de risco car-
diovascular e de morbidade associavel a obesidade?°. Apesar
dos estudos acima, Siemianowicz et al.?* demonstraram que
criangas com elevado risco de doengas cardiovasculares
devido a histéria familiar ndo apresentam os classicos fatores
bioquimicos de risco para aterosclerose. Conseqiente-
mente, € importante encontrar outros marcadores bioquimi-
cos que possam traduzir seu risco global para doengas
cardiovasculares.

Neste contexto, as modificacGes oxidativas na LDLtém se
tornado importante alvo de monitoramento, sobretudo no
processo aterosclerdtico?®. Estas observacdes sugerem que
a deteccgdo destas particulas, assim como de seus auto-
anticorpos, possa representar um importante marcador bio-
quimico associado ao processo oxidativo in vivo?®. Como o
monitoramento da LDLox exige métodos sofisticados (croma-
tografia liquida de alta eficiéncia/cromatografia liquida de per-
formance rapida, anticorpos), sua aplicagdo ainda é
relativamente limitada aos estudos experimentais. Ao con-
trario, a analise dos auto-anticorpos apresenta-se como uma
ferramenta de baixo custo, rapida, precisa e especifica.

De acordo com Young & McEneny2®, os auto-anticorpos
anti-LDLox estdo relacionados a progressao da ateroscle-
rose. Existem relatos de que criancas eutroficas tém elevada
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Tabela 2 - Correlagdes entre varidveis de perfil lipidico e perfil antropométrico (S&o Paulo, SP, 2004-2006)

Colesterol total

LDL-colesterol HDL-colesterol

r P P r P
IMC (kg/m?) 0,236 0,004* 0,215 0,008* -0,244 0,003*
CC (cm) 0,272 0,001%* 0,166 0,044%* -0,138 0,095
CB (cm) 0,251 0,002* 0,108 0,19 -0,063 0,448

CB = circunferéncia do brago; CC = circunferéncia da cintura; IMC = indice de massa corporal.
* Diferencas significativas foram estabelecidas utilizando Correlagdo de Spearman com nivel de significancia de p < 0,05.

producgao de auto-anticorpos anti-LDLox, inclusive apresen-
tando valores maiores que adultos?”. Nesse mesmo sentido,
Barros et al.*® encontraram valores inferiores de anticorpos
anti-LDLox em criancgas e adolescentes hipercolesterolémi-
cos com ou sem histoérico familiar de hipercolesterolemia e
doencas arteriais coronarias, quando comparados ao grupo
controle. Embora os estudos apresentem perfil diferente do
observado em nosso estudo, Liuba et al.?® demonstraram que
a inflamacdo aguda em criancas € acompanhada por mudan-
cas pro-aterogénicas nos lipideos, juntamente com a eleva-
cao de anticorpos anti-LDLox, sugerindo o desenvolvimento
da aterosclerose. Mais recentemente, Rodenburg et al.?°
encontraram que criangas com histérico familiar de hiperco-
lesterolemia apresentaram maiores niveis de auto-anticorpos
(isotipo IgG e IgM), imunocomplexos anti-apoB e anti-
malondialdeido (isotipo IgM). Portanto, ha um consenso sobre
a participagao dos anticorpos anti-LDLox, embora o impacto
do seu aumento ou reducdo sobre doencas crénicas, como
obesidade e aterosclerose, ainda exija maiores investiga-
gOes. Apesar disso, e em sintonia com os resultados apresen-
tados em nosso estudo, é provavel que o aumento de auto-
anticorpos anti-LDLox seja um marcador precoce de risco
cardiovascular em adolescentes obesos. No presente estudo,
a produgao de auto-anticorpos anti-LDLox de acordo com a
elevacdo do IMC cria a perspectiva de interacdo de parédme-
tros bioquimicos e antropométricos, ambos direcionados a
avaliagao do risco cardiovascular de adolescentes. Embora
sejam reduzidos os estudos envolvendo a producao de auto-
anticorpos anti-LDLox em adolescentes, segundo Binder et
al.?%, aresposta imune tem importante papel na aterogénese
e doencgas associadas (obesidade e diabetes), sugerindo a
participagdo destas particulas na progressdo dessas doengas.

Portanto, os resultados apresentados neste estudo com-
provam a presencga de auto-anticorpos anti-LDLox em ado-
lescentes e estabelecem sua relagdo com parametros
antropométricos e bioquimicos usados no monitoramento da
SM.
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