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RESUMO

CHAVES, Larissa Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2017. Biomarcadores precoces do estresse oxidativo na sindrome metabdlica e
sua associacdo com a inflamacéo e o perfil lipidico. Orientadora: Josefina Bressan.
Coorientadores: Maria do Carmo Gouveia Peluzio e Jalia Cristina Cardoso Carraro.

Introducdo: A Sindrome Metabodlica (SM) é um conjunto de alteracdes metabdlicas
relacionadas ao maior risco de doencas cardiovasculares e diabetes, sendo as
principais alteracfes a pressao arterial aumentada, dislipidemia, obesidade central e
glicemia de jejum elevada. Seu desenvolvimento pode estar relacionado a varios
fatores, como a inflamacdo, fatores ambientais e o estresse oxidativo. Este por sua
vez, é um estado caracterizado pelo desequilibrio entre o sistema antioxidante e
oxidante, sendo associado a todos os componentes individuais da SM e com o
aparecimento de complicacbes cardiovasculares.  Objetivo:  Identificar
biomarcadores precoces do estresse oxidativo no desenvolvimento de componentes
da SM, bem como sua associacdo com a inflamacdo e perfil lipidico. Metodologia:
Trata-se de um estudo transversal, com participacdo de 226 individuos
aparentemente saudaveis e idade entre 20 e 59 anos. Foram analisadas caracteristicas
antropométricas, de composicdo corporal, marcadores metabdlicos, de estresse
oxidativo e inflamatorios e o perfil de &cidos graxos plasmaticos dos individuos. A
ingestdo dietética foi avaliada por meio de questionario de frequéncia alimentar
semi-quantitativo e a qualidade da dieta de acordo com o indice de qualidade da
dieta. A resisténcia a insulina foi estimada pelo indice HOMA-IR e TyG.
Resultados: Os componentes da SM estiveram associados a marcadores do estresse
oxidativo como o malondialdeido (MDA) plasmatico e eritrocitario e o AU. Além
disso, o MDA plasmatico e 0 AU predisseram 0 nimero de componentes da
sindrome mesmo apés ajustes. Individuos com maiores concentraces de MDA
plasméatico apresentaram maiores valores de triglicerideos (TG), LDL-c, VLDL,
resisténcia a insulina e interleucina-6, e diminuicdo de &cido linoleico. Quando
correlacionados aos parametros metabdlicos e inflamatérios, o MDA eritrocitario
associou-se negativamente ao TG (r= -0,147; p<0,05), LDL/HDL (r= - 0,151;
p<0,05), CT/HDL (r= - 0,178; p<0,05) e acido linolelaidico (r= - 0,082; p<0,05) e
positivamente ao HDL-c (r= 0,143; p<0,05) e IL-6 (r= 0,163; p<0,05). Em

contrapartida, o MDA plasmatico associou-se negativamente ao HDL-c (r= - 0,132;

Xii



p<0,05) e acido linoleico (r= - 0,243; p<0,05) e positivamente aos TG (r= 0,138;
p<0,05), LDL-c (r= 0,146; p<0,05), colesterol total (r= 0,138; p<0,05), VLDL (r=
0,138; p<0,05), TyG (r= 0,137; p<0,05), IL-1B (r= 0,154; p<0,05), IL-6 (r= 0,251;
p<0,01) e acido linolelaidico (r= 0,267; p<0,01). Em relacdo ao AU, verificou-se que
homens com maiores concentracbes de AU apresentaram maior idade e maiores
concentracOes de colesterol total, LDL-c e &cido esteérico, e menores valores de
pressdo arterial diastolica. Mulheres com maiores concentracdes de AU apresentaram
menores valores de glicemia e I1L-10, além disso, 0 AU associou-se negativamente
com a enzima glutationa S-transferase (r=- 0,171; p<0,013). Conclusédo: Marcadores
do estresse oxidativo estdo associados aos componentes da SM. As concentracOes de
MDA plasmatico e de AU sérico podem ser bons preditores precoces do nimero de
componentes da SM e estdo relacionados as alteracBes metabdlicas e inflamatorias.
Além disso, 0 MDA plasmaético e o eritrocitario podem apresentar comportamentos
inversos, sugerindo que o MDA plasmatico e ndo o eritrocitario esteja relacionado as

alteracdes metabolicas e inflamatorias.
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ABSTRACT

CHAVES, Larissa Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Early biomarkers of oxidative stress in metabolic syndrome and its association
with inflammation and lipid profile. Adviser: Josefina Bressan. Co-advisers: Maria
do Carmo Gouveia Peluzio and Julia Cristina Cardoso Carraro.

Introduction: The metabolic syndrome (MetS) is a set of metabolic abnormalities
associated with increased risk of cardiovascular disease and diabetes, being the main
changes increased blood pressure, dyslipidemia, central obesity and high fasting
glycemia. The development of MetS may be related to many factors such as
inflammation, environmental factors and oxidative stress. This, in turn, is
characterized by the imbalance between the antioxidant system and oxidant
processes, and is associated with all the individual components of MetS and with the
emergence of cardiovascular complications. Objective: To identify early biomarkers
of oxidative stress in the development of MetS components, as well as its association
with inflammation and lipid profile. Methods: This is a cross-sectional study with
the participation of 226 apparently healthy individuals with age between 20 and 59
years. Anthropometric characteristics, body composition, metabolic, inflammatory
and oxidative stress markers, and the plasma fatty acid profile of the individuals were
analyzed. Dietary intake was assessed using a semi-quantitative food frequency
questionnaire and the quality of the diet according to the Healthy Eating Index.
Insulin resistance was estimated by the HOMA-IR and TyG index. Results: The
components of MetS were associated with oxidative stress markers, such as plasma
and erythrocyte malondialdenyde (MDA) and uric acid (UA). In addition, plasma
MDA and UA predicted the number of components of the syndrome even after
adjustments. Individuals with higher concentrations of plasma MDA had higher
values of triglycerides (TG), LDL-c, VLDL, insulin resistance and Interleukin -6 (IL-
6), and decreased linoleic acid. When correlated to metabolic and inflammatory
parameters, erythrocyte MDA was negatively associated with TG (r= - 0.147;
p<0.05), LDL/HDL (r= - 0.151; p<0.05), CT/HDL (r= - 0.178; p<0.05) and linolelaic
acid (r=- 0.082; p<0.05), and positively associated with HDL-c (r= 0.143; p<0.05)
and IL-6 (r= 0.163; p<0.05). In contrast, plasma MDA was negatively associated
with HDL-c (r= - 0.132; p<0.05) and linoleic acid (r= - 0.243; p<0.05) and positively
associated with TG (r= 0.138; p<0.05), LDL-c (r= 0.146; p<0.05), total cholesterol
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(r= 0.138; p<0.05), VLDL (r= 0.138; p<0.05), TyG (r= 0.137; p<0.05), IL-1B (r=
0.154; p<0.05), IL-6 (r= 0.251; p<0.01), linolelaic acid (r= 0.267; p<0.01). In
relation to UA, was found that men with higher concentrations of UA presented
higher age and higher concentrations of total cholesterol, LDL-c and stearic acid, and
lower values of diastolic blood pressure. Women with higher concentrations of UA
presented lower values of glycemia and IL-10, in addition, UA was negatively
associated with the enzyme glutathione S-transferase (r= - 0.171; p<0.013).
Conclusion: Oxidative stress markers are associated with the components of MetS.
Concentrations of plasma MDA and serum UA may be good early predictors of the
number of components of MetS and are related to metabolic and inflammatory
changes. In addition, plasma and erythrocyte MDA may exhibit inverse behaviors,
Suggesting that plasma MDA, rather than erythrocyte MDA s related to metabolic

and inflammatory changes.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Sindrome Metabdlica (SM) é caracterizada por um conjunto de alteracdes
metabolicas, incluindo obesidade central, dislipidemia, glicemia de jejum elevada e
pressdo arterial aumentada, estes, constituindo importantes fatores de risco para
desenvolver doengas cardiovasculares (DCV) (VIDIGAL et al, 2015;
NEJATINAMINI et al., 2015).

A grande relevancia dos estudos da SM ocorre em fungdo do aumento do risco de
diversas doengas, como doencas coronarianas, diabetes mellitus Tipo 2 (DMT2) e
morte prematura, sendo o risco de infarto trés vezes maior entre individuos
sindrdmicos (ISOMAA et al., 2001; WILLIAMS et al., 2009). A SM também
aumenta o risco de desenvolvimento de esteatose hepatica nao alcoodlica, sindrome
do ovério policistico, aterosclerose e hiperuricemia (SHIMIDTM et al., 2011,
FERREIRA et al., 2011).

Apesar da sua etiologia ainda ser desconhecida, vérios fatores podem influenciar
no seu desenvolvimento, como fatores genéticos, idade e estilo de vida, aléem de
niveis hormonais, estado pro-inflamatorio, distirbios do sono e o estresse oxidativo,
no entanto, a resisténcia a insulina e a obesidade tém sido os principais fatores
predisponentes (ROBERTS; ANDREA; BARNARD, 2014; BONOMINI;
RODELLA; REZZANI, 2015).

O estresse oxidativo é o estado resultante de um desequilibrio entre o sistema de
defesa antioxidante e processos pré-oxidantes e pode causar danos a diversas
moléculas, sendo que a cronicidade deste processo tem implicacBes sobre a
etiopatogenia de doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT), dentre elas,
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer
(MATSUDA; SHIMOMURA, 2013; POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

Ha evidéncias demonstrando que o estresse oxidativo e a inflamacéo crénica de
baixo grau ndo so estdo inter-relacionadas, como também se associam a resisténcia a
insulina, e consequentemente, a maiores riscos de desordens metabdlicas, podendo
ter papéis importantes nas manifestacdes relacionadas a SM (YUBERO-SERRANO
etal., 2013; BONOMINI; RODELLA, REZZANI, 2015).

O papel do estresse oxidativo na SM estd sendo elucidado rapidamente, sendo

considerado um importante fator na patogénese da SM e de seus componentes, em



especial, na resisténcia a insulina, hiperglicemia, disfuncdo endotelial, dislipidemia e
obesidade (FERRREIRA et al., 2011).

A relacdo entre os graus de estresse oxidativo e 0 numero de componentes da SM
é valida (AVELAR et al., 2015). Sanchez-Rodriguez et al. (2010) relatam que existe
um maior risco de exacerbacdo de estresse oxidativo em individuos que tém mais
componentes da SM. O estresse oxidativo tem sido associado a todos 0s
componentes individuais e com o aparecimento de complica¢Bes cardiovasculares
em individuos sindrémicos (FURUKAWA et al.,, 2004; STOCKER; KEANEY,
2004).

Os estudos acerca da determinacdo de biomarcadores do estresse oxidativo vém
adquirindo relevancia significativa, pois desempenham importante papel na génese
de processos metabolicos que culminam na ocorréncia das DCNT (BARBOSA et al.,
2008). Essa capacidade os torna importantes instrumentos na elucidagdo de
mecanismos e implicacBes bioldgicas danosas ao organismo(BARBOSA et al.,
2008).

A dieta também possui influéncia importante na génese das desordens
metabdlicas, no aumento da inflamacdo e do estresse oxidativo (HERMSDORFF et
al., 2009). Principalmente a ingestdo de lipidios, pois, sabe-se que a composi¢do de
acidos graxos do plasma reflete a ingestdo em médio prazo, da gordura da dieta,
tornando-se um interessante marcador bioldgico do metabolismo habitual de &cidos
graxos (RIBOLI et al., 1987).

Neste contexto, a prevencéo e o tratamento da SM podem ser diagnosticados por
meio de novos e apropriados biomarcadores, tornando-se de fundamental
importancia, tendo como alvo individuos jovens e saudaveis, de forma a antecipar a
ocorréncia da enfermidade, melhorar o diagndstico e otimizar seu tratamento
(CARRARO et al., 2015). Mediante este contexto, os profissionais de satde sdo um
importante subgrupo da populacdo, uma vez que estdo envolvidos na promogéo,
prevencdo ou tratamento da salde, que afeta ndo sé a sua propria saude, mas também

de comunidades, familias e individuos.



2. HIPOTESE

A hipdtese deste estudo é de que as concentracdes circulantes de marcadores do
estresse oxidativo, sendo eles, malondialdeido, 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio,
glutationa S-trasnferase e superdxido dismutase podem ser utilizadas como
biomarcadores precoces para detectar o desenvolvimento de desordens metabdlicas

relacionadas a sindrome metabolica.



3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Identificar biomarcadores precoces do estresse oxidativo precoces na sindrome
metabolica, bem como sua associacdo com a inflamacdo e o perfil lipidico em

adultos aparentemente saudaveis.

3.2.0Dbjetivos Especificos

» Avaliar indicadores antropométricos e do consumo alimentar na populacdo
estudada;

= Determinar as concentracfes séricas de marcadores metabodlicos: glicose,
colesterol total e fracGes, triglicerideos, insulina e acido drico séricos;

= Determinar as concentracdes plasmaticas de biomarcadores inflamatdrios:
adiponectina, IL-10, IL-6, PAI-1, TNF-a, IL-1pB, proteina C reativa (PCR) e
complemento C3 dos individuos;

= Determinar as concentracbes dos marcadores do estresse oxidativo:
malondialdeido plasmatico e eritrocitario, 6xido nitrico eritrocitario, peréxido
de hidrogénio eritrocitario, glutationa S-transferase eritrocitario e superoxido
dismutase eritrocitario;

= Determinar o perfil de acidos graxos plasmatico;

= Avaliar a associacdo entre 0s marcadores do estresse oxidativo e 0s
componentes da SM;

= Avaliar a associacdo entre indicadores antropométricos, metabdlicos,
inflamatdrios, de estilo de vida, componentes da dieta e perfil lipidico em

relacdo a marcadores do estresse oxidativo.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.Sindrome metabdlica

A Sindrome Metabdlica (SM) representa um dos maiores desafios de satde
publica no mundo e sua incidéncia vem aumentando nos ultimos tempos
(OLADEJO, 2011). E um transtorno multifatorial, que envolve uma condicdo de
risco a saude, porque compreende um conjunto de anormalidades clinicas e
laboratoriais combinadas, incluindo perimetro abdominal aumentado, sobrepeso ou
obesidade, dislipidemia, pressdo arterial aumentada, intolerdncia a glicose ou
diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2), todos refletindo a resisténcia a insulina e deposi¢éo
central de gordura e constituindo importantes fatores de risco para 0
desenvolvimento de DCV. Por isso, tem sido objeto crescente de preocupagdo em
todo o mundo (VIDIGAL et al., 2015; NEJATINAMINI et al., 2015; BONOMINI,
RODELLA; REZZANI, 2015).

As doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo as principais causas de
perda de qualidade de vida, incapacidades e limitagdes no trabalho e no lazer, fato
que leva a um impacto econdmico para as familias, comunidades e a sociedade
(OMS, 2011). No Brasil, as DCNT séo responsaveis por 72% das causas de ébitos,
destacando doencas do aparelho circulatorio, cancer, diabetes e doencga respiratoria
cronica. Este fato atinge todas as camadas socioeconémicas com prevaléncia maior
em idosos e em individuos de baixa renda e escolaridade (OPAS/OMS, 2011). Sendo
assim, faz-se necessaria melhoria na atencdo a salde, deteccdo e tratamento precoce
destas doencas (SCHMIDT et al., 2011).

Alguns autores relatam como fatores relacionados & SM, o aumento do
estresse oxidativo e a reducdo das defesas antioxidantes (MATSUDA,
SHIMOMURA, 2013), metabolismo de carboidratos e lipidios prejudicados, bem
como alteragdes nas funcBes do tecido adiposo, cardiaco, vascular e na funcdo
hemostatica, sindrome do ovario policistico, aterosclerose, estado pro-inflamatério,
estresse oxidativo e hiperuricemia, causada pela acdo uricosudrica da glicose e pelo
papel antioxidante do &cido Urico (SCHMIDT et al., 2011; FERREIRA et al., 2011).

Ndo ha consenso universal para o diagnostico da SM, visto que had uma

diversidade de definicbes e presenca de caracteristicas impares de cada populacéo,



principalmente no que diz respeito ao biotipo e a genética, o que torna dificil o uso
de critérios comuns (FERREIRA et al., 2011).

Entre as definicbes de SM mais utilizadas para o seu diagnostico destacam-se
a National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP
I1), que é baseado na presenca de trés ou mais alteracdes, dentre: perimetro da
cintura, triglicerideos séricos, pressdo arterial e glicemia de jejum aumentada além da
reducdo dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL-C) (NCEP-ATP I,
2001). Esta classificacdo tem sido amplamente empregada na préatica clinica e em
estudos epidemioldgicos (NCEP-ATP 1Il, 2001). Além disso, devido & sua
simplicidade e praticidade é a defini¢do recomendada pela Sociedade Brasileira de
Hipertensdo por meio da | Diretriz Brasileira de Diagnoéstico e Tratamento da SM
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a SM pode ser definida pela
presenca de intolerancia a glicose, DMT2 ou resisténcia a insulina, associada a duas
ou mais das seguintes alteracfes: pressdo arterial e triglicerideos séricos aumentados,
reducdo de HDL-C, obesidade abdominal aumentada definida pelo perimetro da
cintura e microalbumindria (WHO, 2000).

Em 2009, uma definicdo harmonizada foi proposta por representantes da
International Diabetes Federation (IDF) e American Heart Association/National
Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI), levando em consideracdo 0s
mesmos fatores diagndsticos propostos pelo NCEP-ATP-IIII, ndo considerando a
obesidade abdominal como fator obrigatério, e utilizando pontos de corte especificos
para a mesma, de acordo com o pais/grupo étnico e, sendo a resisténcia a insulina o
fator chave na fisiopatologia da doenca (ALBERTI et al., 2009).

E importante ressaltar que a resisténcia & insulina é definida como um estado
que requer maior producdo e liberagdo de insulina para a obtencdo dos efeitos
bioldgicos necessarios em relagdo a um individuo saudavel, dessa forma, qualquer
alteracdo nesta cascata pode levar ao desencadeamento da resisténcia a insulina
(SALTIEL; KAHN, 2001). A cascata de sinalizacdo da insulina é iniciada pela
ativacdo de seu receptor-tirosina quinase e fosforilacdo dos substratos de receptor de
insulina  (BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN, 2014). Entre as vias de
sinalizacdo, as proteinas fosfoinositol-3-quinase (PI3K) e Akt regulam a maioria das
acOes da insulina, como a supressao da producéo de glicose hepatica e transporte de
glicose para o musculo esquelético e adipocitos (BOUCHER; KLEINRIDDERS;
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KAHN, 2014). Vérias etapas destas vias de sinalizagdo tais como enzimas e fatores
de transcricdo envolvidos podem ser alterados pelo aumento da adiposidade, levando
a resisténcia a insulina (SALTIEL; KAHN, 2001).

A prevaléncia de SM estad aumentando em proporcdes epidémicas em ambos
0s paises, desenvolvidos e em desenvolvimento (VIDIGAL et al., 2015). A
prevaléncia mundial da SM na populacdo brasileira adulta é estimada entre 20% e
25% (DE SOUZA et al., 2015). Marquez-Sandoval et al. (2011) em seu estudo de
revisao sistematica estimaram prevaléncia de SM de 24,9% em paises da América
Latina. Vidigal et al. (2013) em uma revisdo sistematica estimaram uma prevaléncia
de SM de 29,6% (14,9% a 65,3%) na populacdo adulta brasileira, incluindo rural,
urbana e indigena. Buckland et al. (2008) determinaram a prevaléncia de SM e o0s
fatores de risco sociodemograficos associados a SM em uma coorte de 1.104
individuos entre 18 e 74 anos. Os autores observaram que a prevaléncia de SM nesta
populacdo foi de aproximadamente 25% e os fatores de risco associados ao
desenvolvimento de SM foram idade, género, adiposidade, atividade fisica e classe
social. Um estudo transversal de base populacional, realizado com individuos da
Malasia, com 15 anos ou mais, demonstrou que a prevaléncia de SM é maior entre
mulheres e entre individuos acima de 40 anos (RAMPAL et al., 2012). O Estudo
LATIN America METabolic Syndrome (LATINMETS) Brasil, realizado com
individuos adultos de ambos os sexos, com idade entre 20 e 59 anos, relatou
associacdo entre prevaléncia de SM e idade, principalmente aqueles com mais de 40
anos, dcentre os quais foi observada uma prevaléncia geral de 4,5% e de acordo com
a idade: 20 a 29 anos: 1,3%; 30 a 39 anos: 5,6%; > 40 anos: 26,3% (p <0,01), e
concluiram que a presenca de SM esta associada a um aumento da prevaléncia de
varios fatores de riscos cardiovasculares (VIDIGAL et al., 2015). A discrepancia
observada na prevaléncia da SM pode ocorrer em funcdo de diferentes critérios
diagndsticos (JANGHORBANI; AMINI, 2012)

A etiologia da SM ainda é desconhecida, mas sugere-se que seu
desenvolvimento poderia ser devido a complexa interacdo de fatores genéticos, idade
e estilo de vida, em especial, a dieta (RAMIREZ-VARGAS; ARNAUD-VINAS;
DELISLE, 2007; ROBERTS; ANDREA; BARNARD, 2014). O estudo de Prevencao
com Dieta Mediterranea (PREDIMED) indicou que individuos que se encontravam

no maior quintil de adesdo a uma alimentagdo rica em cereais, pescados, legumes,



hortalicas e frutas (dieta mediterranea) apresentaram risco de SM 60% menor do que
aqueles com menor adesdo (BABIO et al., 2009).

Apesar de ndo estar bem consolidado, o desenvolvimento da SM em nossa
populacdo também poderia estar relacionado com a alimentacdo “ocidentalizada”,
rica em gorduras, particularmente de origem animal, acucar, alimentos refinados e
reduzidos em carboidratos complexos e fibras, aliado ao sedentarismo (CHOI et al.,
2015). Este fato pode ser observado atualmente, devido ao aumento de distarbios
metabolicos tais como obesidade, dislipidemias, DMT2 e pressdo arterial aumentada,
fatores estes que cursam com a SM (CHOI et al., 2015; LUSTIG, 2015).

4.2 Estresse oxidativo

Radicais livres e 0 processo oxidativo

A geracdo de radicais livres constitui um processo continuo e fisioldgico, e
em proporcOes adequadas eles cumprem funcdes bioldgicas importantes como a
geracdo de energia (ATP) por meio da cadeia transportadora de elétrons; fertilizacéo
do dvulo; ativacdo de genes; e participacdo de mecanismos de defesa durante o
processo de infeccdo (BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015). No entanto, sua
producdo excessiva e continua durante os processos metabdlicos pode conduzir a
danos oxidativos (TANGVARASITTICHAI, 2015). Os radicais livres sdo
produzidos durante o metabolismo celular nas mitocondrias, membranas celulares e
no citoplasma, podendo ser favorecidos pelos ions ferro e cobre, sendo a mitocondria
a principal fonte geradora de radicais livres, por meio da cadeia transportadora de
elétrons (BARBOSA et al., 2010). Possuem um ou mais elétrons desemparelhados
sendo altamente reativos, e podem se combinar com uma grande variedade de
biomoléculas com capacidade de alterar suas caracteristicas fisico-quimicas. Podem
causar danos as proteinas, lipidios e acido desoxirribonucleico (DNA) (DADHEECH
et al., 2008). As principais classes de radicais livres sdo as espécies reativas de
oxigénio (EROS) e nitrogénio (ERN) sendo que, o balango de radicais livres sofre
influéncias genéticas, ambientais, nutricionais (AVELAR et al., 2015).

O peroxido de hidrogénio (H20,), apesar de ndo ser um radical livre, possui
um alto potencial reativo, participando da geragdo do radical hidroxila (OHe). A

formagdo do radical OHe se da por meio da reacdo entre H,O, com os ions ferro e
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cobre, chamada reagdo de Fenton (HO et al., 2013). Diferente dos radicais livres, o
H,O, tem vida longa e € capaz de atravessar as membranas celulares apresentando-se
potencialmente toxico para as células (BARBOSA et al., 2010). O radical superoxido
(02¢) também participa de reagdes de geragdo do radical OHe por meio da reacdo de
Haber-Weiss, onde os ions ferro e cobre catalisam a reacdo entre 0 H,O, ¢ O2¢ ¢
também pode reagir com o radical livre 6xido nitrico (NO+) formando o peroxinitrito
(ONOO), também potencialmente reativo. O radical OHe possui potente acéo
deletéria, uma vez que € considerado o mais reativo dos radicais livres, pois pode
alterar qualquer estrutura celular, desempenhando importante papel na peroxidagao
lipidica e sendo o principal iniciador deste processo (TANGVARASITTICHAI,
2015).

O estresse oxidativo é o estado resultante de um desequilibrio entre o sistema
de defesa antioxidante e processos pro-oxidante (geracdo de EROS e ERN e espécies
reativas ndo radicais), e pode ocorrer em consequéncia do aumento da producéo das
espécies radicais e ndo radicais ou quando o sistema de defesa antioxidante esta
ineficiente, podendo haver a combinagio desses dois eventos (POLJISAK; SUPUT;
MILISAV, 2013).

A causa do estresse oxidativo pode ser devida a exposi¢cdo ambiental aos
oxidantes, ingestdo inadequada de antioxidantes ou alteracbes enzimaticas,
resultando em niveis patologicos de danos oxidativo (POLJSAK; SUPUT;
MILISAV, 2013). Ha uma forte evidencia de que o estresse oxidativo tem um papel
importante na patogénese de muitas doencas (KIM et al., 2015).

Como ja mencionado, 0 processo oxidativo pode causar danos a diversas
moléculas organicas, e pode ser mensurada por indicadores de dano ao DNA,
oxidacdo de proteinas (grupo carbonila) e de peroxidacdo lipidica
(BHATTACHARYYA et al., 2014), que é comumente avaliada pela capacidade de
alteracdo das membranas celulares. Essas reagGes possuem importante papel no
desenvolvimento de desordens metabdlicas, podendo ser determinada por varios
marcadores, como dienos conjugados, 4-hidroxinonenal, formacdo de
malondialdeido (MDA), dentre outros. O MDA ¢ o principal produto da peroxidagéo
lipidica e 0 mais avaliado (GROTTO et al., 2009; TANGVARASITTICHAI, 2015).
A peroxidacdo lipidica ocorre devido ao desbalanco de EROS, acometendo acidos
graxos poli-insaturados (AGPI) de membranas (GROTTO et al., 2009; BARBOSA et

al., 2010). Elevadas concentracbes de MDA refletem o0 estresse oxidativo do
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organismo, por isso é considerado um excelente biomarcador (AYALA; MUNOZ;
ARGUELLES; 2014). A cronicidade do processo em questdo tem implicacdes sobre
a etipatogenia de DCNT, entre elas, aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).

Sistemas antioxidantes

Antioxidantes sdo quaisquer substancias que estdo presentes em baixas
concentragdes em comparacdo a um substrato oxidavel e, retardam ou impedem
significativamente a oxidacdo desse substrato (POLJSAK; SUPUT; MILISAV,
2013). Um antioxidante ideal deve ser facilmente absorvido pelo organismo e
neutralizar a formacéo de radicais livres ou das espécies reativas ndo radicais em
niveis fisiologicamente relevantes, inibir, reduzir ou reparar os danos causados por
suas acdes deletérias, ou podem agir indiretamente, participando dos sistemas
enzimaticos (AVELAR et al., 2015).

As atividades dos antioxidantes podem ser efetivas através de varios
mecanismos de acgdo, sendo eles: impedindo a formacdo dos radicais livres ou
espécies ndo-radicais (sistemas de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas
varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas
bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (BARBOSA et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante € dividido em dois mecanismos, 0
enzimatico e o ndo enzimatico. O sistema enzimatico é composto pelas defesas
primérias, sendo elas, as enzimas que previnem a formacdo ou neutralizam a acéo
dos radicais livres ou das espécies reativas ndo radicais. Pode-se citar: a enzima
glutationa peroxidase (GPx), que doa dois elétrons para reduzir a peroxidase
formando selendis e eliminando as peroxidases, e também impede o acimulo de
H.0O,; catalase, que converte H,O, em &gua e uma molécula de oxigénio, e a
superoxido dismutase (SOD), que converte anions O2¢ em H,0,, como substrato
para a catalase e GPx (FERREIRA et al., 2011). E as defesas secundérias, que
incluem glutationa redutase (GR), que reduz a glutationa da sua forma oxidada para a
forma reduzida, portanto, reciclando e continuando a neutralizar; e a glicose-6-
fosfato, que regenera a Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH),
criando um ambiente reduzido (POLISAK; SUPUT; MILISAV, 2013). Porém, as

defesas secundarias ndo neutralizam os radicais e ndo radicais diretamente, mas tém
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papel importante em outros antioxidantes endogenos (BARBOSA et al., 2010;
FERREIRA et al., 2011; POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013; AVELAR et al.,
2015).

O controle da quantidade de H,O, no organismo é extremamente importante,
uma vez que ele culmina na geragdo do radical OHe, contra o qual ndo ha sistema
enzimaético de defesa, por isso, a manutencdo do perfeito equilibrio entre as enzimas
antioxidantes é necessaria, com 0 proposito de promover a manutencdo da
integralidade celular (SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 2004).

Além das tradicionais enzimas antioxidantes, outra enzima importante, a
chamada glutationa S-transferase (GST) compreende uma familia de enzimas
citosélicas e diméricas, amplamente distribuidas em todos os tipos celulares de
mamiferos (POUR et al., 2014). Esta enzima protege as células contra substancias
toxicas por conjugacdo da glutationa reduzida (GSH), como substrato para
xenobioticos e os compostos gerados por eles, facilitando assim sua eliminacdo a
partir da célula (RUSHMORE; PICKETT, 1993). A GST esta envolvida na
desintoxicacdo celular de uma vasta gama de substratos quimicos (POUR et al.,
2014).

A atividade das enzimas antioxidantes muitas vezes depende da participacéo
de cofatores enzimaticos, especialmente antioxidantes provenientes da dieta (AL-
NAAMA; HASSAN; MEHDI, 2015). Os cofatores podem diferir quanto a sua
presenca nos compartimentos celulares de acdo das enzimas. A SOD, por exemplo,
pode ser encontrada no citoplasma, sendo dependente de cobre e zinco (SOD-
Cu/Zn), e na mitocondria, necessitando do manganés como cofator (SOD-Mn). A
GPx pode apresentar-se no citoplasma ou na mitocéndria, podendo ser dependente
ou independente de selénio (AL-NAAMA; HASSAN; MEHDI, 2015). Portanto, 0s
antioxidantes presentes na alimentacdo sdo fundamentais para manter os radicais
livres em baixas concentragdes (BARBOSA et al., 2010).

O sistema de defesa ndo enzimatico inclui especialmente os compostos de
origem dietética, por meio da ingestdo de vitaminas, minerais e compostos fendlicos
(POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013). O &cido ascorbico (vitamina C), o o-
tocoferol e P-caroteno, precursores das vitaminas E e A, respectivamente, sdo
compostos  vitaminicos potencialmente antioxidantes (POLJSAK; SUPUT;

MILISAV, 2013). Outros carotendides sem atividade de vitamina A, como licopeno,
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luteina e zeaxantina, também o sdo. Entre os minerais destacam-se o zinco, cobre,
selénio e manganés (OHTA et al., 2012).

A vitamina A (retinol), apresenta atividade antioxidante antes de iniciar a
peroxidacdo lipidica (PALACE et al., 1999). A vitamina C é importante na varredura
do anion O2¢, H,0,, do radical OHe, oxigénio singlet (O2) e de éxido de nitrogénio
reativo (BARROS et al., 2011). A vitamina E, por sua vez, interrompe a peroxidagéo
lipidica, doando o hidrogénio fendlico para o radical peroxil (LOOH), formando o
radical tocoferoxil, que ndo é reativo e incapaz de continuar a cadeia de oxidacao
(BURTON et al., 2008).

Temos também os carotenoides, que sdo pigmentos naturais sintetizados por
plantas e microrganismos, como o licopeno, betacaroteno e xantofilas, apresentam
capacidade de neutralizar a acdo do oxigénio singlet (POLJSAK; SUPUT;
MILISAYV, 2013). Os acidos fenolicos presentes nos tecidos vegetais também
apresentam atividade antioxidante, como agentes quelantes de metais e scavengers
de radicais livres (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013)

Além destes, 0s minerais possuem importante papel antioxidante, sendo o
selénio e zinco os mais ativos. O selénio ndo age diretamente sobre os radicais livres,
mas € uma parte indispensavel em muitas enzimas antioxidantes, como a GPx, as
quais ndo teriam nenhuma acdo sem esse mineral (TABASSUM; BRISTOW,;
VENKATESWARAN, 2010). O zinco também ndo age diretamente sobre os
radicais livres, porem, é importante na sua prevencao e formacéo, inibindo NADPH
oxidase que produz o radical oxigénio singlet, e faz parte da enzima SOD, que
converte 0 02 em H,0, (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009) (PRASAD,
2009).

Os flavonoides sdo antioxidantes naturais encontrados nos alimentos, ativam
enzimas antioxidantes, agem como redutores, doadores de hidrogénio, extingdo do
oxigénio singlet, varredores de radical O2e, agentes quelante de metais, inibem as
oxidases e atenuam o estresse de nitrosaminas (PROCHAZKOVA; BOUSOVA;
WILHELMOVA, 2011).

Um antioxidante importante no meio aquoso é o acido drico (AU), sendo um
produto enzimatico final do metabolismo das purinas, produzido no figado e formado
por adenosina, inosina, hipoxantina, adenina e guanina (DA SILVA et al., 2015;
MAIUOLDO et al., 2016). Dietas ricas em purinas e frutose, assim como a exposi¢ao

ao chumbo podem contribuir para elevar as concentracfes de AU (JOHNSON et al.,
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2013). O AU é um poderoso eliminador de radicais livres, estando associado a 60%
da capacidade de eliminacdo de radicais no plasma, protegendo contra o estresse
oxidativo (FABBRINI et al., 2014).

O AU é o antioxidante aquoso mais abundante no organismo, e esta
envolvido em diferentes mecanismos de acdo (SAUTIN; JOHNSON, 2008). Seus
efeitos antioxidantes sdo considerados benéficos por inibir a acdo de radicais livres,
como o 02, oxigénio singlet e peroxinitrito sobre as moléculas orgéanicas; por criar
complexos estaveis com ions de ferro, mecanismo esse que inibe a reacdo de Fenton
e Haber-Weiss impedindo a formacgdo do radical hidroxila. Este é considerado o
efeito antioxidante mais importante do AU, no entanto, também esta relacionado a
melhora da funcdo endotelial, por prevenir a perda de ON nas células endoteliais
expostas ao peroxinitrito, um oxidante potencialmente nocivo (LOBO et al., 2010;
SOLTANI et al., 2013; KANDAR et al., 2014).

A defesa antioxidante humana é complexa e deve minimizar os niveis de
ERQOS, ERN e espécies ndo radicais, permitindo ao mesmo tempo que eles realizem a
sinalizacdo celular e a regulacao redox (HALLIWELL, 2011). A geracdo dos radicais
e ndo radicais e a atividade dos antioxidantes ocorre de maneira mais ou menos
equilibrada in vivo, sendo a producdo de antioxidantes um pouco menor, de modo
que haja formacédo continua dos oxidantes e baixo nivel oxidativo (HALLIWELL,
2011).

4.3.Inflamagéo

A inflamacdo € comumente considerada uma reacdo complexa no tecido
conjuntivo vascularizado em resposta a estimulos exdgenos e enddgenos, sendo o
objetivo desta resposta protetora livrar o organismo da causa inicial da leséo celular e
das consequéncias posteriores (BISWAS, 2016). No entanto, o processo inflamatorio
prolongado seja ele exagerado ou ndo pode induzir lesdo tecidual e aumento do risco
de muitas doencas cronicas (BISWAS, 2016).

No local do estimulo ha infiltracdo de células inflamatdrias, como neutrdéfilos,
mondcitos e linfécitos (BISWAS, 2016). A participacdo de um certo nimero de
moléculas de adeséo incluindo selectinas, molécula de adesdo celular intercelular-1
(ICAM-1), molécula de ades@o celular vascular-1 (VCAM-1) e seus respectivos

receptores de leucdcitos e quimiocinas, proteina quimiotatica de monécitos-1 (MCP-
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1) e interleucina-8 (IL-8) é crucial para a infiltrac&o celular inflamatoria (COLLINS,
1999). No local da inflamagdo, as células inflamatorias ativadas liberam muitas
enzimas, como as proteases neutras, elastase, colagenase, fosfatases e lipases, além
das espécies reativas e ndo reativas como 0 radical O2¢, OHe, H,O,. Também
liberam mediadores quimicos como o0s eicosanoides, citocinas, quimiocinas e ON, e
induzem assim lesdes teciduais e estresse oxidativo (COLLINS, 1999).

As citocinas sdo pequenas glicoproteinas produzidas por diferentes tipos de
células, principalmente linfécitos, que regulam a imunidade, inflamacdo e a
hematopoiese, sendo sua secre¢cdo um evento breve e autolimitado, atuando sobre
diversas funcdes fisioldgicas e patoldgicas (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).
Em uma Unica célula alvo as citocinas desempenham muitos efeitos e podem induzir
ou inibir a sintese e a acdo de outras citocinas. Depois de se ligar a receptores
especificos na superficie celular, as citocinas produzem os seus efeitos especificos
(DEMBIC, 2015). Além disso, elas podem regular a intensidade e duragdo de uma
reposta imune por estimular ou inibir a ativacao, proliferacdo e/ou diferenciacao de
varias células e por regular a secrecdo de anticorpos e outras citocinas (DEMBIC,
2015). A ligacdo de uma citocina a uma célula-alvo responsiva geralmente estimula o
aumento da expressao de receptores e a secre¢do de outras citocinas, afetando outras
células-alvo préximas dando continuidade e amplificando a resposta inflamatéria
(DEMBIC, 2015).

O aumento das concentracdes de varias citocinas pro-inflamatérias tem sido
associado a complicagdes metabdlicas, como a resisténcia a insulina e DCV, como
pode ser observado com o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), a interleucina 6
(IL-6), interleucina 1B (IL-1pB), PAI-1 (inibidor da ativacdo de plasminogénio-1),
entre outros (VOLP; BARBOSA; BRESSAN, 2012; LOPEZ-LEGARREA et al.,
2013).

O TNF-a ¢ produzido essencialmente por mondcitos e macréfagos
desempenhando um papel central em doencas autoimunes e inflamatérias. No
sangue, suas concentragOes correlacionam-se positivamente com marcadores de
resisténcia a insulina (HIVERT et al., 2008). A IL-6 é uma citocina multifuncional
produzida e secretada por varios tipos de células, principalmente por macréfagos e
células T (HERMSDORFF et al., 2011). Esta interleucina pode atuar sobre diferentes
tipos de células, desempenhando fungcbes na resposta imune celular e humoral

relacionada a inflamacéo, defesa do hospedeiro e injuria tecidual, bem como nas
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caracteristicas fisiologicas da maioria dos tipos de celulas e tecidos fora do sistema
imune (HERMSDOREFF et al., 2011). Tem sido postulado que esta citocina pode ser
o elo entre a inflamacdo, obesidade, estresse e enfermidades cardiovasculares
(GOYENECHEA; PARRA; MARTINEZ-HERNANDEZ, 2005). A IL-1p é uma
potente citocina pro-inflamatoria que é crucial para as respostas de defesa do
hospedeiro a infec¢do e lesdo, sendo produzida e secretada por uma variedade de
tipos celulares (LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011).

A adiponectina € uma adipocina anti-inflamatoria que atenua a resisténcia a
insulina por meio da redugdo de triglicerideos no figado e no muasculo esquelético
(KADOWAKI; YAMAUCH]I, 2005). A IL-10 tem funcdo predominantemente anti-
inflamatdria e moduladora na resposta inflamatoria. Dessa forma, a IL-10 pode inibir
a producdo de varias citocinas, tais como TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 em uma variedade de
tipos celulares, além de se auto modular (MOORE et al., 2001). Baixas
concentragfes de IL-10 mostraram-se associadas tanto a SM quanto ao DMT2, no
entanto, apesar de a IL-10 estar associada com a sensibilidade a insulina, seus

mecanismos de acdo permanecem desconhecidos (CHARLES et al., 2011).

4.4 Estresse oxidativo, inflamacéo e sindrome metabdlica

A producédo de EROS, como os radicais O2¢, OHe, H,0O, e ON, podem causar
danos as células, porém, em condicdes fisioldgicas a célula possui mecanismos de
autoprotecdo contra o dano oxidativo (BARBOSA et al., 2010). No entanto, quando
0 balanco oxidativo é rompido, moléculas organicas, membranas e outras estruturas
celulares podem sofrer danos (HOPPS et al., 2010), resultando em uma resposta
inflamatéria aumentada e maior risco de doencas crénicas (MATSUDA;
SHIMOMURA, 2013). Por esta razdo, o estresse oxidativo esta intimamente
relacionado a obesidade, resisténcia a insulina e a SM (MEIGS et al., 2007; CHEN et
al., 2012), sendo encontrados valores aumentados de marcadores oxidativos inclusive
na SM recente, podendo ser considerado um componente precoce de tais distdrbios
metabolicos (JIALAL et al., 2012).

A obesidade é geralmente caracterizada pelo aumento do estresse oxidativo e
da resposta inflamatoria devido a infiltracdo de celulas imunes no tecido em
expansdo (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012). O estresse oxidativo e a

inflamacao ndo so estdo inter-relacionados, como também se associam a resisténcia a
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acdo da insulina e, consequentemente, a maiores riscos de desordens metabdlicas
(BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012). Embora os mecanismos que ligam
estres processos patologicos ndo estejam completamente elucidados, evidéncias
clinicas e experimentais sugerem um papel central do estresse oxidativo
(GRATTAGLIANO et al., 2008).

O estresse oxidativo induz a transcri¢do de fatores sensiveis ao estado redox
nas células imunes, como o fator de necrose k¥ B (NFkB), o qual esta relacionado ao
aumento na transcricao de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1pB, IL-6
e proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa (PCR) (CAWTHORN; SETHI,
2008; CHUNG et al., 2009).

Adicionalmente, um aumento de citocinas inflamatérias podem conduzir a
um aumento de estresse oxidativo, estabelecendo um ciclo vicioso (NUNN; BELL;
GUY, 2009). A associacdo intima e complexa entre aumento de estresse oxidativo e
inflamag&o, ndo esta apenas na obesidade, mas também em distdrbios relacionados a
DMT2 e DCV, tornando-se dificil estabelecer a sequéncia temporal da relacdo
(BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012). Quando a ingestdo energética
excede 0 gasto energético, o excesso de nutrientes pode desencadear respostas em
varios tipos de células, como os hepatdcitos, midcitos, adipdcitos, endotélio e células
imunes, dando origem a disfuncdo metabolica (KANNEGANTI, 2010; LAMKANFI;
KANNEGANTI, 2010; LATVALA et al., 2011).

Ndo ha& davida de que o processo inflamatério crénico de baixo grau
desempenha um papel na patogénese de muitas doencas crénicas. As células
inflamatdrias liberam vérias espécies reativas e, no local da inflamacdo ha um
aumento do estresse oxidativo (BISWAS, 2016). Por outro lado, um numero de
EROS e ERN podem iniciar uma cascata de sinalizacdo intracelular que aumenta a
expressdo de genes pro-inflamatérios, assim, a inflamagdo e o estresse oxidativo
estdo intimamente ligados fisiopatologicamente (KABE et al., 2005).

A SM ¢ associada com o aumento do estresse oxidativo e inflamacéo
subclinica, e estes por sua vez, contribuem para o inicio e desenvolvimento de
doengas ateroscleroticas (KORKMAZ et al., 2013; SARBIJANI; KHOSHNIA;
MARJANI, 2015). O aumento do estresse oxidativo tem emergido como papel
central na SM e de seus componentes e pode ser um fator unificador na progressédo
da doenca (LASSEGUE; GRIENDLING, 2010). Em um estado patoldgico tal como
a SM uma capacidade aumentada de oxidantes associada a diminuicdo da capacidade
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antioxidante cria um ambiente desequilibrado que resulta em estresse oxidativo
(HUTCHESON; ROCIC, 2012). O aumento dos niveis de EROS e ERN,
manifestados durante o estresse oxidativo, tém efeitos toxicos sobre células e tecidos
através da oxidacdo aumentada de carboidratos, lipidios e proteinas, por isso eles
desempenharam um papel importante no desenvolvimento e progressdo da DCV
(HUTCHESON; ROCIC, 2012). Foi sugerido que o0 estresse oxidativo poderia ser
um evento precoce na patologia das doencas cronicas associadas com a SM, ao inveés
de meramente uma consequéncia desta desordem (KORKMAZ et al., 2013).

O papel potencial do estresse oxidativo na SM estd evoluindo rapidamente
sendo considerado um importante fator na patogénese da SM, em especial, nas
seguintes manifestacdes: resisténcia a insulina, alteracdes na insulina, hiperglicemia,
disfuncdo endotelial, dislipidemia e obesidade (FERREIRA et al., 2011). Embora
seja aceito que o principal mecanismo patogénico ao desenvolvimento das alteragdes
metabolicas em pacientes com SM depende da resisténcia a insulina ha evidéncias
gue demonstram que o aumento do estresse oxidativo e inflamacdo cronica de baixo
grau podem ter papéis importantes nas manifestacdes relacionadas a SM (YUBERO-
SERRANO et al., 2013; BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015). De fato, 0
estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese das alteracées, ou
desencadeando ou exacerbando 0s processos bioquimicos que acompanham a
sindrome (BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015).

O aumento do estresse oxidativo associado a diminuicdo das defesas
antioxidantes pode levar a transtornos metabolicos e alteracdes na sinalizacao celular
(AVELAR et al., 2015). Na SM, o estado pro-oxidativo pode prejudicar a via de
sinalizacdo da insulina e levar a uma acgdo nociva ao endotélio (AVELAR et al.,
2015). Os mecanismos responsaveis pela associacdo entre o estresse oxidativo e a
resisténcia a insulina sdo a via peroxinitrito, ferritina (Fe+++) adiponectina e
angiotensina Il (angio-l1l) (FERREIRA et al., 2011). A produgdo exagerada do
peroxinitrito na SM pode desencadear a lipoperoxidacdo (KAGOTA et al., 2006).
Em relagdo a ferritina, a resisténcia a insulina esta associada ao seu aumento gerando
o radical OHe ¢, consequentemente a lipoperoxidagdo (FACCHINI; SAYLOR,
2003). A resisténcia a insulina, por sua vez, esta relacionada com a diminuicdo da
adiponectina, citocina esta anti-aterogénica e amplificadora da sensibilidade a
insulina (YAMAUCHI et al., 2003). Paralelamente, ja é relatado que, 0 aumento da

angio-Il nos estados de resisténcia a insulina desempenha papel importante, pois
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resulta em hiperatividade de NADPH-oxidase e diminuicdo da sinalizacdo de
insulina (BAHIA et al., 2006).

O aumento do estresse oxidativo associado a resisténcia a insulina parece ser
uma das principais causas de aterosclerose e também pode levar ao desenvolvimento
de DMT2 (AVELAR et al., 2015).

Outro ponto importante é o AU, que além de ter um papel como antioxidante,
suas concentracfes elevadas estdo associadas com a gota, doencas renais, efeito
inibitério do ON, inducdo da agregacdo plaquetaria, doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica, atividade pro-inflamatoria, aterosclerose, intolerancia a glicose, resisténcia
a insulina, hipertensdo e dislipidemia, um conjunto de doencas metabolicas que
podem levar a SM e consequentemente a DMT2 e DCV (NETO et al., 2011;
FABBRINI et al., 2014; BABIO et al., 2015; CARVALHO et al., 2015). O elo
existente entre 0 AU e SM pode ser devido a capacidade da insulina de diminuir a
depuracdo de AU resultando em aumento de sua concentracdo, e/ou pode ser que 0
aumento de AU em individuos com SM seja devido a um mecanismo compensatério
ao aumento do estresse oxidativo associado a sindrome, visto que o AU é
considerado um importante antioxidante (MOCAN et al., 2013; SARBIJANI;
KHOSHNIA; MARJANI, 2015). H& cada vez mais estudos mostrando que o AU
possa predizer o desenvolvimento da SM, porem seu papel patogénico ainda ndo esta
claro (MASUO et al., 2003; SOLTANI et al., 2013; KANBAY et al., 2013).

A relacdo entre os graus de estresse oxidativo e o nimero de componentes
SM é vélida (AVELAR et al., 2015). Sanchez-Rodriguez et al. (2010) relatam que
existe um maior risco de exacerbacdo de estresse oxidativo em individuos que tém
mais componentes da SM. O estresse oxidativo tem sido associado a todos 0s
componentes individuais e com o aparecimento de complicacBes cardiovasculares
em individuos sindrémicos (FURUKAWA et al., 2004; STOCKER; KEANEY,
2004).

No entanto, embora algumas das caracteristicas dos constituintes da SM
serem conhecidas por seus mecanismos patogénicos, o impacto da predisposicao
hereditaria, a regulacdo do gene de expressdo, bem como o papel do ambiente e da
dieta na determinagdo do processo inflamatorio e oxidativo ainda ndo sdo claras
(BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015). Sugere-se que individuos com SM e
estresse oxidativo podem ter deficiéncia de antioxidantes, o que pode favorecer a

propagacdo de alteracGes oxidativas realizando assim um estado de estresse
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oxidativo sisttmico (VENDEMIALE et al., 1995; SAHAF et al., 2005). Estas
consideracdes podem explicar o aparecimento e desenvolvimento de fatores de risco
associados a sindrome, como a producdo excessiva de radicais livres e os danos
oxidativo (BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015).

Avelar et al. (2015), sugerem que o tratamento para a redugdo ou o
desaparecimento de componentes da SM deva ser focado em reduzir o estresse
oxidativo nesses pacientes (AVELAR et al., 2015). Um estudo de intervencdo mostra
que a mudanca de estilo de vida, dieta equilibrada e exercicios, afeta positivamente o
estresse oxidativo em pacientes com SM e pode diminuir as chances de desenvolver
outras doencas cronicas associadas a sindrome (ROBERTS; SINDHU, 2009).
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5. METODOLOGIA GERAL

5.1.Delineamento do estudo

O presente estudo faz parte do projeto intitulado: “Sindrome metabdlica e seus
determinantes em profissionais de saude do municipio de Vigosa (MG) - Estudo
LATINMETS Brasil”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (Of. Ref. n°® 005/2011) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
18/02/2011, de acordo com os principios da Declaracdo de Helsinki (ANEXO 1), e
também obteve concessdo de auxilio financeiro (custeio e permanente) por meio dos
editais/Chamada Universal - CNPg n° 14/2011 (processo 481518/2011-8) e
Chamada Universal - CNPq n° 14/2012 (processo 481019/2012-0).

Trata-se de um estudo transversal, no qual todos os participantes foram
esclarecidos quanto aos objetivos da pesquisa e a metodologia a ser utilizada e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2). Os
resultados das avaliacbes dietética, bioquimica, antropométrica e de composicdo
corporal foram enviados a cada um dos participantes, com a devida andlise técnica

dos mesmos.

5.2.Populacéo alvo e amostra do estudo

A populacdo alvo do estudo foi constituida por profissionais de satde de 20 a 59
anos que trabalhavam em estabelecimentos de salde e, ou, em instituicdes de ensino
superior no municipio de Vigosa (MG) e estudantes dos dois Ultimos anos de cursos
da area da saude. Os profissionais de salude (médicos, enfermeiros, nutricionistas,
educadores fisicos, fisioterapeutas, odontélogos, farmacéuticos, bioquimicos,
psicélogos e afins) foram identificados a partir dos registros de cada instituicdo
(estabelecimento de saude e, ou, instituicdo de ensino superior) do municipio. Foi
construido um banco de dados com o cadastro dos profissionais e informacdes sobre
profissdo, idade, e/ ou data de nascimento e sexo, sendo cadastrados 976
profissionais de saude, os quais foram convidados a participar do estudo, por meio de
telefonemas, divulgacdo em websites, redes sociais, radios locais e panfletos. Os
estudantes dos dois ultimos anos de cursos da area da saude foram convidados da

mesma maneira.
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Inicialmente calculou-se a amostra em 359 individuos considerando-se nivel
de confianca de 95%, percentual de resposta de 80%, erro amostral de 5% e
prevaléncia esperada de SM de 50%, adicionados 10% a fim de compensar recusas e
perdas e 20% para o controle de possiveis varidveis de confusdo. No entanto, devido
a baixa ades&o dos individuos convidados a participar do estudo, optou-se por utilizar
a amostra de conveniéncia, que totalizou 240 individuos, ap6s utilizacdo de critérios

de inclusdo/excluséo.

Critérios de inclusao

Profissionais de satide com nivel superior (médicos, enfermeiros, nutricionistas,
educadores fisicos, fisioterapeutas, odont6logos, farmacéuticos, bioquimicos,
psicologos e afins) que trabalhavam em estabelecimentos de salde e, ou, em
instituicdo de ensino superior e estudantes dos ultimos dois anos de cursos da &rea da
salde. Voluntarios aparentemente saudaveis, com idade entre 20 a 59 anos, que

concordaram em participar do estudo e assinaram o TCLE (ANEXO 2).

Critérios de exclusado

Gestantes ou mulheres que estavam amamentando, individuos em uso de
corticoides ou antibidticos no momento da inclusdo no estudo; que apresentavam
alguma enfermidade que necessitasse de hospitalizacdo no momento do estudo,
individuos que tinham ou tiveram cancer nos ultimos trés anos e individuos que
apresentassem dificuldades para pesar, medir, aferir a pressdo arterial, realizar a
coleta sanguinea e estado inflamatorio presente. Aqueles que tiveram as
concentracfes séricas de proteina C reativa (PCR) acima de 10 mg/L, por ser
sugestivo de inflamagdo e, ou, infeccdo em atividade (PETERSSON et al., 2007;
BRASIL et al., 2007).

5.3.Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada no Laboratério de Metabolismo Energético e de
Composicdo Corporal (LAMECC) e no Laboratorio de Analises Clinicas (LAC) do
Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da UFV, no periodo de janeiro de 2012 a
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julho de 2013. Os dados foram obtidos por meio de um caderno de coleta de dados

previamente estabelecido (ANEXO 3). Foram realizados dois encontros com cada

voluntéario (Figura 1).

Levantamento dos profissionais de salde do municipio
de Vigosa —MG [ n=9T76)

4

| Divulgacdo do projeto |

+

| 1% encontro |

! - Informagtes sociodemograficas; |
i - Histaria clinica; !
: - Avaliagio dietética; !
! - Habitos de vida. i
| i

- Antropometria |

- Composigdo corporal |

- Aferigio da pressfio arterial i
- Coleta sanguinea !

{n= 226) !

1
H |
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1
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dismutase, catalase e glutationa s-
transferaze). Dosagem de hemoglobina.

| Retorno aos voluntarios

Figura 1: Desenho experimental do estudo.

5.4.Metodologia aplicada

5.4.1. Andlise de consumo alimentar e estilo de vida
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O consumo habitual de alimentos foi estimado por meio do questionario de
frequéncia alimentar semi-quantitativo (QFA) (ANEXO 3) adaptado do estudo
PREDIMED, validado para a populacio espanhola (FERNANDEZ-BALLART et al.,
2010). Avaliou-se o contetdo energético (kcal) e de nutrientes: lipidios totais (g),
acidos graxos poli-insaturados (g), acidos graxos monoinsaturados (g), acidos graxos
insaturados(g), colesterol (mg), alcool (g), carboidratos totais (g), fibras (g), proteina
(9), calcio (mg), magnésio (mg), fésforo (mg), ferro (mg), sédio (mg), potassio (mg),
cobre (mg), zinco (mg), retinol (mcg), tiamina (mg), riboflavina (mg), niacina (mg),
vitamina C (mg). Os dados dietéticos foram calculados com auxilio do software Diet
Pro, e posteriormente corrigidos para 1000 kcal.

A qualidade da dieta foi calculada por meio do indice de qualidade da dieta, de
acordo com a adaptacdo do Healthy Eating Index (HEI) (GUENTHER et al., 2008)
para a populagéo brasileira (PREVIDELLI et al., 2011), sendo calculado de acordo
com as recomendagdes de cada grupo alimentar.

Foi aplicado o Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), forma
longa (ANEXO 4), com o intuito de avaliar a pratica de atividade fisica (MATSUDO
et al., 2001), sendo classificados como ativos os individuos com pratica de atividade
fisica >150 minutos/semana. Dados sobre habito de fumar e suplementacdo de

vitaminas e minerais foram investigados em questionarios estruturados. (ANEXO 5).

5.4.2. Avaliacdo antropométrica

O peso foi aferido com roupa leve, sem sapatos, utilizando balanca eletrénica
digital com precisdo de 0,05 kg, posicionada em superficie plana. A estatura foi
determinada utilizando estadiometro (Seca 206 ®, Brasil e Seca ® 713, Alemania)
fixo a uma parede sem rodapé com extensdo de 2,00 m, dividido em centimetros e
subdividido em milimetros, com visor de plastico e esquadro acoplado a uma das
extremidades, sendo lida com precisdo de 0,1 mm. As medidas de peso e estatura
foram aferidas de acordo com as técnicas preconizadas pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS, 1995). O perimetro da cintura (PC) foi aferido com o individuo em pé,
com o auxilio de uma fita métrica flexivel e inelastica, dividida em centimetros e
subdividida em milimetros, ao final de uma expiracdo normal e tomando-se o
cuidado para ndo comprimir os tecidos, no ponto médio entre a ultima costela e a
crista iliaca e foi expressa em centimetros (WHO, 1995; SOCIEDADE
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BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2005). O perimetro do quadril (PQ) foi aferido
na area de maior protuberancia na regido glatea, com auxilio de fita métrica flexivel

e ineldstica, dividida em centimentros e subdividida em milimetros (OMS, 1995).
Indices antropométricos

A partir das medidas antropométricas foram calculados os seguintes indices
antropométricos.

indice de massa corporal (IMC): calculado a partir das variaveis

antropométricas peso e estatura. O IMC consiste na divisdo do peso corporal (kg)
pela estatura (m) elevada ao quadrado (OMS, 1995; WHO, 2000). Os participantes
do estudo foram classificados de acordo com os pontos de corte estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2000).

Relacdo cintura/quadril (RCQ): obtida por meio do quociente entre as
medidas do PC (cm) e 0 PQ (cm) (OMS, 1995).

Relacdo cintura/estatura (RCE): obtida por meio do quociente entre as
medidas do PC (cm) e da estatura (cm) (PITANGA et al., 2006).

indice de conicidade (ICO): calculado utilizando a seguinte férmula
(VALDEZ, 1991):

PC(m)

0.109 ||' Peso(?rg]
-\ Estatura(m)

1CO =

indice de adiposidade corporal (IAC): calculado utilizando a seguinte
formula (BERGMAN et al., 2011):

PO(cm)

Estatura(m }\-'IIES'IGIJII‘H (1)

IAC =

—18

5.4.3. Avaliacdo da composic¢ao corporal
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A composicdo corporal foi avaliada por meio da andlise de bioimpedancia
elétrica tetrapolar horizontal (BIA), utilizando o aparelho Biodynamics modelo
310®. Os voluntarios foram orientados a seguir o protocolo para realizacdo do teste.
O protocolo do proprio aparelho sugere ndo consumir alcool nas 24 horas que
antecedem o teste, ndo praticar exercicio fisico e ndo ingerir alimentos nas 4 horas

anteriores ao teste.
5.4.4. Afericdo da pressao arterial

A pressdo arterial foi aferida em repouso e em triplicata, utilizando-se
esfigmomandmetro semi-automéatico (Omro HEM-705CP, Holanda), seguindo o
procedimento recomendado pela European Society of Hypertension e pela European
Society of Cardiology (MANCIA et al., 2007).

5.4.5. Coleta de sangue

As amostras de sangue foram obtidas (30 mL de sangue) apés jejum de 12
horas, mediante puncdo venosa, utilizando sistema a vacuo, por técnico de
enfermagem treinado. As coletas foram feitas em tubos a véacuo sorogel para
separacdo de soro e EDTA para separacdo de plasma. O sangue foi centrifugado a
2500 rpm, em temperatura de 4°C, por 10 minutos, para separacdo de plasma e soro.
Apbs a separacdo do plasma, o buffy-coat foi removido e, os eritrocitos restantes
foram lavados duas vezes com solucéo fisioldgica e centrifugados a 2500 rpm, em
temperatura de 4°C, por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado e a massa
eritrocitaria foi extraida e transferida para eppendorfs. As amostras devidamente

separadas e identificadas foram armazenadas a -80°C até o momento das analises.

5.4.6. Determinacdo de marcadores metabdlicos e inflamatérios

Foram dosados no soro a glicemia de jejum pelo método de glicose oxidase;
Lipoproteina de alta densidade (HDL-c) ap6s precipitacdo; colesterol total e
triglicerideos por métodos enzimaticos, sendo calculados os valores de Lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c) pelo método de Friedewald et al (1972). A insulina
plasmatica foi determinada pelo método ELISA (Thermo Scientific Multiskan FC)
com a utilizagdo de kit para insulina humana (Human Insulin ELISA Kit - Linco
Research®).
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A resisténcia a insulina foi estimada por meio do indice HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance), calculado a partir da formula
sugerida por Matthews et al (1985), bem como pelo método TyG, recentemente

sugerido por Simental-Mendia et al (2008):

HOMA-IR = 1J (uU/mL) x GJ (mmol/L)
22,5

Onde 1J corresponde a insulinemia de jejum e GJ a glicemia de jejum.

TyG: Ln [(triglicerideos de jejum (mg/dL)) x (glicemia de jejum (mg/dL))/2]

A concentracdo de PCR sérica foi determinada por ELISA (Thermo Scientific
Multiskan FC), empregando-se kit comercial especifico (DSL-10-42100 PCR-us/
Linco Research S.A.). Foi utilizado o protocolo fornecido pelo fabricante. A
sensibilidade de deteccdo do kit foi de 1,6 ng/mL. A leitura dos dados foi realizada
em leitor de ELISA (Thermo Scientific Multiskan FC). Os resultados foram
expressos em mg/L. O &cido drico (AU) foi dosado por método colorimétrico
enzimatico, no aparelho Cobas Mira Plus — Roche, de acordo com recomendacges do
fabricante e expresso em mg/dL. O complemento C3 foi dosado por nefelometria e
expresso em mg/dL. As dosagens séricas de glicemia de jejum e perfil lipidico foram
realizadas pelo laboratério de Anélises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV. A
insulina foi dosada pelo laboratorio Alvaro do Parana. Acido Urico, PCR-us e
complemento C3 foram dosados pelo laboratério HEMOLAB de Vicosa (MG).

As concentracdes das citocinas plasmaticas foram determinadas por ELISA
(Thermo Scientific Multiskan FC), empregando-se kits comerciais especificos para
cada citocina (IL-6, PAI-1, TNF-a, IL-1p e I1L-10) (Biosource/Sellex/Europe S.A.).
A concentracdo de adiponectina foi determinada por ELISA (Thermo Scientific
Multiskan FC), empregando-se kit comercial especifico (Linko Research S.A.). Foi
utilizado o protocolo fornecido pelo fabricante. A sensibilidade de detec¢édo do kit foi
de 0,5 ng/mL. A leitura dos dados foi realizada em leitor de ELISA (Thermo
Scientific Multiskan FC). O equipamento utilizado foi o Luminex® 200TM system.
A Tecnologia Luminex™ xMAP envolve um processo exclusivo que cora

microesferas de poliestireno com dois fluoréforos. Utilizando proporgdes precisas de
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dois fluordforos, podem ser criados 100 conjuntos diferentes de microesferas, cada
uma delas com uma assinatura baseada em “cdodigo de cores” e que podem ser
identificadas pelo instrumento Luminex. Os Kkits Milliplex® Max foram
desenvolvidos com estas microesferas e se fundamentam no imunoensaio.
Anticorpos de captura especificos para cada analito estdo imobilizados as
microesferas através de ligacbes covalentes ndo reversiveis. Depois que o analito
(amostra) se liga aos anticorpos de captura localizados na superficie das
microesferas, a deteccdo final é feita através de um terceiro marcador fluorescente,
Estreptavidina-Ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de deteccdo. O resultado final é
um ensaio “sanduiche” realizado através de microesferas. O equipamento Luminex®
200TM system movimenta estas esferas em fila Unica através de feixes de dois lasers
diferentes em um citémetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta (classifica) a
microesfera (o codigo de cor para o0 ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal de
reporte em cada micoresfera. Os marcadores inflamatorios: adiponectina, TNF-a, IL-
6, IL-1p e IL-10 foram realizados no Instituto Génese em Sao Paulo e o PAI-1 no
LAC do Departamento de nutri¢do e Satde da UFV.

5.4.7. Analise do perfil de acidos graxos plasmatico

O perfil de &cidos graxos plasmatico foi determinado por cromatografia
gasosa. A extracdo de lipidios foi obtida de acordo com a metodologia descrita por
Folch et al (1957). Apos extracdo, os lipidios foram submetidos a saponificacdo e
esterificacdo, segundo metodologia de Hartman e Lago (1973). As anéalises foram
realizadas em um cromatégrafo a gas modelo CG Solution marca SHIMADZU,
equipado com detector FID. Para registro e analise dos cromatogramas, o aparelho é
acoplado a um microcomputador, utilizando-se o programa GC Solution. Os
compostos foram separados e identificados em uma coluna capilar Carbowax (30 m
x 0,25 mm). Para a separacdo cromatografica, 1 uL de amostra foi injetado em
sistema Split = 5. O géas nitrogénio foi utilizado como carreador com velocidade
linear programada para 43.2 cm/s e os gases hidrogénio e ar sintético formaram a
chama no detector. As temperaturas do injetor e do detector foram controladas
isotérmicamente em 200°C e 220°C. A temperatura inicial da coluna foi de 100°C
(mantida por 5 minutos), aumentando em 4°C por minuto até atingir 220 C (mantida
por 20 minutos). O Fluxo do gas de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto. Cada
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acido graxo foi expresso em percentual em relacdo a massa total. Esta analise foi
realizada no Laboratério de Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutricdo e
Salde da UFV.

5.4.8. Analise dos marcadores de estresse oxidativo

Antes da determinacdo de cada marcador de estresse oxidativo eritrocitario
foram realizadas duas etapas de diluicdo na massa eritrocitaria. Lisado 1: os
eritrécitos foram diluidos em quatro partes iguais de agua destilada gelada (1:4), essa
primeira diluicdo é importante pois a 4gua destilada gelada penetra nas hemacias por
difusdo, fazendo com que ela aumente de tamanho e rompa a membrana da célula; e
o lisado 2: a partir do lisado 1 foi realizada uma segunda diluicdo em tampao fosfato
(50mM) pH 7,0, para obtencdo das solugdo eritrocitaria. A propor¢cdo da segunda
diluicdo foi de acordo com os testes realizados para cada marcador. Todas as analises
de estresse oxidativo foram realizadas no LAC do Departamento de Nutri¢do e Saude
da UFV.

e Malondealdeido (MDA) plasmaético

A concentracdo de produto da oxidacdo de lipidios no plasma, o malondialdeido
(MDA), foi feita pela determinacdo do produto de reacdo entre o acido tiobarbiturico
(TBA) e os aldeidos produzidos durante a oxidacdo de lipidios. As analises das
substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) foram realizadas por meio de
protocolo adaptado de Buege e Aust (1978), em duplicata. Foram adicionados ao
tubo de ensaio rosqueavel 400 pL de plasma, sendo adicionados em seguida 800 uL
de solucdo TBARS (&cido tricloroacético a 15% e acido tiobarbitdrico a 0,375%,
dissolvidos em acido cloridrico (HCL) 0,25 N. A mistura permaneceu em banho-
maria a 80 °C por 15 minutos. Apds a incubacéo, foi resfriada e centrifugada a 1000
Xg. O sobrenadante foi utilizado para leitura de absorbancia a 535 nm em
espectrofotbmetro (Shimadzu®, modelo UV — 1601), e os resultados expressos em
nanomol de equivalentes de MDA por mL de plasma, utilizando-se o coeficiente de

extingdo molar de 1,56 x 105 M*.cm™.

e Malondealdeido (MDA) eritrocitario
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Para determinacdo da concentracdo de MDA foi preparada a solucdo
eritrocitéaria, o lisado 1 de hemécias foi diluido 25 vezes em tampdo fosfato (50mM),
obtendo uma diluicéo final de 125 vezes (lisado 2).

A dosagem do MDA nos eritrécitos foi realizada em duplicata. O método
baseia-se na determinacdo do produto de reacdo entre o acido tiobarbiturico (TBA) e
os aldeidos produzidos durante a oxidacdo de lipideos. Foi utilizado o método
descrito por Buege e Aust, (1978) com modificacdes. Primeiramente, foi realizada a
curva padrdo, como descrito abaixo, e a solucdo padrao foi preparada com o 1,1,3,3-
Tetrametoxipropano (TMPO) (10mM) e diluida a 1:500 (v/v).

Curva Padrao

[] 0 02 |04 |06 |08 |10 |gmi

Curva 0,0233 | 0,1600 | 0,2970 | 0,4450 | 0,6130 | 0,7475 | Abs

y=0,7326x+0,0147
R2?=0,9989

A solucdo TBARS foi preparada a partir da mistura em igual proporcéo de
acido tricloroacético 15%, acido tiobarbiturico 0,375%, e HCL 0,25 N. Em seguida,
100 pL da solugdo eritrocitaria foi adicionada a 200 uL de solucdo TBARS, agitado
em vortex por aproximadamente 10 segundos e levado ao banho maria por 40
minutos a uma temperatura entre 80°¢ 90°C. Apds retirada do banho maria, as
amostras foram resfriadas em banho de gelo por 5 minutos. Depois de resfriadas,
foram adicionados 300 uL de N-butanol e a mistura agitada em vortex por £ 1
minuto. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 8 min a 2500 rpm e
200 puL do sobrenadante foram pipetados em placas de ELISA para estimar a
quantidade de MDA na amostra. As leituras foram realizadas em aparelho de ELISA
(Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer) a 535 nm. A concentragdo de
MDA na amostra foi determinada a partir da curva padréo. Os valores finais foram

expressos em pumol/ mg de hemoglobina.

e Oxido nitrico
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Para determinacdo da concentracdo de Oxido nitrico (ON) eritrocitario foi
preparada a solucdo eritrocitaria, o lisado 1 de hemacias foi diluido 25 vezes em
tampéo fosfato (50mM), obtendo uma diluicéo final de 125 vezes (lisado 2).

O método baseia-se na deteccdo do nitrito usado como indicador da sintese de
Oxido nitrico pelo Reativo de Griess, composto por 1 % de sulfanilamida e 0.1 %
naftil-etileno-diamina em 2,5 % de 4&cido fosforico (H3PO,;) (GRISHAM;
JOHNSON; LANCASTER, 1996). Primeiramente foi adicionado em uma placa de
96 pocos, 50 uL da solucdo eritrocitaria em duplicata e separado dois pocos para a
realizacdo do branco, que constou de 50 pL de tampdo fosfato (50Mm). Logo apos,
foi feita a curva padrdo com oito dilui¢cbes, composta por 50 pL de tampéo fosfato e
em seguida adicionado ao primeiro poco 50 pL do padrdo (nitrito de sodio —
6,9mg/400ml de &gua destilada), e entdo, procedido a diluicdo seriada
homogeneizando bem, retirando 50 pL da primeira diluicdo e passando para a
segunda dilui¢&o e assim sucessivamente. A concentracdo do primeiro pogo € igual a
125mM. Foi adicionada a todos os pocos 100 pL da solucdo A (Sulfanilanida 1% em
H3PO4 2,5%) + B (Naftil etileno amida diihydrochloride 0,1% em H3PO4 2,5%) nas
proporcdes 1:1, e esperou reagir por 10 minutos no escuro. A leitura foi realizada em
espectrofotometro  (Multiskan™ GO  Microplate ~ Spectrophotometer) em
comprimento de onda a 570nm. A concentracdo de 6xido nitrico nas amostras foi
calculada com o uso de uma curva padrdo com concentraces conhecidas. Os valores

finais foram expressos em uM/ml de hemoglobina.

Curva padrdo do 6xido nitrico

[ JuM 125 62,5 31,25 15,625 |7,8125 | 3,91 1,95

0,9765

Absorbéncia 0,722 0,401 0,236 0,148 0,094 0,07 0,059

0,058

y=0,0054x+0,0127
R2 =0,9988

e Peroxido de hidrogénio (H,0,)
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Para determinacdo da concentracdo de H,O, eritrocitario foi preparada a
solugdo eritrocitaria, o lisado 1 de hemacias foi diluido 25 vezes em tampdo fosfato
(50mM), obtendo uma diluicéo final de 125 vezes (lisado 2).

A producdo de H,O, foi determinada segundo metodologia adaptada de
Nourooz-Zadeh (1999). Primeiramente, uma aliquota 50 puL de cada amostra em
duplicata foi adicionada em microplacas juntamente com 50 pL dea
Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) e 50 pL de peroxidase (tipo 1) 15 mM. A
microplaca foi incubada por 60 min em estufa a 37 °C. Apoés a incubacdo, a reacao
foi interrompida com a adigdo de 50 uL/pogo de acido sulfurico (H2SO4) 2M, e em
seguida foi realizada a leitura em leitor de microplacas a 450 nm. A concentracgdo de
H.0O, nas amostras foi calculada com o uso de uma curva padrdo constituida de H,0O,
com concentracdes conhecidas. Os valores finais foram expressos em mmol/ml de

hemoglobina.

Curva padréao do H,0,

H,0, (uL) Tampao (pH [H202] Absorbéancia
7) (UL) (mmol/L)
1° ponto 600 400 1,2 1,2600
2° ponto 550 450 1,1 1,2150
3° ponto 500 500 1,0 1,0955
4° ponto 450 550 0,9 0,9845
5° ponto 400 600 0,8 0,8780
6° ponto 350 650 0,7 0,7470
7° ponto 300 700 0,6 0,7110
8° ponto 250 750 0,5 0,5730
9° ponto 200 800 0,4 0,4590
10° ponto 150 850 0,3 0,3525
11° ponto 100 900 0,2 0,2345

y=1,0434x+0,0433
R2 = 0,9961
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e Superoxido de dismutase (SOD)

Para determinacdo da atividade da SOD eritrocitaria foi preparada a solucao
eritrocitaria, na qual, a partir do lisado 1, foi realizada uma segunda dilui¢do 1:500
em tampado fosfato (50mM) (lisado 2).

O método baseia-se na capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do
superdxido (02¢) em H,0, diminuindo assim a razdo de auto-oxidagdo do pirogalol
(MARKLUND; MARKLUND, 1974). A quantificacdo desta enzima é dada em
unidades relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do pirogalol. Antes da anélise,
foi feito um mapa da placa, e sua montagem feita em ambiente com pouca luz. O
branco, padrdo e amostra foram realizados em triplicata. Antes de iniciar os testes,
foi feita a leitura da placa vazia a 570nm. A placa foi montada conforme quantidade
recomendada, para o branco, 144 pL de tampao fosfato (50mM) + 6 uLL Brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (1,25mM), para o padrdo, 129
uL de tampéo fosfato (50mM) + 6 puL de MTT (1,25Mm) + 15 uL de pirogalol
(100mM) e para a amostra, 99 uL de tampéo fosfato (50mM) + 30 uLL de amostra +
6 uL de MTT (1,25mM) + 15 pL de pirogalol (100mM). Apo6s esta etapa a placa foi
protegida da luz com papel aluminio e incubada a 37°C por 5 minutos em estufa. Em
seguida foi adicionada em todos os pogos 150 pL de Dimetilsulfoxido ou Sulfoxido
de dimetilo (DMSO) a fim de paralisar a reacdo. Feito isso, foi realizada a leitura da
placa a 570nm. Os valores finais foram expressos em U de SOD/mg de hemoglobina.

e Glutationa s-transferase (GST)

Para determinacdo da atividade da GST eritrocitéaria foi preparada a solucdo
eritrocitaria, o lisado 1 de hemacias foi diluido 25 vezes em tampdo fosfato (50mM),
obtendo uma diluicdo final de 125 vezes (lisado 2).

A atividade da enzima GST foi mensurada em triplicata. Sua determinacédo
baseia-se no principio no qual o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) é metabolizado
pela GST conjugando-se a glutationa na sua forma reduzida (GSH), com aumentos
de absorbancia a 340 nm, conforme descrito por Habig (1974). No momento da
analise, foram adicionados em cubeta de quartzo (1,0ml) os seguintes reagentes na
ordem citada: 776 ul de tampéo fosfato (0,1 M; pH 7,0), 8 pl de CNDB (0,1 M
diluido em etanol 80%), 8 ul de GSH (0,1 M diluido em tampao fosfato a 0.1M, pH
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7,0) e 8 pl da amostra. Para o branco, foram utilizados 784 pul de tampé&o fosfato (0,1
M; pH 7,0), 8 pl de CNDB (0,1 M diluido em etanol 80%) e 8 ul de GSH (0,1 M
diluido em tampao fosfato a 0.1M, pH 7,0). Logo apds, foi realizada as leituras das
absorvancias em espectrofotdmetro a 340 nm. As absorbancias foram determinadas
no tempo 0, 30, 60 e 90 segundos. A formagdo do conjugado ocorre
espontaneamente no substrato CDNB em reacdo ndo enzimatica, sendo acelerada
pela atividade das enzimas GST. Uma unidade (U) de GST equivale a quantidade de
enzima que forma 1mol do conjugado glutationa-2,4- dinitrobenzeno por minuto. O
coeficiente de extincdo molar do CDNB 340 = 9.6 mM-1 cm-1 foi utilizado para 0s
calculos (HABIG et al., 1974).

Para o célculo da atividade de GST (umol min™ g™), foi utilizada a seguinte
equacao:

AAs4 x diluigdes/e = Azqp X 1000 (100 cubeta x 101): 9.6 = Az4o x 104,17

onde £ =9.6 mM "' cm’!

Os valores finais foram expressos em pmol/ min/ ml de hemoglobina.

5.4.9. Dosagem de hemoglobina

A hemoglobina foi aferida por ensaio colorimétrico mediante a utilizacdo de
kit de andlise especifico de Hemoglobina Bioclin ref.K023 (Belo Horizonte-MG,
Brasil) e o padrdo de hemoglobina Bioclin ref. K029 (Belo Horizonte-MG, Brasil). O
ensaio baseou-se na oxidacdo do atomo de Ferro (Ferro Il) da molécula de
hemoglobina pelo ferricianeto de potassio em pH fracamente alcalino, formando a
metahemoglobina que é convertida em cianometahemoglobina apos a reacdo com o
cianeto de potéssio. A coloracdo avermelhada é proporcional a concentracdo de
hemoglobina presente na amostra.

Para a dosagem de hemoglobina a massa de eritrdcito foi diluida em quatro
partes iguais de dgua destilada gelada (1:4) e depois utilizada para a dosagem.

Antes da analise foi preparado o reagente de trabalho: frasco do reagente de
Cor Estoque (Tampédo Fosfato 200 mmol/L, ferricianeto de potéssio 120 mmol/L,
cianeto de potassio 150 mmol/L e surfactante) diluido em 500 mL de 4gua destilada

ou deionizada, depois, completou-se o volume para 1000 mL com agua destilada ou
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deionizada. Posteriormente foi preparado o padréo (2,5 mL de reagente de trabalho +
10 pl de padrdo), o padrdo contém hemoglobina, estabilizante e conservante, e para a
amostra (2,5 ml de reagente de trabalho + 25 ul de amostra), depois foram
homogeneizados e apds 5 minutos pipetou-se em placa de elisa 200 ul do padréo e de
cada amostra em duplicata, e em seguida foi realizada a leitura a 540nm em
espectrofotobmetro, acertando o zero com o reagente de trabalho. Ao final, foi
calculado o valor em mg/dL de hemoglobina:

Fator de Calibracdo (46,7343) = Concentragdo do Padrdo (11,6
g/dL)/Absorbancia do padréo

Hemoglobina (g/dL) = Absorbancia da amostra X Fator de Calibracéo

5.5.Definicdo da sindrome metabdlica

A presenca de SM foi definida como a presenca de trés ou mais dos cinco
critérios harmonizados pela IDF e AHA/NHLBI (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2006; ALBERTI et al., 2009):

1. Obesidade abdominal: PC > 90 cm em homens, e > 80 cm em mulheres;

2. Hipertrigliceridemia: > 150 mg/dL ou uso de medicamentos para reduzir 0s
triglicerideos;

3. HDL-c reduzido: < 40 mg/dL em homens, e < que 50 mg/dL em mulheres ou uso
de medicamento para aumentar as concentragdes de HDL-c;

4. Hipertensao arterial: > 130 mmHg e, ou, > 85 mmHg ou uso de medicamento
anti-hipertensivo;

5. Hiperglicemia: > 100 mg/dL ou uso de medicamento hipoglicemiante e,ou,

insulina.

5.6.Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa SPSS (versao
22.0). Os dados registrados foram revisados com o objetivo de detectar informacdes
ausentes e inconsisténcias nos dados e excluidos os outliers. As variaveis
quantitativas com distribuicdo normal (segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov)
foram expressas em média e desvio padrdo (DP) e aquelas que ndo apresentaram a
distribuicdo normal foram expressas em mediana e intervalo interquartilico. Para as
variaveis qualitativas foi apresentada a distribuicdo de frequéncias.
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Foi utilizado o teste de qui-quadrado de Pearson para comparacdo de
proporgdes e, quando necessario, este foi substituido pelo teste exato de Fisher. Para
a comparacgdo de médias foram utilizados os testes t de Student (2 grupos) e a analise
de variancia (ANOVA) (3 ou mais grupos) seguido pelo teste post hoc de Tukey'’s.
No caso de varidveis cuja distribuicdo ndo era normal foram utilizados os testes de
Mann Whitney (para comparacao de dois grupos independentes) e o teste de Kruskal-
Wallis (3 ou mais) seguido pelo test post hoc de Dunn’s.

Para os testes de associagOes foi utilizado o coeficiente de correlagdo de
Pearson para variaveis com distribuicdo normal ou Spearman nos demais casos.

Modelos de regressdo linear multivariada foram utilizados para identificar
fatores preditivos de componentes da SM, ajustado para variaveis relevantes e seus
respectivos intervalos de confianca de 95%.

O nivel de significancia (o) adotado para todos os testes de hipdteses foi de

5%.
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6. RESULTADOS

6.1. Artigo 01: Malondialdeido plasmatico como preditor do numero de
componentes da sindrome metabolica e sua correlacdo inversa com o

malondialdeido eritrocitario.
6.2. Artigo 02: Acido urico prediz o nGmero de componentes da sindrome

metabolica em adultos aparentemente saudaveis: Implicacfes metabdlicas e

inflamatorias.
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Resumo

Introducdo: O numero de componentes da sindrome metabdlica (SM) pode
aumentar o estresse oxidativo, e este, esta relacionado a processos inflamatérios e
metabdlicos. A cronicidade deste processo tem implicacGes sobre a etiopatogenia de
doencas crénicas ndo transmissiveis, entre elas, a aterosclerose e diabetes. Objetivo:
Identificar as possiveis relacBes entre os marcadores do estresse oxidativo e o
namero de componentes da SM, assim como avaliar a relagdo entre o malondialdeido
(MDA) plasmético e o eritrocitario quanto aos parametros metabdlicos e
inflamatdrios. Metodologia: Trata-se de um estudo transversal, com participacdo de
210 individuos, de ambos os sexos, aparentemente saudaveis e idade entre 20 e 59
anos. Foram analisadas caracteristicas antropométricas, de composicdo corporal,
marcadores metabolicos, de estresse oxidativo e inflamatérios e o perfil de &cidos
graxos plasmaticos. A ingestdo dietética foi avaliada por meio de um questionario de
frequéncia alimentar semi-quantitativo e a qualidade da dieta foi avaliada de acordo
com o Indice de qualidade da dieta. A resisténcia a insulina foi estimada pelo indice
HOMA-IR e TyG. Resultados: O MDA plasméatico apresentou maiores
concentragdes no grupo >2 componentes da SM, diferindo significativamente do
grupo zero componente (p=0,001). Individuos com maiores concentracdes de MDA
plasmatico apresentaram maiores valores de TG, LDL-c, VLDL, resisténcia a
insulina e IL-6, e diminuicdo de &cido linoleico. O MDA eritrocitario associou-se
negativamente ao TG, LDL/HDL, CT/HDL e acido linolelaidico e positivamente ao
HDL-c e IL-6. Em contrapartida, 0 MDA plasmatico associou-se negativamente ao
HDL-c e &cido linoleico e positivamente aos TG, LDL-c, CT, VLDL, TyG, IL-18,
IL-6, &cido linolelaidico. O MDA plasmatico predisse 0 nimero de componentes da
SM mesmo apds ajustes. Conclusdo: O MDA plasmatico apresenta papel preditor
em relacdo ao numero de componentes da SM. Além disso, 0 MDA plasmatico e o
eritrocitario revelaram comportamento inverso, sugerindo que o MDA plasmatico e
ndo o eritrocitario esteja relacionado as alteracbes metabolicas e inflamatorias,

indicando ser um potencial biomarcador precoce do risco cardiometabdlico.
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Palavras-chaves: Estresse oxidativo, malondialdeido plasmatico, malondialdeido
eritrocitario, MDA, sindrome metabolica, inflamagéo.

Introducéo

A Sindrome metabdlica (SM) representa um dos maiores desafios da salde
publica no mundo e sua incidéncia vem aumentando nos ultimos tempos
(SHERLING; PERUMAREDDI; HENNEKENS, 2016). E caracterizada por um
conjunto de fatores de riscos cardiometabdlicos, que incluem, obesidade
abdominal/visceral, dislipidemias, hipertensdo arterial sistémica e hiperglicemia,
fatores que predispdem ao desenvolvimento de alteragGes crénicas como o diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) e as doencas cardiovasculares (DCV), aumentando assim a
mortalidade (VOLP et al., 2010; BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015;
VIDIGAL et al., 2015). A resisténcia a insulina e a obesidade tém sido os principais
fatores predisponentes, no entanto, apesar da grande importancia da obesidade,
observa-se que individuos com peso normal podem ser insulinodependentes e
apresentar a sindrome (BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015). Sua etiologia
ainda é desconhecida, mas sugere-se que seu desenvolvimento seja devido a
complexa interacdo de fatores genéticos, idade e estilo de vida, podendo influenciar
ainda, os niveis hormonais, estado pré-inflamatorio e estresse oxidativo (SAVINI et
al., 2013).

O estresse oxidativo e a inflamacdo estdo inter-relacionados e também se
associam a resisténcia a acao da insulina e, consequentemente, a maiores riscos de
desordens metabdlicas (BARBOSA et al, 2010; BONDIA-PONS; RYAN;
MARTINEZ, 2012). Embora esses mecanismos nao estejam completamente
elucidados, evidéncias clinicas e experimentais sugerem um papel central do estresse
oxidativo, podendo ser considerado um novo componente da SM
(GRATTAGLIANO et al., 2008; HOPPS et al., 2010).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre as moléculas oxidantes e o sistema antioxidante, que pode ocorrer
em consequéncia do aumento da producdo de radicais livres e/ou espécies reativas
ndo radicais, ou quando o sistema de defesa antioxidante esta ineficiente, podendo
haver a combinacdo desses dois eventos (POLISAK; SUPUT; MILISAV, 2013).
Varios fatores podem contribuir para esse desequilibrio, como a exposi¢do ambiental

aos agentes oxidantes, ingestdo inadequada de antioxidantes ou alteracdes
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enziméaticas (BASTOS et al., 2016). Essa condicdo facilita a oxidacdo de
biomoléculas como os lipidios, proteinas e DNA, gerando metabdlitos especificos, 0s
biomarcadores do estresse oxidativo (MORETO et al., 2015). Um desses marcadores
é 0 malondialdeido (MDA), produto da peroxidacao lipidica que acomete os acidos
graxos poli-insaturados (AGPI) de membranas. Elevadas concentragdes de MDA
refletem o estresse do organismo, por isso, € considerado umbiomarcador de dano
oxidativo (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Moreto et al. (2015)
observaram associacdo positiva entre MDA e proteina C-reativa (PCR), mostrando
que quando o balanco oxidativo é rompido, ha também resposta inflamatoria
alterada. A cronicidade do processo em questdo tem implicacbes sobre a
etiopatogenia de enfermidades cronicas ndo transmissiveis, entre elas, aterosclerose,
diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (MATSUDA,
SHIMOMURA, 2013).

J& estda documentado na literatura que os componentes da SM podem causar
aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (moléculas altamente
reativas formadas como produtos do metabolismo normal do oxigénio) e o
comprometimento das defesas antioxidantes enzimaticas (BONOMINI; RODELLA;
REZZANI, 2015; TANGVARASITTICHALI, 2015). Dessa forma, estudos acerca da
avaliacdo do estresse oxidativo vém adquirindo relevancia significativa, por
desempenhar um importante papel na fisiopatologia da SM e de seus componentes,
além de estarem envolvidos em outros processos patolégicos (DAI et al., 2009;
KANDAR et al., 2014).

Diante do exposto, a busca de novos e apropriados biomarcadores em
individuos jovens e saudaveis possibilita o diagnostico precoce, de forma a antecipar
a ocorréncia da enfermidade, possibilitando otimizar seu tratamento. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi identificar as possiveis relacBes entre os marcadores do
estresse oxidativo e o nimero de componentes da SM, bem como avaliar a relagéo
entre 0 MDA plasmatico e o eritrocitario quanto aos parametros metabolicos e

inflamatdrios em individuos aparentemente saudaveis.
Materiais e métodos

Sujeitos
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Trata-se de um estudo transversal realizado com profissionais de saude do
municipio de Vigosa. Foram convidados a participar do estudo, profissionais de
salde e estudantes de graduacao dos dois ultimos anos dos cursos da area da salde,
com idade entre 20 e 59 anos. Foram incluidos aqueles que ndo estavam em uso de
corticoides e antibidticos, sem internacdo e doenca grave nos ultimos anos, e no caso
de mulheres, que ndo estivessem gravidas ou amamentando. Uma amostra de 210
voluntarios foi selecionada para este estudo, e todos assinaram o0 termo de
consentimento livre esclarecido. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vicosa (Ref. 005/2011),
de acordo com os Principios da Declaracéo de Helsinque.

Antropometria, composi¢do corporal e pressdo sanguinea

As medidas de peso, estatura e perimetro do quadril (PQ) foram aferidas de
acordo com as técnicas preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1995). O perimetro da cintura (PC), medido
no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca e a relacdo cintura-quadril
(RCQ) foram avaliados como marcadores de acumulagdo central de gordura. O
percentual de gordura corporal foi determinado por Impedéncia bioelétrica
(Biodynamics 310®, Biodynamics Corporation, Seattle, WA). Os valores de IMC
(kg/m? e gordura corporal total (%) foram avaliados como indicadores de
adiposidade.

As pressdes arteriais sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) foram aferidas
seguindo os critérios recomendados pela OMS (WHITWORTH; CHALMERS,
2004) usando esfigmomandmetro digital (OMROM 142INT Healthcare Co, Kyoto,
Japdo).

Ingestéo dietética e estilo de vida

A ingestdo dietética foi avaliada por meio de um questionario de frequéncia
alimentar semiquantitativo validado, com 136 itens alimentares (FERNANDEZ-
BALLART et al.,, 2010). A qualidade da dieta foi calculada de acordo com a
adaptacdo do Healthy Eating Index (HEI) (GUENTHER; REEDY; KREBS-SMITH,
2008) para a populagéo brasileira (PREVIDELLI et al., 2011), de acordo com as
recomendacdes de ingestdo para cada grupo alimentar.
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A prética de atividade fisica foi avaliada por meio do Questionério
Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), versdo longa (MATSUDO et al., 2001),
sendo classificados como ativos os individuos com pratica de atividade fisica >150
minutos/semana. Dados sobre habito de fumar foram investigados em questionarios

estruturados.

Marcadores metabdlicos e inflamatorios

As amostras de sangue foram obtidas ap6s um jejum de 12 horas, mediante
puncdo venosa. O plasma (EDTA) e o soro foram separados do sangue total por
centrifugacdo a 2500 rpm, a 4° C por 10 min (Megafuge 11R, Thermo Scientific,
Waltham, MA) e imediatamente congelados a -80°C até 0 momento das anélises. As
concentracdes séricas de triglicerideos (TG), colesterol total (CT), colesterol-
lipoproteina de alta densidade (HDL-c), glicose e insulina foram mensurados por
testes colorimétricos, conforme instrucBes do fabricante. As concentracdes de
colesterol-lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL) foram calculadas segundo equagdes de Friedewald
(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). A resisténcia a insulina foi
estimada pelo HOMA-IR, definida como [glicemia de jejum (mmol/L) X insulina de
jejum (IU/ml)] /22,5 (MATTHEWS et al., 1985) e o indice de TyG, calculado como
Ln [(triglicerideos (mg/dl) x (glicose (mg/dl)/2] (SIMENTAL-MENDIA;
RODRIGUEZ-MORAN; GUERRERO-ROMERO, 2008). O complemento C3 sérico
foi medido pelo método imunoturbidimétrico e as concentracdes séricas de proteina
C-reativa (PCR) foram determinadas por ELISA (Multiskan FC, Thermo Scientific)
utilizando o kit ultrassensivel da proteina DSL-C reativa. O acido urico foi
determinado pelo método colorimétrico enzimético no equipamento Cobas Mira Plus
(Roche Diagnostics, Basel, Suica). As concentracdes plasmaticas de diferentes
citocinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF- o), interleucinas (IL-6, IL-1p, IL-10) e
adiponectina foram determinados por ELISA, utilizando um kit comercial Biosource
/ Sellex. As concentracBes plasmaéticas de PAI-1 foram determinadas por ELISA,

utilizando um kit comercial (Invitrogen).

Marcadores do estresse oxidativo
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Antes da determinacdo dos marcadores de estresse oxidativo em eritrocitos,
foram realizadas duas etapas de diluicdo da massa eritrocitaria (lisado 1: as hemacias
foram diluidas em quatro partes iguais de agua destilada gelada; lisado 2: a partir do
lisado 1, foi realizada uma segunda diluicdo em tampdo fosfato (50mM - pH 7,0)
para obtencdo da solucéo eritrocitéria). A proporgdo utilizada foi de acordo com os
testes realizados para cada marcador.

A analise de peroxidacdo de lipidios baseou-se na dosagem das espécies
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), que tem como produto o malondialdeido
(MDA). Foi realizada, em duplicata, em plasma e eritrocitos. O MDA plasmatico foi
determinado de acordo com metodologia descrita por Buege e Aust (1978), e 0s
resultados foram expressos em nanomol de equivalentes de MDA por mL de plasma,
utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 1,56 x 105 M™.cm™. Para
determinacdo do MDA eritrocitério, o lisado 1 de hemacias foi diluido 25 vezes em
tampéo fosfato (50mM - pH 7,0) e, posteriormente, conforme a mesma metodologia,
com modificacBes (BUEGE J.A; AUST, 1978). Os valores finais foram expressos
em pumol/ mg de hemoglobina.

Para avaliacdo da concentracdo de 6xido nitrico (ON), o lisado 1 de heméacias
foi diluido 25 vezes em tampéo fosfato (50mM - pH 7,0) e, em seguida, as analises
foram realizadas em duplicata por meio do Reativo de Griess (sulfanilamida a 1% e
naftil-etileno-diamina a 0,1% em H3PO4 a 2,5%) (GRISHAM; JOHNSON;
LANCASTER, 1996). Sua concentragdo foi determinada utilizando-se uma curva
padrdao com concentracdes conhecidas de nitrito de sédio que variou de 0-125 uM/L
e os valores finais foram expressos em puM/ml hemoglobina.

Para determinacdo da concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,0;), o
lisado 1 de hemacias foi diluido 25 vezes em tampéo fosfato (50mM - pH 7,0), logo
apo6s, a andlise foi realizada em duplicata segundo metodologia adaptada de
Nourooz-Zadeh (1999). Sua concentracdo foi calculada com o uso de uma curva
padrdo constituida de H,O, com concentracdes que variaram de 0,2-1,2 mmol/L e 0s
valores finais foram expressos em mmol/ml de hemoglobina.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) baseou-se na capacidade desta
enzima em catalisar a reacdo do superdxido (O,) em H,0,, diminuindo assim a razéo
de auto-oxidagdo do pirogalol. Primeiramente, o lisado 1 de hemécias foi diluido
(1:500) em tampao fosfato (50mM - pH 7,0) e, em seguida, realizada a analise em
triplicata segundo metodologia adaptada (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Os
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valores finais foram expressos em U de SOD/mg de hemoglobina. Para determinagéo
da enzima glutationa S-transferase (GST), o lisado 1 de hemaécias foi diluido 25
vezes em tampdo fosfato (50mM - pH 7,0), e, posteriormente, sua atividade foi
mensurada a partir da formagdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e
estimada pela variacdo da absorbancia a 340 nm por 90s, em triplicata, segundo
metodologia adaptada (HABIG; PABST; JAKOBY, 1974). O coeficiente de extin¢io
molar do CDNB (340 = 9,6 mM-1 cm-1) foi utilizado para os calculos e a atividade
da GST foi expressa em pmol/ min/ ml de hemoglobina.

Para a dosagem de hemoglobina, a massa eritrocitaria foi diluida em quatro
partes iguais de agua destilada gelada, em seguida, foi determinada por ensaio
colorimétrico mediante a utilizacdo de kit especifico de Hemoglobina (Bioclin
ref.K023; Belo Horizonte-MG, Brasil) e padrdo de hemoglobina (Bioclin ref. K029;
Belo Horizonte-MG, Brasil). As analises de hemoglobina foram realizadas em

duplicata.

Perfil de acidos graxos plasmatico

O perfil de &cidos graxos plasmatico foi determinado por cromatografia
gasosa. A extracdo de lipidios foi obtida de acordo com a metodologia descrita por
Folch et al (1957). Ap6s extracdo, os lipidios foram submetidos a saponificacéo e
esterificacdo, segundo metodologia de Hartman e Lago (1973). As anéalises foram
realizadas em um cromatdgrafo a gas (CG Solution SHIMADZU), equipado com
detector FID). Para registro e analise dos cromatogramas, o aparelho foi acoplado a
um microcomputador, utilizando-se o programa GC Solution. Os compostos foram
separados e identificados em uma coluna capilar (Carbowax 30 m x 0,25 mm). Para a
separagdo cromatografica, 1 uL de amostra foi injetado em sistema Split = 5. O gas
nitrogénio foi utilizado como carreador com velocidade linear programada para 43.2
cm/s e os gases hidrogénio e ar sintético formaram a chama no detector. As
temperaturas do injetor e do detector foram controladas isotermicamente em 200°C e
220°C. A temperatura inicial da coluna foi de 100°C (mantida por 5 minutos),
aumentando em 4°C por minuto até atingir 220 °C (mantida por 20 minutos). O fluxo

do gés de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto.

Andlises estatisticas
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As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa SPSS (versao
22.0). Os resultados foram apresentados como média + desvio-padrdo ou mediana
(intervalo interquartilico), de acordo com a normalidade das variaveis, a qual foi
testada pela aplicagdo do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os individuos foram
categorizados em trés grupos de acordo com o numero de componentes da SM: zero,
um e maior ou igual a dois, e também, segundo os quartis do MDA plasmaético,
comparando-se o primeiro (< 0,345 nmol/ml) e o quarto quartil (>1,433 nmol/ml).
Para comparacgdo de medias entre dois grupos, utilizou-se teste t de Student ou Mann-
Whitney, de acordo com a distribuicdo dos dados, e o teste de Qui-quadrado (x2) para
comparacao de frequéncias das varidveis categoricas (sexo, atividade fisica e habito
de fumar). A comparacdo de médias entre trés grupos foi obtida por meio dos testes
ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguidos respectivamente pelos testes post hoc de
Tukey’s € Dunn’s. Para 0s testes de associacdes foi utilizado o coeficiente de
correlacdo de Pearson para varidveis com distribuicdo normal ou Spearman nos
demais casos. Analise de regressao linear multivariada foi realizada para avaliagcdo
do efeito da concentracdo de MDA plasmatico sobre a predicdo do nimero de
componentes da SM, ajustando-se pelas variaveis de confusdo. O nivel de
significancia adotado foi de 5% para todos os testes de hipdteses.

Resultados

Duzentos e dez individuos foram incluidos no estudo, sendo 73,8% do sexo
feminino. A mediana de idade foi de 27 (24-31) anos e a média de IMC 22,7 + 3,4
kg/mz2. Verificou-se uma prevaléncia de 14,8% (n=31) de individuos com presenca
de dois ou mais componentes da SM e 36,7% (n=77) de apenas um. Além disso, o
MDA plasmatico apresentou maiores concentracdes no grupo > 2 componentes da
SM, diferindo significativamente ao grupo zero componente (p<0,05). As enzimas
antioxidantes GST e SOD apresentaram suas maiores atividades no grupo de

individuos com zero componente, porém, sem diferenca estatistica (Tabelal).
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Tabela 1: Marcadores de estresse oxidativo de acordo com o nUmero de

componentes da sindrome metabdlica.

Marcadores Total NUmero de componentes da SM p
Oxidativos (n=210)
0 1 >2
(n=102) (n=77) (n=31)
GST 0,083 (0,055-1,64) 0,087 (0,056-0,175) 0,080 (0,052-0,153) 0,067 (0,054-0,091) 0,217
SOD 4,925 (1,787-6,980) 5,175 (1,715-6,943) 5,085 (2,348-7,375) 3,77 (1,645-5,833) 0,353
MDA p. 0,694 (0,345-1,433) 0,763 (0,383-1,419)* 0,784 (0,498-2,153)* 1,182 (0,423-1,837)° 0,023
MDA e. 1,660 (1,480-2,070) 1,655 (1,505-2,252) 1,640 (1,447-1,860) 1,680 (1,518-2,085) 0,351
Oxido 0,205 (0,189-0,222) 0,205 (0,189-0,224) 0,201 (0,182-0,216) 0,215 (0,196-0,225) 0,131
nitrico
Perdxido de 0,005 (0,004-0,006) 0,005 (0,005-0,006) 0,005 (0,005-0,006) 0,005 (0,005-0,005) 0,744
hidrogénio
p <0,05

ANOVA com teste post-hoc de Tukey para varidveis paramétricas. Teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn’s para
variaveis ndo parameétricas. Comparagdo entre colunas. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os valores apresentados.
Resultados apresentados em mediana (intervalo interquartilico).

GST, glutationa s-transferase; SOD, superdxido dismutase; MDA p., malondialdeido plasméatico; MDA e., malondialdeido
eritrocitario; SM, sindrome metabdlica.

Unidades dos marcadores: GST, pmol/ min/ ml de hemoglobina; SOD, U SOD/ mg hemoglobina; MDA p., nmol de MDA/mI de
plasma; MDA e., pmol /mg hemoglobina; éxido nitrico, uM/ml hemoglobina; peréxido de hidrogénio, mmol/ml de hemoglobina.

Os individuos com maiores concentracbes de MDA plasmatico (4° quartil)
mostraram-se mais fisicamente ativos em relacdo aos do primeiro quartil e
apresentaram maiores valores de TG, LDL-c, VLDL e resisténcia a insulina (avaliada
pelo indice TyG). Esses individuos também evidenciaram alteracdo inflamatoria,
com maiores concentracdes de IL-6, e diminuicdo de &cido linoleico plasmatico
(Tabela 2).

O MDA plasmatico ndo foi influenciado pelo sexo, idade, tabagismo (Tabela
2), ingestdo caldrica e de nutrientes e pela qualidade geral da dieta avaliada pelo HEI

(dados nao mostrados).
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Tabela 2: Caracterizagdo dos individuos segundo os quartis de malondialdeido

plasmatico.
Variaveis Total Quartis do MDA plasmaético
(n=210)
1° quartil (< 0,345 4° quartil (>1,433 p
nmol/ml) nmol/ml)
(n=52) (n=51)
Idade (anos)* 27 (24-31) 26 (24,5-28,5) 26 (24-28) 0,176
Sexo
Feminino 155 (73,8%) 36 (47,4%) 40 (52,6%) 0,218
Masculino 55 (26,2%) 11 (36,7%) 19 (63,3%)
Atividade Fisica
Ativo 178 (84,8%) 39 (42,4%) 53 (57,6%) 0,001
Né&o ativo 32 (15,2%) 21 (77,8%) 6 (22,2%)
Habito de fumar
Fumante, ex-fumante 7 (3,6%) 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0,601
Né&o fumante 186 (96,4%) 41 (43,6%) 53 (56,4%)
Parametros
antropométricos
Peso (kg)* 60,7 (54,3-72,0) 59,6 (55,4-79,7) 62,8 (59,2-66,9) 0,264
Altura (cm)t 1,67 + 0,083 1,67 £ 0,08 1,68 + 0,08 0,679
PC (cm)* 77,2 (72,0-85,0) 74,9 (71,5-98,8) 79,0 (73,8-83,5) 0,654
PQ (cm)t 98,71+ 6,51 99,23 +5,51 99,19 £ 6,00 0,971
RCQ* 0,79 (0,75-0,84) 0,79 (0,77-0,92) 0,82 (0,74-0,83) 0,691
IMC (kg/m?)} 22,7+34 22,6 +3,6 230+28 0,581
Gordura corporal (%)7 22,7+6,5 227+70 21,7+6,4 0,418
Parametros metabolicos
PAS (mmHg)* 106,7 (100,5-116,7) 107,5 (99,0-123,8) 103,2 (96,3-133,0) 0,345
PAD (mmHg)¥ 67,2+7,7 67,8+7,3 66,8 8,3 0,529
Colesterol total (mg/dL)} 184,0 £ 36,4 188,3 + 33,3 178,1+ 36,6 0,141
HDL-c (mg/dL)T 59,3+ 15,3 60,3+ 15,0 57,0+ 15,6 0,268
Triglicerideos (mg/dL)* 86,5 (60,0-116,0) 74,0 (55,0-104,5) 78,0 (62,0-119,0) 0,020
LDL-c (mg/dL)} 105,8 + 30,9 101,4 1125+ 27,2 112,5+27,2 0,049
29,4

VLDL (mg/dL)* 17,2 (12,0-23,2) 14,8 (11,0-20,9) 15,6 (12,4-23,8) 0,020
CT/HDL* 3,1(2,6-3,8) 3,35 (3,24-3,55) 2,67 (2,55-3,38) 0,604
LDL/HDLY 1,90 £ 0,77 1,99 £ 0,69 1,93+0,91 0,726
Glicemia de jejum 86,0 (80,0-93,0) 77,0 (72,5-89,5) 91,0 (84,0-94,0) 0,400
(mg/dL)*
Insulina (uUI/mL)* 6,5 (4,6-8,8) 7,0 (6,4-13,5) 7,9 (6,9-9,8) 0,111
HOMA-IR* 1,35 (0,94-1,89) 1,36 (1,19-2,79) 1,69 (1,60-2,20) 0,068
indice TyG¥ 8,22 £ 0,47 8,02 £ 0,40 8,25 £ 0,47 0,009
Acido drico (mg/dL)* 3,8 (3,2-4,8) 3,9 (3,4-4,5) 3,2(0,0-4,9) 0,258
Parametros inflamatérios
PAI-1 (pg/mL)} 1279,0 + 516,2 1099,0 + 294,2 1440,0 + 843,5 0,348
IL-10 (pg/mL)* 1,63 (1,38-2,15) 2,18 (1,34-3,22) 1,71 (1,10-1,82) 0,637
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IL-1B (pg/mL)*

IL-6 (pg/mL)*

TNF-o (pg/mL)*
Adiponectina (mcg/mL) *
Complemento C3 (mg/dL)*
PCR (mg/L)*

Perfil lipidico

Acidos graxos totais*

Acido palmiticot
Acido estearico*
Acido oleicot
Acido linoleicot
Araquidonico*
Acido linolénico*
Acido ertcicot

1,08 (0,94-1,30)
1,28 (0,96-1,30)
6,32 (5,03-7,98)
13,4 (9,4-18,2)

101,0 (87,9-115,3)

1,0 (0,5-2,0)

0,0022 (0,0014-
0,0035)
3,749+ 3,11
6,30 (5,12-7,22)
4,83 +2,81
5,19 + 2,80

0,000 (0,000-0,792)
0,803 (0,293-1,690)

4,83 +2,33

1,08 (1,08-1,30)
0,93 (0,93-1,22)
6,09 (4,58-14,02)
14,4 (10,5-16,2)
91,9 (83,3-105,5)
1,0 (1,0-4,5)

0,0037 (0,0027-
0,0045)
3,328 + 2,875
7,14 (5,95-7,86)
5,15+ 2,78
6,53+ 1,76

0,784 (0,185-5,893)
0,615 (0,000-1,149)

4,40 + 2,36

1,08 (1,08-1,08) 0,102
1,05(0,93-1,48) 0,019
6,06 (5,81-6,77) 0,977
12,1(7,8-15,6) 0,221
101,0 (0,0-113,0) 0,220
0,6 (0,0-1,0) 0,397
0,0032 (0,0029- 0,574

0,0033)

3,383 % 2,979 0,949
6,42 (6,30-7,04) 0,237
4,71 + 2,80 0,598

3,94 + 2,84 < 0,001
0,194 (0,000-0,653) 0,103
0,646 (0,298-0,857) 0,797
5,22 +2,19 0,213

*Variaveis ndo paramétricas
tVariaveis paramétricas
p <0,05

Teste do Qui-quadrado (y2) para varidveis categoricas apresentadas como N (%). Teste t para varidveis paramétricas
apresentadas como média + desvio-padrdo. Teste de Mann-Whitney para variaveis ndo paramétricas apresentadas como

mediana (intervalo interquartilico).

MDA, malondialdeido; PC, perimetro da cintura; PQ, perimetro da cintura, RCQ, relagdo cintura/quadril; RCE, relagdo
cintura/estatura; IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao arterial sistdlica; PAD, pressdo arterial diastélica; HDL-c,
colesterol-lipoproteina alta densidade; LDL-c, colesterol-lipoproteina de baixa densidade; VLDL, lipoproteina de
densidade muito baixa; CT/HDL, relacdo colesterol total/HDL; LDL/HDL, relagdo LDL/HDL; HOMA-IR, Homeostasis
Model Assessment - Insulin Resistance; TyG, triglyceride-Glucose Index; PAI-1, Plasminogen activator inhibitor-1; I1L-6,
interleucina-6; 1L-10,interleucina-10 ; IL-1B, interleucina 1B; TNF- o, fator de necrose tumoral alfa; PCR, proteina C

reativa.

De modo interessante, as concentragdes de MDA plasmatico e eritrocitario

foram negativamente associadas (r= -0,216; p= 0,002), o que sugere um

comportamento diferente entre eles (Figura 1). Quando analisados separadamente,

comportaram-se de modo oposto em

relacdo aos parametros metabdlicos,

inflamatorios e aos acidos graxos plasmaticos. O MDA eritrocitario apresentou

associacdo negativa com TG, LDL/HDL, CT/HDL e concentracdo de 4cido

linolelaidico, e associacdo positiva com, HDL-c e IL-6. No entanto, o MDA

plasméatico associou-se negativamente ao HDL,c e &cido linoleico plasmatico, e
positivamente aos TG, LDL-c, CT, VLDL, TyG, IL-1pB, IL-6 e &cido linolelaidico

(Tabela 3).
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Figura 1: Correlacdo entre as concentra¢fes de malondialdeido (MDA) plasmatico e

eritrocitario.

Tabela 3: Correlacdo entre os marcadores oxidativo e 0s parametros metabolicos,

inflamatorios e lipidicos.

Variaveis

MDA plasmatico (r)

MDA eritrocitério (r)

Parémetros metabdlicos
Triglicerideos (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)

Colesterol total (mg/dL)
LDL/HDL

CT/HDL

VLDL (mg/dL)
Parametros inflamatérios
TyG

IL-1B (pg/mL)

IL-6 (pg/mL)

Perfil lipidico

C18:2n6t (acido linolelaidico)
C18:2n6 (4cido linoleico)

0,138*
-0,132*
0,146*
0,138*
- 0,047
-0,001
0,138*

0,137*
0,154*
0,251**

0,267**
-0,243*

- 0,147*
0,143*
-0,127
- 0,104
-0,151*
-0,178
-0,134

-0,111
- 0,088
0,163*

- 0,082*
0,035

**p <0,01
*p <0,05

Teste de correlagdo de Pearson para variaveis paramétricas e correlacdo de Spearman para as ndo

paramétricas.

MDA, malondialdeido; HDL-c, lipoproteina alta densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade;
VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa; CT/HDL, relacdo colesterol total/HDL; LDL/HDL,
relacdo LDL/HDL; TyG, triglyceride-Glucose Index; IL-1, interleucina 1B; IL-6, interleucina-6.
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Por fim, uma anélise de regressdo linear multipla demonstrou que maiores
concentracOes de MDA plasmatico contribui de forma independente para 0 aumento

do nimero de componentes da SM, mesmo apds ajustes (Tabela 4).

Tabela 4: Anélise de regressdo linear multipla mostrando a contribuicdo
independente das concentragdes de malondialdeido plasmético sobre o nimero de

componentes da sindrome metabdlica.

Variavel dependente B IC (95%) R2 Valor de p

Numero de componentes da SM 0,675 0,562, 0,788 0,042 <0,001
Ajustel - 6,194 - 7,619, 4,769 0,457 <0,001
Ajuste? 0,709 0,180, 1,237 0,029 0,009

Isexo, perimetro da cintura e atividade fisica.
?Ingestéo de lipidio, zinco e gordura saturada.
MDA, malondialdeido; SM, sindrome metabdlica; IC, intervalo de confianca.

Discusséo

A mensuracdo de produtos da peroxidacdo lipidica tem sido comumente
explorada para avaliar o estresse oxidativo, assim como, sua relacdo com 0s
parametros metabdlicos e inflamatérios (LEE et al., 2012; HO et al., 2013). O MDA
é um dos produtos mais avaliados, e tem sido implicado como agente causador de
processos citotdxicos, relacionado com danos as membranas celulares e
modificacdes oxidativas (OSMAN et al., 2016). Estudos também relatam que o
nimero de componentes da SM pode estar associado com o aumento do estresse
oxidativo (CERIELLO; QUATRARO; GIUGLIANO, 1993; SARBIJANI;
KHOSHNIA; MARJANI, 2015).

Neste contexto, este estudo fornece uma forte evidéncia da relacdo entre
MDA plasmatico e os componentes da SM, e seu papel prejudicial frente aos
parametros metabdlicos e inflamatorios. Maiores concentragdes de MDA plasmatico
foram observados em individuos que apresentavam dois ou mais componentes da SM
comparados com aqueles sem nenhum componente. De fato, a relagdo entre o grau
de estresse oxidativo e 0 nimero de componentes da SM € existente, porém, ainda
ndo é bem compreendido, mas sabe-se que hd um risco aumentado de produtos
oxidativos levando ao estresse quando o individuo possui mais componentes
(SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2010). O estresse oxidativo tem sido associado a
todos os componentes da SM e com o aparecimento de complicagOes
cardiovasculares em individuos sindrémicos (FURUKAWA et al., 2004; STOCKER,;
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KEANEY, 2004). O possivel mecanismo envolvido é que os individuos portadores
de componentes da SM apresentam maior ativacdo de vias bioquimicas que ocasiona
0 aumento das EROS, diminuicdo da protecdo antioxidante e consequentemente
aumento do estresse oxidativo, no entanto, ainda ndo se sabe ao certo a influencia do
namero de componentes presentes (GRATTAGLIANO et al., 2008).

J& é sabido que a SM ¢ associada a inflamagdo subclinica (SARBIJANI;
KHOSHNIA; MARJANI, 2015). Além do mais, a hiperglicemia, por si sO, bem
como a tolerancia prejudicada a glicose, perpetua o estimulo a maior producdo de
citocinas inflamatorias (MULLER et al., 2002; TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et
al., 2002). O aumento de citocinas inflamatdrias leva a liberacdo de varias espécies
reativas e, no local da inflamacdo podem conduzir a um aumento de estresse
oxidativo, além disso, o estresse oxidativo induz a transcricao de fatores sensiveis ao
estado redox nas células imunes, como o fator de necrose k B (NFkB), o qual esta
relacionado ao aumento na transcricdo de citocinas pro-inflamatdrias, tais como
TNF-0, IL-1p, IL-6 e proteinas de fase aguda, como a PCR (CAWTHORN; SETHI,
2008; CHUNG et al., 2009), estabelecendo assim um ciclo vicioso (NUNN; BELL;
GUY, 2009).

Avelar et al. (2015), em sua revisdo, sugerem que um tratamento com 0
objetivo de reduzir ou eliminar os componentes da SM pode diminuir o estado pro-
oxidante e vice-versa, em individuos sindrdmicos, estado este, que desempenha um
importante papel mediador no desenvolvimento e progressdo de mdaltiplos fatores
fisiopatol6gicos.

Verificamos também maiores atividades das enzimas antioxidantes GST e
SOD no grupo sem componentes da SM, porem, sem diferenca estatistica, mas
relevante do ponto de vista clinico. Resultados similares foram obtidos em um estudo
transversal, com individuos aparentemente saudaveis, de ambos 0s sexos e idade
entre 18 a 60 anos, no qual observou-se menor atividade das enzimas SOD e
glutationa peroxidase em individuos com SM em compara¢do aos sem a sindrome
(BAEZ-DUARTE et al., 2016). Tem sido relatado que individuos com SM tém
niveis mais elevados de peroxidacao lipidica e baixa defesa antioxidante, possuindo
menor atividade de algumas enzimas (CARDONA et al., 2008). Isogawa et al.
(2009) mostraram que a atividade enzimatica é inversamente proporcional ao nimero

de componentes da SM.
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Observou-se no presente estudo, que individuos mais ativos apresentaram
maiores concentragdes de MDA plasmatico. Um estudo de intervengdo em humanos
mostrou elevada concentracdo de MDA apés exercicio fisico de alta intensidade
(LIU et al., 1999), por outro lado, exercicios regulares de baixa intensidade
apresentaram efeito contrario (NIKOLAIDIS et al., 2007). O efeito da atividade
fisica sobre biomarcadores do estresse oxidativo deve-se ao fato de que durante o
exercicio ha um maior consumo de oxigénio e consequentemente maior producao de
EROS (YANG; JENSEN, 2015). No entanto, este efeito, assim como sobre a
inflamac&o, é normalmente passageiro e adaptativo (RADAK et al., 2016).

Individuos com maiores concentracdes de MDA plasmatico apresentaram
maiores valores de TG, LDL-c, VLDL e resisténcia a insulina. Este achado esta de
acordo com o estudo de Moreto et al. (2014) no qual, analisando 148 adultos
divididos em quartis de concentragdes de MDA, foi observado que o grupo com
maiores concentracbes de MDA apresentaram maiores valores de TG e glicose.
Além disso, embora sem significancia estatistica, apresentaram também maior
resisténcia a insulina, acido urico e menor HDL-c. O estresse oxidativo € conhecido
por estar associado com a dislipidemia e também com a patogénese da resisténcia a
insulina, através da inibicdo de insulina e desregulacdo de adipocinas e citocinas
(MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). Além do mais, a peroxidacdo lipidica aumenta
com a hiperlipidemia (MANOHAR et al., 2013), dessa forma, sugere-se que as
alteracOes lipidicas observadas nos individuos com maiores concentragcdes de MDA,
devem-se ao fato de promoverem maior oxidagdo e consequentemente possiveis
danos celulares.

Estudos relatam a associagdo existente entre inflamacéo e estresse oxidativo,
apresentando a estreita ligacdo entre eles (NIHY et al., 2010; MATSUDA,;
SHIMOMURA, 2013; BISWAS, 2016). As células inflamatorias liberam vérias ROS
no local da inflamacdo levando ao estresse oxidativo, por outro lado, as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio podem iniciar uma cascata de sinalizacdo
intracelular aumentando a expressdo de genes pro-inflamatérios (BISWAS, 2016).
Os resultados do presente estudo respaldam tal hipdtese, uma vez que os individuos
com maiores concentracdes de MDA plasmatico evidenciaram um aumento nas
concentracdes de IL-6. O estresse oxidativo pode induzir a inflamagéo, por meio da
ativacéo do fator de transcricdo NF-xB, e também a ativacdo da NOD-like receptor
protein 3 (NLRP3) (BISWAS, 2016).
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No que se refere ao perfil de acidos graxos plasmaticos verificou-se que
individuos com maiores concentracdes de MDA plasmatico apresentaram menores
valores de 4cido linoleico plasmatico. Acidos graxos com maior grau de insaturacio
em suas estruturas moleculares estdo mais propicios a oxidacdo (LLUIS et al., 2013;
AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). O mecanismo pode ser descrito pelo
processo no qual os oxidantes atacam os lipideos, especialmente os AGPI, em uma
reacao que envolve a captacdo de hidrogénio a partir do carbono, com a insercédo de
oxigénio. Tal processo resulta na producdo de radicais perdxidos e hidroperoxido,
sendo o0 MDA um dos produtos finais da peroxidagcdo sendo considerado o mais
confidvel e o mais utilizado como biomarcador para a peroxidagdo lipidica,
principalmente de acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 (LABUDDA, 2013; AYALA,;
MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

O envolvimento da peroxidacéo lipidica induzida por radicais livres e o papel
dos antioxidantes estdo bem estabelecidos (BASTOS et al., 2016). A peroxidacéao
lipidica demonstra ser responsavel por alteracdes na estrutura e nas funcbes da
membrana celular, incluindo diminuicdo da fluidez, maior permeabilidade,
inativacdo de enzimas ligadas a membrana e perda de acidos graxos (HOPPS et al.,
2010; AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; BASTOS et al., 2016).
Curiosamente, nossos resultados elucidaram um comportamento diferente entre o
MDA plasmatico e o eritrocitario. O aumento do MDA eritrocitario esteve associado
a condigBes metabolicas e inflamatérias mais favoraveis, ao passo que o MDA
plasmaético apresentou uma correlagéo inversa.

A explicacdo para esse comportamento ndo esta clara, no entanto, a
membrana dos eritrocitos € considerada um modelo de exceléncia, por causa da sua
simplicidade e facilidade de isolamento, além disso, contém um mecanismo de
defesa antioxidante que incluem tanto os enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo que o
sistema antioxidante enzimético estd presente predominantemente no meio
intracelular (PANDEY; RIZVI, 2010; PAZZINI et al., 2015). Este sistema
antioxidante desempenha um papel crucial na defesa dos eritrdcitos contra o estresse
oxidativo (PAZZINI et al., 2015). Eles possuem uma alta concentracdo de vitamina
E, que age como uma estabilizadora de membranas bioldgicas, metabolismo normal
do oxigénio e peroxidagdo lipidica, bem como em distdrbios do metabolismo normal
(SUN et al., 2012), e a glutationa reduzida, que entre outras funcBes bioldgicas,

mantém a integridade e protecdo da membrana contra radicais livres e xenobioticos
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(DUMASWALA et al., 2000). Portanto, sugere-se que lipidios das membranas dos
eritrocitos sdo mais dificeis de serem oxidados, ao passo que os plasmaticos por
estarem livres, sdo oxidados mais prontamente, causando maiores alteragdes
metabdlicas.

Finalmente, nossos dados revelaram que o MDA plasmaético pode ser um bom
biomarcador para predizer o nimero de componentes da SM. Este resultado é de
extrema relevancia, uma vez que o estabelecimento de biomarcadores tem
fundamental importancia no desenvolvimento de novos medicamentos, e 0
entendimento das relagGes existentes entre estes e os mecanismos envolvidos podem
contribuir para prevencdo e otimizar o tratamento de diversas patologias
(MORABIA; COSTANZA, 2005; STRIMBU; TAVEL, 2010).

O presente estudo apresenta algumas limitacdes, como o fato da populacéo
estudada ser apenas de profissionais de saude e estudantes dos Ultimos anos da area
da saude, por isso, os resultados devem ser interpretados com cautela. Além disso,
por se tratar de um estudo transversal, as associacdes de causa e efeito ndo podem ser
determinadas, permitindo apenas sugestdes de associacdo, 0 que € importante para
orientar e sugerir novos estudos de intervencdo ou de caso-controle que possam
determinar os possiveis mecanismos envolvidos no presente estudo.

Em conclusdo, os resultados elucidam o papel preditor do MDA plasmatico
em relacdo ao nimero de componentes da SM, mesmo em individuos jovens, estando
relacionado as alteracfes metabolicas e inflamatorias, o que pode desencadear um
aumento do risco de DCV. Além disso, constatou-se um comportamento inverso
entre 0 MDA plasmatico e o eritrocitario, sugerindo que o MDA plasmaético e ndo o
eritrocitario esteja relacionado a tais alteracdes, e a possibilidade de ser utilizado

como biomarcador precoce da SM.
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Resumo

Introducdo: O estresse oxidativo € um importante fator na patogénese da sindrome
metabdlica (SM) tornando-se um importante alvo de investigagdo. O &acido Urico
(AU) tem sido relatado como o mais abundante antioxidante em meios aquosos,
envolvido em diferentes mecanismos, inclusive na patogénese de doencas
metabdlicas que podem levar & SM. Objetivo: Identificar as possiveis relagdes entre
0s marcadores oxidativos e 0s componentes da SM, bem como avaliar a relagéo entre
as concentracOes de AU e os parametros metabdlicos e inflamatorios. Metodologia:
Trata-se de um estudo transversal que incluiu 224 adultos de 20 a 59 anos. Foram
analisadas caracteristicas antropomeétricas, de composi¢do corporal, marcadores
oxidativo, metabdlicos, inflamatérios e o perfil plasméatico de acidos graxos dos
individuos. A ingestdo dietética foi avaliada por meio de questionario de frequéncia
alimentar semi-quantitativo e a qualidade da dieta foi avaliada de acordo com o
indice de qualidade da dieta. A resisténcia a insulina foi estimada pelo indice
HOMA-IR e TyG. Resultados: Os componentes da SM estiveram associados a
marcadores do estresse oxidativo como o malondialdeido plasmatico e eritrocitario e
0 AU. Homens com maiores concentracdes de AU apresentaram maior idade e
maiores concentracbes de colesterol total, LDL-c e &cido estearico, e menores
valores de pressdo arterial diastélica. Mulheres com maiores concentragbes de AU
apresentaram menores valores de glicemia e IL-10. Verificou-se maiores
concentracdes de AU em individuos com trés ou mais componentes da SM. O AU
associou-se negativamente com a enzima glutationa S-transferase, e foi capaz de
predizer o nimero de componentes da SM mesmo apds ajustes por sexo, idade, peso
e atividade fisica. Conclusdo: Os marcadores oxidativos estdo associados aos
componentes da SM, estando o AU relacionado a alteracbes metabdlicas e
inflamatdrias. Além disso, elucidamos a importancia do AU como preditor do

namero de componentes da SM.

Palavras-chaves: Acido Urico, sindrome metabdlica, estresse oxidativo,

biomarcadores, inflamacéo.
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Introducéo

A Sindrome Metabdlica (SM) é um conjunto de alteracbes metabolicas
relacionadas ao maior risco de doencas cardiovasculares (DCV) e diabetes, sendo as
principais alteragdes a pressdo arterial aumentada, dislipidemia, obesidade central e
glicemia de jejum elevada (VIDIGAL et al.,, 2015; BONOMINI; RODELLA;
REZZANI, 2015). Vérios fatores podem influenciar em seu desenvolvimento, como
niveis hormonais, estado pré-inflamatdrio, estresse oxidativo, entre outros (SAVINI
et al., 2013). O estresse oxidativo € um importante fator na patogénese da SM,
principalmente, nas seguintes manifestacfes: resisténcia a insulina, alteracdes na
insulina, hiperglicemia, disfuncéo endotelial, dislipidemia e obesidade (KANDAR et
al., 2014).

O estresse oxidativo € o estado em que ha um desequilibrio entre processos
pré-oxidantes e o sistema de defesa antioxidante, e tem se buscado avaliar seu papel
na fisiologia e nos processos patologicos (KANDAR et al., 2014). O 4cido Urico
(AU), um produto enzimatico final do metabolismo das purinas, produzido no figado
e formado por adenosina, inosina, hipoxantina, adenina e guanina, tem sido relatado
como o0 mais abundante antioxidante em meios aquosos (SILVA et al., 2015;
MAIUOLDO et al., 2016). Seus efeitos antioxidantes sdo considerados benéficos por
inibir a acdo de radicais livres, como o superdxido, oxigénio singlet e peroxinitrito;
por criar complexos estaveis com ions de ferro, mecanismo esse que inibe a reacao
de Fenton impedindo a formacdo do radical hidroxila; e também por estar
relacionado a melhora da funcdo endotelial, prevenindo a perda de 6xido nitrico
(ON) nas células endoteliais expostas ao peroxinitrito, um oxidante potencialmente
nocivo (LOBO et al., 2010; SOLTANI et al., 2013; KANDAR et al., 2014).

No entanto, dietas ricas em purinas e frutose, assim como a exposi¢do ao
chumbo podem contribuir para elevar as concentracfes de AU (JOHNSON et al.,
2013). Suas concentracdes dependem do equilibrio entre a ingestdo, sintese
enddgena, taxa de excrecdo e metabolismo das purinas, e qualquer alteracdo no
equilibrio entre estes fatores pode desencadear hiperuricemia, definida como uma
concentracdo de AU >7 mg/dL em homens e 6 mg/dL em mulheres (BABIO et al.,
2015). As concentragdes elevadas estdo associadas com a gota, doencas renais, efeito
inibitério do ON, inducdo da agregacdo plaquetaria, atividade pro-inflamatoria,

aterosclerose, intolerancia a glicose, hipertensdo e dislipidemia, um conjunto de

80



doencas metabolicas que podem levar a SM e consequentemente a diabetes e DCV
(NETO et al., 2011; DA SILVA et al., 2015).

A associacdo entre AU e SM pode ser devido a capacidade da insulina de
diminuir a depuracdo de AU resultando em aumento de sua concentracdo, ou em
funcdo de um mecanismo compensatério em relacdo ao estresse oxidativo associado
a sindrome (RATHMANN et al., 1998; NIETO et al., 2000).

A busca por biomarcadores precoces de enfermidades antecipa a ocorréncia
da enfermidade, melhorando o diagnostico e sua terapéutica. O estudo de individuos
saudaveis permite avaliar pequenas alteracdes de um determinado marcador, antes
mesmo da instalacdo da doenga. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi
identificar as possiveis relagdes entre os marcadores do estresse oxidativo e 0s
componentes da SM, bem como avaliar a relacdo entre as concentracfes de AU e 0s
pardmetros metabdlicos e inflamatérios em individuos adultos aparentemente

saudaveis.

Materiais e métodos
Sujeitos

Trata-se de estudo transversal, no qual foram avaliados 224 profissionais de
salde e estudantes de graduacdo dos dois Ultimos anos de cursos da area da satde, do
municipio de Vigosa-MG, com idade entre 20 e 59 anos. Foram excluidos sujeitos
em uso de corticoides e antibioticos, com internacdo e doenca grave recente e, no
caso de mulheres, as gravidas ou lactantes. Todos os individuos assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Ref.

005/2011), de acordo com os Principios da Declaracdo de Helsinque.

Avaliacdo antropométrica e de composi¢ao corporal

Peso corporal, estatura e perimetro do quadril (PQ) foram mensurados de
acordo com as técnicas preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1995). O perimetro da cintura (PC), medido
no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca, e a relacdo cintura-quadril

(RCQ) foram avaliados como marcadores de acumulagdo central de gordura. O
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percentual de gordura corporal foi determinado por Impedancia bioelétrica
(Biodynamics 310®, Biodynamics Corporation, Seattle, WA). Os Valores de IMC
(kg/m2) e gordura corporal total (%) foram avaliados como indicadores de

adiposidade.
Ingestéo dietética e estilo de vida

A ingestdo dietética foi avaliada mediante um questionario de frequéncia
alimentar semi-quantitativo, validado, com 136 itens alimentares (FERNANDEZ-
BALLART et al., 2010). A ingestdo de nutrientes foi estimada utilizando-se um
software computacional desenvolvido especificamente para esse fim, incluindo as
ultimas informac6es disponiveis das tabelas brasileiras de composicdo alimentar.
Cada nutriente foi ajustado por 1000 kcal de ingestdo de energia para padronizagéo
dos resultados. A qualidade da dieta foi calculada de acordo com a adaptacdo do
Healthy Eating Index (HEI) (GUENTHER; REEDY; KREBS-SMITH, 2008), para a
populacdo brasileira (PREVIDELLI et al., 2011), de acordo com as recomendacdes
de cada grupo alimentar.

Os voluntérios foram questionados sobre habito de fumar de acordo com
questionario estruturado. A atividade fisica foi avaliada por meio do Questionario
Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), versdo longa (MATSUDO et al., 2001),
sendo categorizados como ativos os individuos com pratica de atividade fisica >150

minutos/semana.

Pressao arterial e avaliagdes bioquimicas e inflamatorias

As pressdes arteriais sistolica (PAS) e diastélica (PAD) foram aferidas,
seguindo os critérios recomendados pela OMS (WHITWORTH; CHALMERS,
2004) usando um esfigmomanémetro digital HEM 142INT (OMROM Healthcare
Co, Kyoto, Japdo).

As amostras de sangue foram obtidas apds jejum de 12 horas, mediante
puncdo venosa. O plasma (tubo com EDTA) e o soro foram separados do sangue
total por centrifugacdo a 2500 rpm, a 4° C por 10 min (Megafuge 11R, Thermo
Scientific, Waltham, MA) e imediatamente congelados a -80°C até 0 momento das
analises. As concentracdes sericas de triglicerideos (TG), colesterol total (CT),

colesterol-lipoproteina de alta densidade (HDL-c), glicose e insulina foram
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mensurados por testes colorimétricos, conforme instrugbes do fabricante. As
concentragOes de colesterol-lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e lipoproteina
de densidade muito baixa (VLDL) foram calculadas segundo equacfes de
Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). A resisténcia a
insulina foi estimada pelo HOMA-IR, definida como [glicemia de jejum (mmol/L) x
insulina de jejum (IU/mL)] / 22,5 (MATTHEWS et al., 1985) e o indice de TyG,
calculado como Ln [(triglicerideos (mg/dL) x (glicose (mg/dL)/2] (SIMENTAL-
MENDIA; RODRIGUEZ-MORAN; GUERRERO-ROMERO, 2008). O
complemento C3 sérico foi determinado pelo método imunoturbidimétrico e as
concentragOes séricas de proteina C-reativa (PCR) foram determinadas por ELISA
(Multiskan FC, Thermo Scientific) utilizando-se kit ultrassensivel da proteina DSL-C
reativa. O acido urico foi determinado por método colorimétrico enzimatico (Cobas
Mira Plus - Roche Diagnostics, Basel, Suica). As concentracfes plasmaticas de fator
de necrose tumoral alfa (TNF- a), interleucinas (IL-6, IL-1p, IL-10) e adiponectina
foram determinadas por ELISA, utilizando-se kit comercial Biosource/Sellex. As
concentracdes plasmaticas de PAI-1 foram determinadas por ELISA, utilizando um

kit comercial (Invitrogen).

Avaliacéo do perfil de &cidos graxos plasmatico

O perfil de &cidos graxos plasmatico foi determinado por cromatografia
gasosa. A extracdo de lipidios foi obtida de acordo com a metodologia descrita por
Folch et al (1957). Apos extracdo, os lipidios foram submetidos a saponificacdo e
esterificacdo, segundo metodologia de Hartman e Lago (1973). As andlises foram
realizadas em cromatografo a gas (CG Solution, SHIMADZU) equipado com
detector FID. Para registro e analise dos cromatogramas, o aparelho foi acoplado a
um microcomputador, utilizando-se o programa GC Solution. Os compostos foram
separados e identificados em uma coluna capilar Carbowax (30 m x 0,25 mm). Para a
separagdo cromatografica, 1 uL de amostra foi injetado em sistema Split = 5. O gés
nitrogénio foi utilizado como carreador com velocidade linear programada para 43.2
cm/s e os gases hidrogénio e ar sintético formaram a chama no detector. As
temperaturas do injetor e do detector foram controladas isotermicamente em 200°C e

220°C. A temperatura inicial da coluna foi de 100°C (mantida por 5 minutos),
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aumentando em 4°C por minuto até atingir 220 C (mantida por 20 minutos). O fluxo
do gas de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto.

Marcadores do estresse oxidativo

Os eritrocitos foram diluidos em duas etapas (lisado 1: as hemacias foram
diluidas em quatro partes iguais de agua destilada gelada; lisado 2: a partir do lisado
1, foi realizada uma segunda diluicdo em tampédo fosfato (50mM - pH 7,0) para
obtencdo da solucédo eritrocitaria, com diluicdo especifica para cada marcador).

A anélise de peroxidagdo de lipidios baseou-se na dosagem das espécies
reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS), que tem como produto o malondialdeido
(MDA). Foi realizada, em duplicata, em plasma e eritrocitos. O MDA plasmatico foi
determinado de acordo com metodologia descrita por Buege e Aust (1978), os
resultados foram expressos em nanomol de equivalentes de MDA por mL de plasma,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 1,56 x 105 M™*.cm™. Para
determinacdo do MDA eritrocitario, o lisado 1 de hemécias foi diluido 25 vezes em
tampdo fosfato (50mM - pH 7,0) e, posteriormente, foi utilizado o método descrito
por Buege e Aust, (1978) adaptado. Os valores finais foram expressos em pmol/mg
de hemoglobina.

Para a estimativa da concentracdo de 6xido nitrico (ON), o lisado 1 de
hemaécias foi diluido 25 vezes em tampdo fosfato (50mM - pH 7,0) e, em seguida, as
andlises foram realizadas em duplicata por meio do Reativo de Griess (sulfanilamida
a 1 % e naftil-etileno-diamina a 0,1 % em H3PO4 a 2,5 %) (GRISHAM; JOHNSON;
LANCASTER, 1996). Sua concentracao foi determinada utilizando-se curva padrao
com concentra¢es conhecidas de nitrito de sodio que variou de 0-125 pM/L, e 0s
valores finais foram expressos em pM/mL hemoglobina.

Para determinacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H.0,), o
lisado 1 de hemacias foi diluido 25 vezes em tampéo fosfato (50mM - pH 7,0), logo
apos, a andlise foi realizada em duplicata segundo metodologia adaptada de
Nourooz-Zadeh (1999). Sua concentracdo foi calculada com o uso de uma curva
padréo constituida de H,O, com concentra¢des que variaram de 0,2-1,2 mmol/L e os
valores finais foram expressos em mmol/mL de hemoglobina.

A atividade da Superdxido Dismutase (SOD) baseou-se na capacidade desta
enzima em catalisar a reacdo do superoxido (O2-) em H,0,, diminuindo assim a

razdo de auto-oxidacdo do pirogalol. Primeiramente, o lisado 1 de hemécias foi
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diluido 1:500 em tampdo fosfato (50mM - pH 7,0) e, em seguida, realizada a analise,
em triplicata, segundo metodologia adaptada de Marklund e Marklund (1974). Os
valores finais foram expressos em U de SOD/mg de hemoglobina.

Para determinacdo da enzima glutationa S-tranferase (GST), o lisado 1 de
hemécias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (50mM - pH 7,0), e,
posteriormente, sua atividade foi mensurada a partir da formagdo do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e estimada pela variacdo da absorbancia a
340 nm por 90s, em triplicata, segundo metodologia adaptada de Habig et al. (1974).
O coeficiente de extin¢cdo molar do CDNB (340 = 9,6 mM-1 cm-1) foi utilizado para
os calculos e a atividade da GST foi expressa em pmol/min/mL de hemoglobina.

Para a dosagem de hemoglobina, a massa eritrocitaria foi diluida em quatro
partes iguais de agua destilada gelada, em seguida, foi determinada por ensaio
colorimétrico mediante a utilizacdo de kit especifico de hemoglobina (Bioclin
ref.K023, Belo Horizonte-MG, Brasil) e o padrdo de hemoglobina (Bioclin - ref.
K029, Belo Horizonte-MG, Brasil). As analises de hemoglobina foram realizadas em

duplicata.

Andlises estatisticas

Os dados foram apresentados como média = desvio-padrdo ou mediana
(intervalo interquartilico), de acordo com a normalidade das variaveis, a qual foi
testada pela aplicacdo do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os individuos foram
categorizados em trés grupos de acordo com o nimero de componentes da SM: zero
a um, dois, e maior ou igual a trés. Os individuos também foram estratificados por
sexo e posteriormente divididos em dois grupos: baixo AU e alto AU, definidos pela
mediana de cada sexo: 5,1mg/dL para homens e 3,5mg/dL para mulheres. Para
comparacdo de médias entre dois grupos, utilizou-se teste t de Student ou Mann-
Whitney, de acordo com a distribuicdo dos dados. O teste de Qui-quadrado (¥2) para
comparacdo de frequéncias das variaveis categdricas (sexo, atividade fisica e habito
de fumar), que foram apresentadas como N (%). A comparacdo de meédias entre trés
grupos foi obtida por meio dos testes ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguidos
respectivamente pelos testes post hoc de Tukey’s € Dunn’s. Para 0s testes de
associacOes foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson para varidveis com

distribuicdo normal ou Spearman nos demais casos. Analise de regressdo linear
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multivariada foi realizada para avaliagéo do efeito da concentracdo de AU sobre a

predicdo do nimero de componentes da SM, ajustando-se por variaveis de confusao.
As analises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS) para Windows (versdo 22.0). O nivel de significancia

adotado foi de 5% para todos os testes de hipdteses.

Resultados

Dos 224 individuos incluidos no estudo, 74,6% eram do sexo feminino e a
mediana de idade foi de 28 anos. Verificou-se correlagdo entre os componentes da
SM e marcadores de estresse oxidativo, no entanto, com diferentes comportamentos.
O MDA plasmatico apresentou correlacdo positiva com TG e negativa com HDL-c,
ao passo que MDA eritrocitario apresentou uma associacao inversa. A concentracao
de 6xido nitrico e peréxido de hidrogénio foram positivamente associados a glicemia
de jejum, no entanto, o peréxido ainda associou-se negativamente a PAD. Quanto as
enzimas antioxidantes, apenas a GST correlacionou-se com 0s componentes da SM,
estando associada positivamente ao TG. Além disso, o AU associou-se

negativamente ao HDL-c e positivamente ao PC e PAS. (Tabela 1).

Tabela 1: Correlacdes entre marcadores do estresse oxidativo e 0s componentes da

sindrome metabdlica.

Componentes da sindrome metabolica

Marcadores do estresse PC PAS PAD HDL-c TG Glicemia de
oxidativo jejum
MDA plasmatico 0,026 0,072 -0,038 -0,132* 0,138* -0,003
Peréxido de hidrogénio -0,021 -0,084 -0,160* -0,053 -0,117 0,143*
Oxido nitrico -0,019 0,016 0,009 0,045 0,079 0,140*
SOD -0,078 -0,028 -0,33 0,001 0,074 -0,023
GST -0,048 -0,069 0,039 0,050 0,154* -0,125
Acido urico 0,288** 0,271** 0,112 - 0,304** 0,054 0,014

*P < 0,05; ** P <0,01.

Teste de correlagdo de Spearman para as variaveis ndo paramétricas.

MDA, malondialdeido; SOD, superdxido dismutase, GST, glutationa s-transferase, PC, perimetro da cintura; PAS,
pressdo arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastélica; HDL-c, colesterol-lipoproteina de alta densidade; TG,
triglicerideos.

Unidades dos marcadores: GST, umol/ min/ ml de hemoglobina; SOD, U SOD/ mg hemoglobina; MDA p., nmol de
MDA/mI de plasma; MDA e., umol/mg hemoglobina; 6xido nitrico, LM/ml hemoglobina; peréxido de hidrogénio,
mmol/ml de hemoglobina; Acido Grico, mg/dL.
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Os homens com maiores concentragcdes de AU apresentavam maior idade e
maiores concentracGes de CT, LDL-c e &cido estearico plasmatico, além de menor
PAD. Entre as mulheres, aquelas com maiores valores de glicemia e IL-10
apresentaram menores concentracdes de AU sérico (Tabela 2).

As concentracdes de AU de acordo com o sexo ndo foram influenciadas pela
atividade fisica, habito de fumar, medidas antropométricas (Tabela 2), ingestdo
caldrica e de nutrientes e pela qualidade geral da dieta avaliada pelo HEI (dados nédo

mostrados).
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Tabela 2: Caracterizacdo dos individuos segundo as concentra¢des de acido Urico

(AU) por sexo.

Variaveis Homens Mulheres
Baixo AU Alto AU p Baixo AU Alto AU p
(n=33) (n=24) (n=86) (n=81)
Idade 28 (26,3-37,5) 34 (22,5-40,5) 0,029 27,0(25,5-32,5) 25,0 (23,0-27,0) 0,562
Atividade Fisica
Ativo 30 (58,8%) 21 (41,2%) 0,679 70 (50,4%) 69 (49,6%) 0,250
N&o ativo 3 (50%) 3 (50%) 17 (60,7) 11 (39,3%)
Habito de fumar
Fumante 2 (50%) 2 (50%) 0,735 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0,552
Ex-fumante, ndo fumante 27 (58,7%) 19 (41,3%) 78 (50,6%) 76 (49,4%)
Parametros
antropométricos
Peso (kg)* 79,2 (65,5-86,0) 78,0 (69,3) 0,783 58,8 (55,2-62,8) 58,1(52,1-66,9) 0,361
Altura (cm)t 1,76 + 0,06 1,79 + 0,06 0,201 1,64 + 0,06 1,64 +0,06 0,968
PC (cm)* 84,2 (79,2-92,2) 88,4 (76,9-99,0) 0,286 74,9 (69,8-78,9) 73,8(70,8-78,5) 0,215
PQ (cm)t 1016 £7,3 100,4 + 4,2 0,461 98,1+5,8 97,8+7,1 0,767
RCQ* 0,83 (0,79-0,94) 0,90 (0,80-0,96) 0,143 0,75(0,73-0,80) 0,77 (0,75-0,79) 0,105
RCE* 0,46 (0,43-0,54) 0,51(0,43-0,56) 0,184 0,45 (0,42-0,48) 0,45 (0,43-0,48) 0,214
IMC (kg/m?)t 25,3+3,7 24,7+2,8 0,499 21,7+29 22,2+3,3 0,271
Pressao arterial e
gordura corporal
PAS (mmHg)* 117,4 (113,1-128,3) 123,2 (107,6- 0,087 102,0 (97,4- 104,8 (101,2- 0,396
130,3) 106,1) 111,2)
PAD (mmHg)t 70,8 +£9,2 67,0+7,6 0,034 66,0 £6,1 67,4+8,4 0,248
%GC (%)7 179+6,5 15,3+6,0 0,124 246+48 245+59 0,908
Parametros metabdlicos
CT (mg/dL)¥ 167,1+32,2 188,6 + 27,6 0,009 186,6 + 39,7 184,7 £ 36,1 0,755
HDL-c (mg/dL)¥ 50,6 + 13,1 498+11,0 0,820 64,2+12,8 60,7 + 16,8 0,122
TG (mg/dL)* 66,0 (45,5-122,3) 76,0 (64,5-154,5) 0,344 76,0 (54,0- 71,0 (59,0- 0,275
118,5) 123,0)
LDL-c (mg/dL)T 100,6 + 28,9 118,3 £ 100,6 0,027 104,5 + 33,3 103,8 £28,9 0,880
VLDL (mg/dL)* 13,2 (9,1-24,5) 15,2 (12,9-30,9) 0,344 15,2(10,8-23,7) 14,2(11,8-24,6) 0,335
CT/HDL* 3,5(3,1-5,4) 3,2 (2,8-6,0) 0,077 3,02(2,61-3,33) 2,88(2,47-3,27) 0,086
LDL/HDL+} 2,50 +0,95 2,16 + 0,97 0,195 1,68 £ 0,61 1,81 +0,64 0,188
Glicose (mg/dL)* 87,0 (76,0-98,3) 94,0 (84,0-95,0) 0,164 87,0(79,0-91,5) 81,0(77,0-94,0) 0,045
Insulina (WUI/mL)* 6,85 (6,05-11,68) 8,20 (4,80-12,60) 0,645 6,8 (4,5-9,6) 7,9 (3,6-9,4) 0,517
HOMA-IR* 1,43 (1,16-2,84) 1,90(1,13-2,58) 0,878 1,36(0,96-2,13) 1,68(0,79-2,13) 0,362
TyG indext 8,31+0,49 8,13+ 0,40 0,140 8,18 +0,43 8,25+0,51 0,393
Parametros
inflamatérios
PAI-1 (pg/mL)T 1392,8 +1126,5 1251,2 +204,9 0,822 1216,7 +466,0 1327,2 +416,4 0,482
IL-10 (pg/mL)* 1,61 (1,46-2,00) 2,15(1,66-2,60) 0,070 1,71(1,38-1,93) 1,50(1,10-2,09) 0,010
IL-1B (pg/mL)* 1,08 (1,05-1,30) 1,08 (1,01-2,05) 0,671 1,08(1,08-1,30) 1,08(1,08-1,30) 0,434
IL-6 (pg/mL)* 1,11 (0,93-1,97) 1,22 (0,93-1,29) 0,535 0,93(0,93-1,28) 1,28(0,93-1,28) 0,537
TNF-a (pg/mL)* 6,56 (4,99-7,68) 8,36 (6,04-10,58) 0,948 6,45(5,72-7,62) 6,06 (5,34-7,98) 0,215
Adiponectina (mcg/mL) 12,99 (8,63-15,85) 12,13 (7,09- 0,235 155(12,2-18,9) 15,6 (11,9-19,3) 0,822
* 13,91)
Complemento C3 89,4 (60,5-95,4) 96,3 (40,1-135,5) 0,091 99,9 (89,6- 101,0 (86,0- 0,119
(mg/dL)* 111,0) 118,0)
PCR (mg/L)* 0,83 (0,45-4,00) 0,38 (0,15-2,00) 0,533 1,30(1,00-3,00) 0,75(0,20-3,00) 0,815
Perfil lipidico
Lipidios totais* 0,0032 (0,0014- 0,0036 (0,0015- 0,116 0,0022 (0,0012- 0,0032 (0,0016- 0,707
0,0040) 0,0073) 0,0035) 0,0039)
Miristico* 0 0 0,346 0 0 1,000
Palmitico} 3,45+ 3,23 2,66 +2,23 0,407 4,621 + 3,251 3,517 + 3,119 0,136
Palmitoléico* 0 0 0,097 0 0 0,879
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Estearico* 4,59 (1,20-6,46) 6,97 (6,39-7,96) 0,011 6,32 (5,49-6,52) 6,31 (5,05-6,97) 0,806

Oléicot 5,49 + 3,36 3,93 0139 5327+2601  4503+2743 0,186

Linolelaidico * 0,000 (0,000-1,628) 0,000 (0,000- 0,377 0 0,000 (0,000- 0,153
0,470) 2,560)

Linoléicot 4,92 +2,86 5,07 + 3,36 0889 5632+2275  4867+3046 0215

Araquidonico* 0,185 (0,000-0,587) 0,000 (0,000- 0,082 0,000 (0,000- 0,436 (0,000- 0,150
0,937) 0,560) 1,382)

Linolénico* 0,371(0,123-1,829) 0,712 (0,563- 0,603 0,753 (0,311- 0,289 (0,000- 0,766
0,952) 1,262) 1,129)

Erdcicot 4,46 + 2,48 542+22 0245 5179+2469  4502+2152 0,164

*Variaveis nao-paramétricas

tVariaveis paramétricas

P <0,05.

Teste do Qui-quadrado (x2) para variaveis categoricas apresentadas como N (%). Teste t para variaveis paramétricas
apresentadas como média + desvio-padrédo. Teste de Mann-Whitney para variaveis ndo paramétricas apresentadas como mediana
(intervalo interquartilico).

De modo interessante, aqueles individuos com trés ou mais componentes da
SM apresentaram maiores concentraces de AU, comparados aqueles com zero a um
componente, e dois componentes da SM (Figura 1). Quando avaliado segundo o
sexo, observou-se uma maior frequéncia absoluta (n=46) de homens no grupo 0-1
componentes da SM, em relacdo aos outros, porém, sem diferenca estatistica quanto
as concentracdes de AU entre os grupos. O mesmo verificou-se nas mulheres, no
qual a frequéncia foi de n=149 (dados ndo mostrados).

Quando correlacionado com os outros marcadores de estresse oxidativo, 0

AU associou-se de forma negativa com a enzima GST (Tabela 3).
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Figura 1: ConcentracGes de &cido Urico segundo o numero de componentes da sindrome
metabdlica (SM). Valores de p + erro padrdo mediante teste de ANOVA, seguido de post
hoc de Tukey.
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Tabela 3: Correlacdo entre o acido urico e marcadores do estresse oxidativo.

Marcadores do estresse oxidativo AU p
(r)
MDA plasmatico 0,127 0,057
MDA eritrocitario -0,107 0,132
Oxido Nitrico 0,035 0,619
Perdxido de Hidrogénio - 0,026 0,710
Superdéxido dismutase - 0,057 0,424
Glutationa s-transferase -0,171* 0,013

Legenda: MDA, malondialdeido; AU, acido Urico. Teste de Correlagdo de Spearman. * p <0,05.
Unidades dos marcadores: GST, umol/ min/ ml de hemoglobina; SOD, U SOD/ mg hemoglobina; MDA
p., nmol de MDA/mI de plasma; MDA e., umol/mg hemoglobina; 6xido nitrico, uM/ml hemoglobina;
perdxido de hidrogénio, mmol/MI de hemoglobina.

Finalmente, a andlise de regressdo linear multipla demonstrou que o AU
predisse 0 nimero de componentes da SM, independente de sexo, idade e outras
variaveis de confusdo (Tabela 4).

Tabela 4: Analise de regressdo linear maltipla da concentracdo de &cido Urico

(mg/dL) como fator preditor do numero de componentes da sindrome metabdlica.

Variavel dependente B IC (95%) R2 Valor de p

Numero de componentes da SM 0,112 0,032, 0,193 0,033 0,006
Ajuste’ 0,078 - 0,008, 0,164 0,161 < 0,001
Ajuste? 0,008 - 0,072, 0,088 0,236 < 0,001

! Sexo, idade

2 Peso e atividade fisica

Discussao

Apesar de ainda ndo estar claro as identidades de todos os oxidantes, seus
metabdlitos e as vias que modulam o estresse oxidativo, sabe-se que este contribui
para 0 desenvolvimento de inUmeras alteracdes metabolicas tais como resisténcia a
insulina, esteatose hepatica, dislipidemias, diabetes e DCV (KELLEY et al., 2017).
Estudos vém apresentando a clara correlagdo entre o estresse oxidativo e 0s
transtornos metabdlicos que podem ser Uteis na identificacdo de novos
biomarcadores, para uma prevencao e terapia mais precoces e eficazes (REUTER et
al., 2011; BRAUN; BITTON-WORMS; LE ROITH, 2011; RANI et al., 2016). Além
disso, 0 estresse oxidativo desencadeia ou exacerba processos bioquimicos que
acompanham a SM, e tem sido associado a todos os seus componentes individuais
(BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015).
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A SM se correlaciona ao estresse oxidativo, o que pode ser observado com a
associacao de MDA plasmatico e eritrocitario, H,O,, ON, GST e AU em relacdo aos
seus componentes. De fato estudos evidenciam estas relacbes e mostram que 0s
radicais livres desempenham papel importante em processos patologicos estando
diretamente ligados aos componentes da SM, como a hiperglicemia ou resisténcia a
insulina, hipertensdo arterial, obesidade e dislipidemia (BARBALHO et al., 2015). Ja
estd bem documentada a relacdo entre os radicais livres e concentracdes diminuidas
de HDL-c e aumentadas de TG. Uma explicacdo para a ocorréncia da dislipidemia
devido ao estresse oxidativo é que quando a resisténcia a insulina esta instalada,
ocorre um aumento dos &cidos graxos livres em decorréncia da lipdlise e menor
atividade da lipase lipoproteica, o que afeta 0 metabolismo das lipoproteinas, como a
troca de lipideos que ocorre entre a HDL-c e lipoproteinas ricas em TG, afetando a
estrutura da molécula de HDL-c, tornando-a pequena, mais densa e com menores
propriedades anti-aterogéncias (TANGVARASITTICHAI, 2015). Assim como
verificado em nosso estudo, De Mattos et al. (2012) observaram a elevacdo dos
marcadores oxidativos na presenca de hipertrigliceridemia e baixas concentragdes de
HDL-c (DE MATTOS et al., 2012).

No que se refere a hipertensdo arterial, muitos estudos tém demonstrado que o
estresse oxidativo contribui para o seu desenvolvimento (WIDLANSKY, 2010;
TESTAI et al., 2015). Individuos hipertensos ndo apresentam um sistema
antioxidante eficiente, o que resulta em acimulo de radicais livres (BARBALHO et
al., 2015). J& se sabe que o estresse oxidativo é um importante mediador da disfungéo
e injuria vascular e colabora com o desenvolvimento de hipertensdo arterial
associada ao aumento de substancias pro-oxidantes, como H,0,, e diminui¢do da
sintese de ON (KAMIGAKI et al., 2006).

Estudos relatam a ligacdo existente entre a hiperglicemia e 0 estresse
oxidativo, devido a formacdo de produtos avancados de glicacdo, que por sua vez
relacionam-se a inflamacdo (LI et al., 2015). Esses produtos formam-se quando ha
glicacdo de proteinas, lipideos e &cidos nucleicos, que podem colaborar com a
instalacdo do estresse oxidativo e subsequente desenvolvimento de processos
inflamatdrios e oxidativos (NOWOTNY et al., 2015). Os produtos avancados de
glicacdo também promovem o aumento da concentracdo de espécies reativas de
oxigénio prejudicando a funcdo dos sistemas antioxidantes (NOWOTNY et al.,
2015).
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O envolvimento da peroxidacdo lipidica induzida por radicais livres e o papel
dos antioxidantes estdo bem estabelecidos (BASTOS et al., 2016), porém, de forma
interessante, nossos resultados elucidaram um comportamento diferente entre o
MDA eritrocitario e o plasmatico. Por mais que a membrana dos eritrocitos seja mais
vulneravel a peroxidagdo lipidica, devido a constante exposi¢do a altas tensbes de
oxigénio e por serem ricas em AGPI, ela é considerada um modelo de exceléncia, e
possui um importante sistema antioxidante, enzimatico e nao enzimatico, sendo que
0 sistema antioxidante enzimatico esta presente predominantemente no meio
intracelular e desempenha um papel crucial na defesa dos eritrécitos contra o estresse
oxidativo (PANDEY; RIZVI, 2010; PAZZINI et al., 2015). Por isso, sugere-se que
pelo fato dos lipidios dos eritrocitos estarem em sua membrana e por terem um
sistema antioxidante forte e eficiente sdo mais dificeis de serem oxidados, ja 0s
lipidios plasméticos por estarem livres no plasma, sdo mais faceis de oxidar,
causando mais alteracdes metabolicas.

No entanto, o AU parece estar relacionado individualmente a alguns dos
componentes da SM, como o HDL-c, PC, e PAS. Estudos epidemioldgicos
constatam e confirmam a associagdo existente entre hiperuricemia e a SM
(ISHIZAKA et al., 2005; CHOI; FORD, 2007). Alias, elevadas concentracGes séricas
de AU sdo observadas em associacdo com intolerancia a glicose, hipertenséo, e
dislipidemias, um conjunto de desordens metabdlicas e hemodinamicas que
conhecemos como SM (NETO et al., 2011). Estudos tém demonstrado associacéo
inversa entre as concentragdes de AU e HDL-c, (ZOCCALLI et al., 2006; BARBOSA
et al., 2011; CARDOSO et al., 2013; PENG et al., 2015). Recentemente tem sido
relatado que a elevacdo do AU sérico € um preditor de dislipidemia, sendo
responsavel pela formacdo de aterosclerose e eventualmente predisposicdo a DCV
(PENG et al., 2015). A relagdo entre AU e dislipidemia é complexa e ndo esta
completamente elucidada (PENG et al., 2015), porém parece ser mediada pela
resisténcia a insulina (DE OLIVEIRA et al., 2013).

Cardoso et al. (2013) em um estudo transversal com criancas e adolescentes
observaram que maiores concentracdes de AU estiveram relacionadas ao maior PC e
PAS (CARDOSO et al.,, 2013), corroborando os resultados obtidos no presente
estudo. A hiperuricemia é comumente associada a pressao arterial, sendo sugerida
como fator independente para o desenvolvimento de hipertensdo (SOLTANI et al.,

2013). Acreditamos que a explicacéo para a associacdo entre AU e PAS ocorre pela
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provavel reducdo do ON e por estimulo direto do sistema renina-angiotensina,
ambos, mecanismos causadores de vasoconstri¢ao e, portanto, de elevacao da pressédo
arterial, conforme observado em estudos experimentais com animais, apds inducao
de hiperuricemia (CHOI; FORD, 2007).

Quando as concentracbes de AU foram avaliadas de acordo com as
caracteristicas gerais da populacdo, observaram-se diferencas nos resultados entre 0s
sexos. De acordo com a literatura, concentracGes séricas de AU sdo mais baixas nas
mulheres do que nos homens, o que pode desencadear efeitos diferentes no
organismo quanto aos parametros metabolicos (BARBIERI et al., 2015). Resultados
semelhantes foram observados por Da Silva et al. (2015), cujo estudo verificou
diferencas especificas em relacdo as varidveis estudadas, quando estratificadas por
sexo, como por exemplo, nos homens, maiores concentragdes de AU estiveram
associados a obesidade e uma tendéncia ao aumento de TG, ja entre as mulheres, as
maiores concentracdes de AU foram associadas a obesidade abdominal, baixa
concentracdo de HDL-c e pressao arterial elevada (DA SILVA et al., 2015).

Essa relacdo entre o AU e os componentes da SM pode ser intermediada pelo
efeito do estresse oxidativo no aumento da producéo de citocinas inflamatérias. Este
efeito ndo foi observado, mas ouve uma associacéo inversa entre as concentragdes de
AU e IL-10, uma importante citocina anti-inflamatéria. O AU tem sido claramente
associado a inflamacdo em varias condi¢cdes patolégicas (STRAZZULLO; PUIG,
2007; LETSAS et al., 2010). Ruggiero et al. (2006) observaram que o AU estava
positivamente associado a IL-6, TNF-a e PCR em idosos (RUGGIERO et al., 2006).
Segundo Lobo et al. (2013) o AU esta envolvido na inflamacdo por desencadear a
liberacdo de citocinas, e eles verificaram uma associacao positiva entre AU e IL-6,
PCR, TNF-a, ICAM-1 e VCAM-1. Vale ressaltar que a IL-10 exibe propriedades
anti-inflamatorias, incluindo a inibicdo de respostas inflamatorias, apresentacdo de
antigenos e fagocitose (PEREIRA et al., 2014; IANI et al., 2016). Além disso, 0
papel das citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, é fundamental para neutralizar e
equilibrar as atividades de citocinas inflamatdrias (TSAI et al., 2013).

A dieta também pode exercer um papel importante nessa inter-relagdo, no
entanto ndo foi observado nos nossos resultados. Sabe-se que fatores dietéticos
podem aumentar as concentragdes de AU, como por exemplo, alimentos ricos em
purinas (carne, frutos do mar e leguminosas), frutose e consumo de alcool (SLUIJS
etal., 2013; KANBAY et al., 2015).
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No que se refere as possiveis relagcdes entre as concentracfes de AU e 0s
antioxidantes da dieta, o primeiro estudo a avaliar essa relacdo observou uma
associagdo inversa entre os mesmos. Os antioxidantes analisados foram os o-
carotenos, licopeno, luteina, e zeaxantina, e permaneceram estatisticamente
significativos mesmo apds ajuste para fatores de estilo de vida, consumo total de
energia, proteinas, vitaminas, consumo de alcool, tabagismo e para a funcédo renal
(RUGGIERO et al., 2007). Segundo os autores, ha evidéncias da associacdo positiva
entre marcadores pro-inflamatorios e as concentraces de AU, o que realca as
potenciais propriedades anti-inflamatorias dos antioxidantes, mas também sugerem
que o AU se comporta mais como um composto pré-inflamatorio do que
antioxidante. 1sso pode explicar o fato de nossos resultados terem destacado de forma
interessante a relacdo inversa entre as concentracdes de AU e a enzima antioxidante
GST. Esta enzima estd envolvida na desintoxicacdo celular de uma vasta gama de
substratos quimicos, como as EROS secundarias, gerados durante a oxidacdo de
membranas ou de outros constituintes celulares, também atua na desintoxicacéo de
hidroperdxidos organicos e protege as células da morte celular induzida por peréxido
(POUR et al., 2014; LAVANYA; SHOBHARANI, 2015).

De acordo com Rho et al. (2008) existe uma forte associa¢do entre 0 AU e a
SM, sugerindo que o primeiro pode ser um fator contribuinte independente para o
desenvolvimento da doenca (RHO et al., 2008). Gagliardi et al. (2009) afirmaram
que quanto maior o nimero de componentes da SM, maiores as concentracfes de
AU, corroborando os resultados obtidos no presente estudo, mesmo apds a
estratificacdo por sexo (GAGLIARDI; MINAME; SANTQOS, 2009). Além disso,
outros estudos constataram que concentracdes mais elevadas de AU sérico estiveram
associadas ao aumento do numero de componentes da SM (CONEN et al., 2004;
DESAI et al., 2005; HIKITA et al., 2007; NEJATINAMINI et al., 2015; DA SILVA
et al., 2015). Devido ao efeito preditor do AU apresentado em alguns estudos,
autores sugerem que a hiperuricemia deva ser incluida como um componente da SM
(LIOU et al., 2006; SHEU; TSENG, 2006; NEJATINAMINI et al., 2015).

Uma vez que o AU aumenta conforme o nimero de componentes da SM e
pode ser um bom preditor do mesmo, mesmo ap0s ajustes por sexo, idade, peso e
atividade fisica, sugere-se que este possa ser um bom biomarcador precoce da SM,
visto que apresenta esta tendéncia a elevacdo, mesmo em individuos cuja SM néo

esta, todavia, instalada.
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Este estudo apresenta algumas limitacGes, principalmente por se tratar de um
estudo transversal, o que ndo permite o estabelecimento de relacdo de causa e efeito,
apenas sugestdes de associaces. Além do mais, a populacdo estudada é composta
apenas por profissionais de saude e estudantes dos ultimos anos da area da saude, por
isso, a extrapolagdo dos dados devem ser interpretados com cautela. Um fator
limitante, mas considerado ponto forte do estudo € o fato desta populacdo consistir
de individuos aparentemente saudaveis, o que € importante para determinar as
mudangas que precedem o estabelecimento da doenca, de modo que possam ser
utilizados como marcadores precoces da SM.

Em concluséo, os resultados revelam que os marcadores oxidativos estdo
associados aos componentes da SM. Além disso, 0 AU esta relacionado a alteracdes
metabolicas e inflamatorias, as quais ocorrem de maneira diversa entre 0S Sexos.
Nossos resultados também elucidaram a importancia do AU como preditor do
nimero de componentes da SM, o0 que o torna um importante biomarcador em
individuos saudaveis, podendo auxiliar na elaboracdo de condutas e estratégias que

favorecam a prevencdo e tratamento de doencas crénicas ndo transmissiveis.
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7. CONCLUSOES GERAIS

e Marcadores do estresse oxidativo estdo associados aos componentes da
SM.

e As concentracfes de MDA plasmaético e de AU sérico podem ser bons
preditores precoces do numero de componentes da SM, ja que se
encontram alterados antes mesmo do desenvolvimento da enfermidade,
além do que, estdo relacionados as alteraces metabdlicas e inflamatdrias,
0 que pode desencadear um aumento do risco de DCV.

e O MDA plasmatico e o eritrocitario podem apresentar comportamentos
inversos, sugerindo que o MDA plasmatico e ndo o eritrocitario esteja
relacionado as alteracdes metabolicas e inflamatorias.

e Diante disto, a prevencéo e o tratamento da SM podem ser aperfeigoados
por meio de novos e apropriados biomarcadores, que podem ser de
fundamental importancia se tiver como alvo individuos jovens e
saudaveis, de forma a antecipar a ocorréncia da enfermidade, melhorar o

diagndstico e otimizar seu tratamento.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
= COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
Campus Universitdrio - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-1269

Of. Ref. N° 005/2011/Comité de Etica

Vicosa, 18 de fevereiro de 2011.
Prezada Professora:

Cientificamos V. $. de que o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos, em sua 1* Reunido de 2011, realizada em 18-2-2011,
analisou e aprovou, sob o aspecto ético, o projeto de pesquisa intitulado
Prevaléncia de sindrome metabdlica e seus determinantes ambientais em
profissionais formados em ciéncias da saide de diferentes paises da
America Latina.

Atenciosamente,

Professor Gﬂbertsf%xﬁo Rosado
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Presidente

Professora
Josefina Bressan
Departamento de Nutrigdo e Saude

/rhs.
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ANEXO 2

Universidade Federal de Vigosa
Departamento de Nutricdo e Saude
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncia da Nutricao

Nome: Data: [

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Convidamos vocé a participar, voluntariamente, do estudo denominado
“Prevaléncia de sindrome metabolica e seus determinantes ambientais e genéticos
em profissionais de saide do municipio de Vigosa (MG)”, cujo objetivo é conhecer
sobre a Sindrome Metabdlica, incluindo: hipertensdo arterial, tabagismo, sedentarismo,
excesso de peso e maus habitos alimentares, além disso, queremos saber se vocé recebe
qualquer tipo de tratamento e acompanhamento.

Serda realizada uma entrevista para completar um questionario sobre a pratica de
atividade fisica e o consumo habitual de alimentos.

Sera medido o seu peso, a sua altura, o seu perimetro da cintura e do quadril, e
sera aferida a sua pressdo arterial. Sera realizada avaliacdo da composicdo corporal. Seréa
retirada, em jejum, uma amostra de sangue. Esta amostra de sangue sera utilizada para
medir colesterol total e fracGes, triglicerideos e glicemia.

Os resultados de todas as medidas e exames realizados serdo apresentados,
comunicados e/ ou publicados nas areas de prevencdo e promogdo da salde e seu nome
sera mantido confidencial.

Vocé ndo tera nenhum gasto por sua participacdo neste estudo. VVocé receberé
café da manha. A extracdo do sangue pode ser dolorosa e causar hematomas (roxo) no
local da puncdo (picada) na dobra do cotovelo, como qualquer outra coleta de sangue
que vocé tenha feito no passado.

Tanto a medida de pressao arterial, como a de peso, altura e perimetro da cintura
e do quadril ndo causardo nenhum inconveniente ou qualquer tipo de risco.

Vocé recebera os resultados de todos os exames realizados para que possa leva-
los ao seu médico, quem decidira, com essa informacédo, que medidas tomar.

A decisdo de participar neste estudo é completamente voluntaria. VVocé pode se
recusar a participar ou sair do estudo, a qualquer momento, mesmo depois de dar o seu
consentimento, e esta atitude ndo lhe trara prejuizos no futuro. Em qualquer momento
vocé podera fazer qualquer pergunta sobre o estudo ou esclarecer duvidas, para o qual
podera entrar em contato com Fernanda de Carvalho Vidigal (31-3899-3388/ 31- 8816-
3893/ 31-9276-0422).A0 assinar este documento, confirmo que me foi explicado o
objetivo deste estudo, os procedimentos a que serei submetido, os riscos e os beneficios
potenciais que eu possa experimentar, e 0s possiveis destinos dos resultados que serdo
obtidos neste estudo. As perguntas que foram feitas foram satisfatoriamente respondidas,
li e compreendi este termo de consentimento, ficando em meu poder uma cépia do
mesmo. Portanto, assino e dou meu consentimento para participar deste estudo.

Fernanda de Carvalho Vidigal Voluntério
Doutoranda em Ciéncia da Nutri¢do
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ANEXO 3

PREVALENCIA DE SINDROME METABOLICA E
SEUS DETERMINANTES AMBIENTAIS EM
PROFISSIONAIS FORMADOS EM CIENCIAS DA
SAUDE DE DIFERENTES PAISES DA AMERICA
LATINA

CADERNO DE COLETA DE DADOS
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INSTRUCf)ES PARA O PREENCHIMENTO DO CADERNO DE COLETA DE DADOS (CCD)
Cada registro devera ser datado e assinado pelo pesquisador autorizado.

Deverd completar todas e cada uma das quadriculas. Se ndo se dispde de algum
dado que é solicitado, devera colocar ND (ndo disponivel), NR (ndo realizado) ou DE
(desconhecido), de acordo com o que corresponda.

Utilize caneta de tinta preta. Ndo use lapis, caneta tinteiro ou marcador.
Utilize letras MAIUSCULAS.
As datas serdo registradas com o seguinte formato DD-MM-AA.

Os erros devem ser riscados com uma linha horizontal, escrevendo ao lado a
correcao. Deverdo ser colocadas, também, as iniciais de quem corrigiu e a data da
correcdo. Nao utilize nenhum tipo de corretivo liquido ou corretivo em fita.

As datas que ndo estiverem de acordo com a sequéncia esperada, deverdo ser
comprovadas e corrigidas, se tratar-se de um erro de transcricao.

Os resultados incomuns ou os valores laboratoriais que excedam os intervalos
fixados deverdo ser verificados e seu significado serd anotado ao lado do dado.
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COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Eu,
(nome e sobrenomes do pesquisador)

CERTIFICO que as informacgdes contidas neste CCD sdo um registro completo e
preciso dos dados correspondentes a este paciente, que o estudo foi realizado de
acordo com as diretrizes emitidas pelo protocolo, e com os principios éticos da
Declaragdo de Helsinki (52nd WMA Assembleia Geral, Edimburgo, Escécia, Outubro
de 2000) e que se obteve o consentimento do paciente para participar neste
estudo.

Data

Assinatura
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FOLHA DE ASSINATURAS

Toda pessoa que tenha participado na complementacdo deste CCD devera constar

na seguinte lista de assinaturas:

Nome e sobrenomes

Assinatura

Data

Relagdao com o projeto
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CRITERIOS DE INCLUSAD

sim [] N&o [ |Idade entre 20 & 55 anos

Profissional de saude formado que trabalha em hospitais afou instituigdo de ensino

Sim [ N&a [ .
SUpEricr

CRITERIOS DE EXCLUSAD

sim [J N&o [J | Gestantes ou mulheres que estejam amamentando

sim [ MSa [ |Uso de corticdides ou antibidticos no moments do estudo

Sim [J N&o [0 | Enfermidade grave que precise de hospitalizag3o

Sim [] M&a [J|Presenca de cdncer ou que tenha tide cancer nos dltimos 3 anos

Sim [] Nao [J | Dificuldades para pesar, medir ou aferir a pressao arterial

Sim [] Nao (| Dificuldades para realizar a coleta de sangus

Para que o voluntario possa ser incluido no estudo, todas as respostas aos
critérios de incdusio devem ser SIM e todas as respostas aos critérios de
exclusdo devem ser NAD.

Termo de Consentimento Livre & Esclarecido assinado: Sim []  Nao [

Assinatura do pesquisador:

Imprescindivel assinar o Termo de Consentiments Livre & Esdarecido para continuar & estudo.

PARA A PROXIMA VISITA:

Sim [ Nao [ | ¢ & data da préxima visita

Peca a0 packents gue venha em jejum na proxima visita para a realizacho dos exames de sangue @ gue
Sim [J Mo [ |trega & medicacio gue boma normalmente. (Com a finslidede de garantir o nome correbo dos
medicamentos & agueles que sejam realments consumkios)

DADOS PARA CONTATO:
Telefone residencial/ trabalho:
Celular:

email:

Endereco:
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Dades demograficos

HISTORIA CLINICA

Pais:

BlR|A|[S]|I|L

Cidade:

vit|clols|a

Tarmanhs da ddade:

Mil habitartes

Trug i Bo:

1 [ Universidade particular
2 [0 Hospital ou consultdria
particular

3 [ Hospital cu universidade

pblica

1 [ Hospital Sho SebastiSo

2 [ Hospital Sho Jobo Babista

3 [ Divisio de Saldde da Universidade Federal de Vigosa
4 [0 Clinica Santa Maria

5[ prefeitura Municpal de Vicosa

& [ Universidade Federal de Vigosa

7 O Univigosa

& [ Qulra

SENn

O Mezculing O Ferninine

Data de Nasdrmento:

- - oD - MM - AA

PriosfiesSan:

1 O ue. em Enfermagem

2 O ue. em Medicna

3 O ue. em Nulricao

4 [ Ue. em Fisioberapia

5 [ ue. em Psicologia

[ |:| Lic. em Odontologia

7 [ ue. em Educacis Fisica

8 [0 ue. em Farmada e Bioquimica

3 [ outra

Etnia

1 [0 Africa-Subsariana

2 [0 Americana

3 O asiatica

4 [0 Caucasiana

5 O Armérica Central e do Sul

& [ China

7 [ oriente Médio, Mediberrines
8 [ Europeia

3 [ Japonesa
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Antropometria

Mos altimos 3 meses tem

aumentado de peso

Mos altimos 3 meses tem

perdido peso
Pesa . Kg Estatura
Cintwra . crn Quadril
Pressao Arterial
Braco direito
Pressho arterial 1 Sisthlica:
Pressho arterial 2 Siatdlica:
Pressho arterial 3 Sigtdlica:
Freguéncia cardiaca 1
Fregquéncia cardiaca 2
Fregquéncia cardiaca 3
Braco esquerdo
Pressho arterial 1 Siatdlica:
Pressho arterial 2 Siatdlica:
Pressho arterial 3 Siatdlica:
Frequéncia cardiaca 1
Fregquéncia cardiaca 2
Fregquéncia cardiaca 3

Sim [0 MNZo[d Quantos Kg

Sim O N2o[d Quantos Kg

Ka/m?

Kg
Kg
crm IMC
crm
Diaskdlica:
Diastdlica:
Diaskdlica:
P/ rmin
P rmin
P/ rmin
Diastdlica:
Diastdlica:
Diastdlica:
P rmin
pirmin
pirmin

mmHg
mimHg
mimiHg

mimHg
mimHg
mimHg

As medidas de pressdo arterial serdo realizadas com inbervalo de 1-2 minotos e depois de hawver
transcorrido pelo menos 5 minutos de descanss para a primeira das medidas.

Anamnese - (Freencher em caso de mulier )

Data da ultima menstruacio:

I:l MBo sabe
I:l Menspausa

Dria

Més
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TESTE DE IMAGEM CORPORAL

Escolha: 1) Atual:

2) A que gostaria de ter (Meta):

3) Ideal: Feminino: Masculing:

COM F"Clﬁll;iﬂ CORPORAL — BIA 310
Bicimpedancia Elétrica (BIA)

Gordura Corporal (9%)

Peso da gordura corporal [Kg)

Peso da massa magra [Kg)

Taxa Metabolica Basal [TMB) (calf dia)

Agua Corporal (L}

» S5 peso 0o COrpo
* 9% massa magra

Bioresisténcia (chms)

Reactanda [ohms}

DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Valor Unidades

Colesterol Total migy’ dL
HDL migy dL
TG mig/ dL
VLDL mig/ dL
LDL mg/ dL
Colesterol Total/ HDL
LDLS HDL
Glicose mg/’ dL
Insulina UL mL
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QUESTIONARIO DE ATIVIDADE FISICA

ATIVIDADES FISICAS

SEMAMNA

AND

Dias de pritica

Minutasdia

Crias de pritica

Mirutce/dia

CAMINHAR/DANCAR /SUBIR ESCADAS

1. Caminhar

2. Andar para casa) trabalha ou trabalhof casa [de
forma continua, durante = 10 min)

3. andar {carrinho de compras)

4. Andar (fazer compras) sacolas)

§. Subir escadas

E. Caminhar no campo {cortinue, terrena plans ou
ondulado, por pela menas, 2 horas, sem mochila)

7. Ewourses com machila {= 9 Kg)

B. Escalar mantanhas

5. Andar de bicideta {trabalha au lazer]

10. Dancar

11. Aertbica ou Ballet

12. Brincar com criangas (comer, saltar, atividades
gue exijam certo nivel de esforgo... )

EXERCICIOS DE MANUTENCAD GERAL

13

Exercica em casa

. Exarcica em academis

- Caminbar dpido

- Trotar {(jogging)

_ Correr 8-11 Km /R

_ Cormer 12-18 Emfh

_ Levantamento de pesos

ATIVIDADES AQUATICAS

M. Esqul aquitico (ndmerc total de wvoltas
muiltiplicar par 5)
X1 Swrf

Z2. Mavegar a vela

X3, Camnoagem ou remar por distragio

24, Canoagem ou remar por competiclo

I5. Fazer uma viagem de canoa, “Rafing™

26 Nadar (> 150 metros na plscna)

Z7_ Nadar no mar

Z8. Mergulho

ATINIDADES FISICAS

SEMAMNA

AND

D de
pratica

Miruteces/dia

Cuias de pratica

Mirutoesidia

ESPORTES DE INVERND

259, Exgular

I1. Patinar [rodas ou gelo)
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ATIVIDADES FISICAS

SEMAMA

AND

Dias de pritica Minutas/dia

Dias de priitica | Minutos'dia

OUTRAS ATIVIDADES

12 Montar a cavala

3. Baoliche

4. Volelbel

X5 Ténis de mesa

3. Téns individual (ndmem de sets -
multiplicar por 20 min)

I7. Thnis em dupla (nbmern de Sebks -
multiplicar par 15 min)

I8 Badminton

19 Basquete (sem comipetic)

4. Basquete {(competicio)

41 Basquete (atuando como &rbitra)

42 Squash

43. Futebal

d4_ Golfe

46. Handebo I S I B

48_ Artes marciais

459, Mateddismo (competiclo)

8. Cclismo de estrada ou montanha (> &0
min}

- PetEca

SEMANA

AND

ATIVIDADES FISICAS

Dias de pritica Minutosdia

Crias de pratica | Minwtas/dia

ATIVIDADES EM JARDINAGEM

51. Cortar o gramada com miiguina

52, Cortar o gramado manualmente

53 Umpezra & jardinagem

E4. Cavar o jardim

SEMANA

AND

ATIVIDADES FISICAS

Dia= de pratica Minutos'dia

Dias de pritica| Minutas/dia

TRABALHOS E ATIVIDADES

r]

. Trabalhos de carpintana dentro de casa

. Trabalhos de carpintaria (exterior)

=

. Fintar dentro de casa

W pum |l
B

Lol

. Pintar fora de casa

rel
=]

. Umpeza da casa

il
=i

. Mudanca de mdwei

117



ATIVIDADES FISICAS

ANO

Dias de pritica Minutos/dia

Dias de prética

Minutas/dia

CACA E PESCA

B2 Tiro com pistola

B3, Tiro com amo

B4 Pescar (mar)

GE. Caga menor

&7. Caga malor {veadas..)

ATIVIDADES FISICAS

SEMAMNA

AND

Dias de pritica Minuwtas/dia

Dias de pritica

Minutosfdia

QUTROS (sem especificar)
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MAD rrarque assim

SR

MARQUE m=zim
OCOom

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR
Por favor, marque uma unica opcdo para cada alimento.

Para cada alimerio, manque: o quadno que indica a Frequ-m:lu. redia de consuma

durante o ano passada. Deve-se levar em conta tambem a vanacao de verdol

imremo. Por exemplo, s= vocs foma sonvets 4 vezes| semana, apenas durants os

tres reeses de verdo, o uso medio porano & 1 ve semana

co

MEUWD MEDID DURANTE O ANC PASSADO

HUNCA

2e

E
FLINCA

POR.

1-3

POR SEMAMA

POR DIA

N
5

=

5

I. PRODUTOS LACTEOS

1. Lesite irvimgral {1 sicmrs, 00 mb)o. .o e
2. L=ite semi-desnatado (1 xicam, 200 mL)..
3. Leite desnatsdo |1 xicars, 200 ml).......
4 Lesie cond=nsado (1 colher de sopa, 16 9.
B. Mata ou creme de |eite fresco (32 xicara, 160 g).ooooooe.
6. Batida de l=ite {1 cope, 200 ml...........
7. logurte= int=gral (1, 126 g, 1 potinha)..._...
B. logurtes desnatadas (1, 126 q, 1 potinhal. ...
9. Pl swisse (1, 58 g, 1 potinha de danoninhe)...
10. Requeiac ou coalkada [ xicara, 125 g).
11. Qusijo =m porgBes ou cremosa, ricota (1 punpn.E‘Eg.. 1Fm M)..
12. Dutros queijos: curado, semi-curado, parmesac (50 g, 1 fata G
13. Queijo branco ou fresco, frescal (cabra. .} (B0 g, 1 &2 G)...
14, Creme, flan, pudim (1, 130 ml, 1 fatia M ou 3 colheres de :-l:bn:n'-c-:-a. SH]

15. Sorvets (Tecone, Thoda W, BOG..0ooomeo

oooooooooooooon

goooooooooooooo

|
|
oooooooooooooon

Ooooooooooooooon

goooooooooooooo

odoooooooooooooo

odooooooooooooon

Um prato de 100-150 g, exceto quando esta indicada outra quantidade

HUNCA

QUASE
HUNCA

=]
=

N
w
o

=

1L OWO, CARNES, PESCADOS

16. Owos de galinha (1 unidade, B0 gl.......oooooe
17. Frango ou perny S0k pede (1 porcao, 130 9, 1 peito P ou 3 coxas ). ...
18. Frango ou peru SEM pele (1 porcaa, 150 g, 1 peito P ou 3 coxas )
19, Carre= de boi ou vaca (1 porcao, 1 bife G, 100 @)oo
0. Carme de porco |1 porgaa, 1 bife G, 100 g,
2. Carm= de cordeiro (1 porcao, 1 bife G, 100 gl....
2. Comlho ou lebee (1 porgdo, 130 gle.oooeceee

23, Figado {ponoo, franga) (1 porcao, 100 g, 2 uridades G de fango ). oo
24, Qutras wiscers (cerebro, coragdo, moela) |1 porcao, 100 g, 20 uridades
hd d= A0 e GRAINNAT. e

26. Presurie, pemil defumado (1 fatia, 30 g)...
Z7. Cames processadas (salsichao, -:I'muru;n- mumclu.. mnrhdcl-u s-dsu:hu
linguicga, ...} {50 g, 1 unidade & de salsicha)........... .
28, Pats (26 g, 1 colher d= sopa CH)....coo..oc.
29, Hambdrguer [1, 50 g), almdndegas (3 unidades, 30 g)...
0. Toucinho, bacon {50 g (bacon, porgac de hamburguer = 2 I"atlus. 3D-g] -
. Fﬁmdnhmn:u garcupa, inguada, merduza, badejo (1 prato, paga ou
poncio, B gl... -
32 F‘Hmdu-m.i ﬂ.rdlnhu, mbnr-b,.-mmla, r-drmn{1 pmn pbpuu
PONGAD THD Glrecnemeerrmeriemmssemsame s emeams sms e n e n s ans s ams s s e e nen e
53. Pezcado salgsdo: bacalhau (1 porcao, 50 q seeo, 1 colhar de ssrar CHY
34, Ostras, maniscos, n'ﬂihnﬁ-:m-s-{ﬁnurd-ndﬁ Eﬂlg:l
35. Lulas, potvas (1 porgao, 200 g)...

35. Crustaceo: camarso, lagostim, eic (A-prps, mﬂg]
37. Pescados = marisoos enlatados ao natural (sardinha, anchowva, atum) (1
lata pequena ou meia lata nomal, 50 g)...

38. Pescados = manscas mdm{sardnh Indmm'l EI hnp:qumn
ou meia lata rmedia, Bgl...ooo

onooooooon

0 0O Ooooo o oooo o

oooooooon

0 O Ooooo 0O oobo o

|
|
onooooooon

|
|
0 0O Ooooo o oooo o

ooooooooo

0 0 ooooo o oooo o

gogooooool B 3
goooooooo &
|

0 0O ooooo o oooo o

0 0O ooooo o oooo o
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COMNSUWD MEDID DURANTE O ANO PASSADO
Urma percic de %5 xicara, excete quando esta indicada outra quantidade H'ID"L',:J' m: PORSE FoR DA
ousse | 1-3 12466 | 1 |23 |46 | #6
HUHCA
39, Acziga (1 pires CH picada, 20 gj.. .| - Djlo|jlajo|laja|c
39, Espinafre (1 pires CH picada, 20 g) .| - - - O |3 | .
- Couve |1 pires CH picada, 20 gi Y
A0, Repalho (75 mCar, Bl Qlee e sere s eman s s rn s s nren e -] o olaojajlolaolalo
40, Couve-flor (¥ xicara, 50 g). -] o oDjaojajo|jaja|o
4], Brocolis. (2 micara, 30 g) -] o oDjaojajo|jaja|o
41, Alface, escarcla {100 g, 10 folhas M d= alface)... ] - Djlo|jlajlo|jajalC
E 41, Almeirdo (100 q). O - o o Y o I O o ) o Y
2 | 42 Tomate o (1, 1E:Ig. ‘I urldu:ie G]. S, | ] o O o I o o Y o Y o Y I
i 43. Cenoura (100 g, 2 unidades P crua ou 1 unidade ki oozida) -] - ojo|jaojlo|aja| D
43, Abobora {rrorangal (100 Qoo O - O - - - O - O
% 44 Faijio verds (100 g).....— | ] O ] o [ o [
45, Barinjeda (¥ xicara, B0 g) | - o T o T I o O I o Y I i
S| 15, mbobrinha (Y wicara, B0 o | - o T o T I o O I o Y I i
45, Pepino (¥ xicara, 80 g).... -] - oljlojloljlo|lajda| D
45, Firmentio [1E.'lg, Surldu:lu H] | ] o T o I o o O o Y o Y O
E A7 Aspargo (2,6 unidades b, 20 gl e - e e e
- Chuchu(3la fdcolheresdesopa CHL e
=
= | £9. Qutres verduras (alcachofa, alho-pord, aipa) (1 pires CH picada, 20.49).... -] - C C - C o [ o )
0. Cebala (meia unidade, B0 gj.. R — o ] oDjaojajo|jaja|o
51. Alka (1 dere, 3 g).. - - - S I (e R R e
B2 mmm:@nm{mpﬁlﬂn1m - ] olojlojao|jala)]o
53, Btaty frita comercial (1 pacote, 50 g, 1 colher de serdr CH). ... -] - S IS e I B e
B4, Btats frits cas=ira {1 porgac, 160 g, 3 colheres de senvir CH).. - ojljojo|lojo|olo|o
55, Batatys assadas ou cozidas (¥2 moar, I colbenes de sopa CH, 60 gj...... - - o - - - o a] o
56. Cogumelos, chamgignon (B0 o 1 colher de sandr OHV oo = ojojojajo|jajajo
KUNCA | POR | POR SEWANA POR DA
ol MES
CONSUMD WEDIND DURANTE O AND PASSADO ouszs | 13 T T2z 85| 1 T2z 125 +6
MUNCA
B7. Laranja |1 unidade b, ‘IﬁDg},mrrmﬂm{!] ......................... [m] O oO|ojlaljlo|aoljlo|C
54. Banara |1 uridade i, 114 g). - O o o I o I s e I i
B4, bdaca (1 unidade W, 130 g).... ] O O|o|jaljlo |ao|jo|C
E’!P‘u’a{‘lurudadeld 1Sﬂg].._ - ] O O|o|jaljlo |ao|jo|C
- bdamda (4 mamdo papaia cu 1 fatia G mamdo ‘l'u"'mr.-u. 140 g) - D O || D D | Do | D
&0, H:murrgo (6 unidades, um prato de sobremesa, T2 g)... - - O | O D |OjlD| D
61. Cersja, mﬁ mtm:. Bl g, 10 Ll'l:ludsd: cerzia nui
unidades ki d= ar | O O O [ O oo -
62 F"ﬁc-agn.damm’.m nectanina |1 unidade i, BIZI g - C 0 | O - C I g
63. M=lancia (1 faga, 200-250 g)..... - | O O O [ O oo -
@ | 64 Msifo (2 fatias, 200-250 gl - =N E=AR=E =l =N i=A R=a =
55, Kiwi {1 url:h:l: 1Mg ... O D ojojajo|jojo| o
E B8, Uhvas (1 mmo, 1 prato de sobemesa, 12{] | - [ = 0 - [ - |- O
W | B7. Azestonas (10 unidades, 4 of cada, 40 g).eeeceeeccee = = 1 I e ) e ) e Y
2 | B3, Frutzs em calda {2 unidades, B0 gj.. . - - - - - - - - [
B4, Tarmaras, figos secos, nas-passas, ameikas-Dasras |'1E|]q.Bu:I1|:r=:
de sopa de uva-passa). ... ] O O O ) O
7. Améndoas, avslas, pisiache {30 g, 2 colheres d= ;Dpﬂ] - - I D | o|D| D
0. Amendains (30 q, 2 colheres d= sopa). - (= o ) o
71. Mozes (30 q. 2 colheres de sopal) =] cljajalaololalolo
- Manga {1 unidade k. 140 gj..... . - u - O ] u O | O ]
- Abaacona (2 fatias b, 1BD g} ... O u O u ) u O | O u
- Goiaba |1 unidade i, 170 ﬂ - u - O ) D | OO0 | D
[¥] 1 2 3 4 [ E 7
72, Quantos dias por semana oome futa cora sobremezaT.. = Q| O - = 0| O =
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CONSLIWO MEDID DURANTE O ANC PASSADO

[=3
Urna porgdo (150 g), exceto quando esta indicada outra quantidade N%Num m FICR SEMANA FOR DA
CUASE | 13 1 (24|68 | 1 |23 |46 | +8
MUMCA,
T3. Lentilhas {1 prato, 160 g cozidas)._. - | (] O |jojojloja|jalo
% T4. Frijoes (brancos ou pretos) (1 prato, 15‘3 ucmdm 1 concha b "H-. -] - | - C C - - -
E T5. Grao de bico (1 prao, 150 g oozt ..o | ] O |o|joljlo|ja|lalo
T6. Ervihas, favas (1 prato, 150 g cozidar).. | - O | O] & - - O | O
E 77. Pao branco, pao de forma (3 fatias, 75 | ] O |jojoljlojal|jalo
W 73, P8 preto ou i=gral 3 fatias, 75 q). O - O | O | O - - O | O
% 79, Cer=ais rmagnais (30 g, ¥3 xicara)... - (] 1 Y o ) O o o
§ &0, Cereais int=grais: granola, maeml-:-n::— mmr[ﬁﬂg. .:-:nlhwde
scpa CHy | - O | O] & - - O | O
E E1. Aoz branoo (60 g cru, 130 g comida, SCdI'ETEFdESE\I'i"EI'ﬂ..........._.... | (] O |jojojloja|jalao
- ﬁn;L-‘I“‘JqE::her--' de sepair TH). - - - - - ] u - - -
% 52, Maszsas: macamao, outros (60 g .o, 1 E'J:-:\omdu f:p-bqadn-"l. - - - - [] - - -
= |- Lasanha {190 q. 1 pedaco Mi.. ] [ ] [ ] ] - - C
B3, Piz:.u.l:‘lpun;n.zl}ﬂg.Zfzb:EM:l_ - -] ] g jojolojaljgalo
. . . ) MUNCA | POR | POR SEMAMNA POR DA,
Urra colver de sopa ou porgao individual. Para fritar, untar, umedecero il MES
pao, iemperar ou para saladas. ouezE 1 13 [ 1 (24|66 1 (23|26 +6
MUNCA
B4, Azmite de oliva (1 colher de sopa, & gl... - [] 0O | O O] O 1 | O -
g Bﬁ.ﬁmttuiwmwmﬂnﬂherdemﬂg] ] [ O |o|jlojo|ao|D|o
5. Oleo composto (1 colher de sopa, B g).... - - S R DRy I e R
&7. Oleo de milho (1 colher de sopa, 3 g)... ] ] O | o|laojo|O|0|C
&3, I:ﬂ:«:- de giraszol (1 colher de zopa, B g).. - [] -] - - - - | [] -
@ | §9. Cleo de soja {1 colher de sopa, 8 g)... (] ] O |o|jlojo|Oo|oO| o
W | 80 eishora dos armenores (1 cnlherde.-opa, =11 — - [ -] - - - 1 C -
g 91.hh:glru[pm‘gn|nd’wmd 129.,3putrr£de-fa-:al3:| ] u O | ojojo|ao|o| D
92, Manteiga (porcac indvidual, 12 q, 5 pontas de faca G - ] J|olaj]o 3 | O C
g 93. Banha {10g).... (] ] g jojojo|o|Do| Do
S' B4, ama d-e:neﬂ:denlr.a que I.Eﬂ.h-ﬂbﬂl.lﬂl'l‘ﬂﬂb&
COMNSUMO MEDIO DURANTE O AN PASSADO Hunca | POR | POR SEwmAMA POR DA
ol MES
auess | 13 1 |24 | 66| 1 |23 |46 | +6
HUNCHA&
95. Biscoitos tipo Maria (4-6 unidades, B0 gl............... - [] O | O iy - 1 | O -
E 96. Biscoitos intsgrais ou de fibra (45 unidades, 50 g ] ] O |o|lojlo | O|0O|C
E &7, Biscoitcs com chocolats (4 unidades, 50 g).. - [] -] - - - - | [] -
= | 98. Biscoitc: caseiras (80 g)... ] [ O |o|jlojo|ao|D|o
F | = bmsadpmthna.brmﬁmmnutufpmﬂﬂwdcpﬂdﬂna[m E':]g - - S R DRy I e R
5 100, Dowrets (urnj. . - ] O O |o|lojo |O|0O|C
o |10 Ma.dalena.-!d-:-ue] i1- Zl.mda.du':-'l - [ O | O .y - 3 | O -
W | 102 Bolos (um. 50 g, 1 pedaco M)... = = R=N =N E=N E= = = -
& | 103. Chumos e similares |1 porcin, 100 q)... = S = Il Rl R i R
g 104. {h:-mhuzducu(m ql... O ) O | ojojo|go|o| D
10E.Cacau &m pé (1 colber d= mbn:me—:—a. 10 gl - - SUU R i R e e R
= | 106 Torrone {1/ de barra, 40 gj. =] [ I e e [ e [ )
= | 107. Amarrrigades, marzipan 90 g).. = =N =R E=h =l =R =R R=A =
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1348, Com que idode vood comegou a baber mais do sebe “bebides® por
somana (winho, corveja, licorms ou dossindoa)?

idonde (anos)
II'.'_ | 2 A I‘I Ilﬂ_:l' H & Dorpne
& :'. :. AbLLEE u A Unidode

wukca | POR | PORSEMANA BOR DlA
CONSUMO MEDD DURANTE O ANG PASEADD au | més
Guese | 1-3 1 |24 |56 1 |23 | 28] +8
HUHCA
106, Croquabes, bolinhos, tortns, pré-cozidos (a) {1 wedade &, 100 g)......... [ ojo|jo|ojo|o|D ]
109, Sopes o cremes (1 proto, 2 conchas M CH, 260 g)......... [ ool )1=2 = -]
110. Mostordn (1 colher de scbeomesa, 1 saché, T g).... ] oljlo|jo|lojlo|lDo|o| O
111. Maioness comeroad (1 colher de sopa = A gh._..._._. O [} S NS B S S |
o« | 112 Molho de Sormate, catchup {1 colher do cha, 1:-d-d,i"u;| - ] oljlo|jlo|loljlo|lD (O] O
113, Piconta: pimonta, color (1 pitada, 1) - [ (= Ry Bl el Esh R Rl .
g 114. Sal {1 pitnda, 1 g} O oj|jo|jo|lojlo|D (0| A
115, Mormeiodn (1 colber de ohlt, 10 B [} [Sul QR iy D aniy B Suly R Sl B sy e
'I'Iﬁ.m['lmmdﬁ,&u'l L [} L L (. (. L L Ll
5 117. Mol {1 colher de chié, 3 ... . — ] [} o il B el i |
u 11&M:Huu1ununrrupnuu rnlm.-n: [1pum S0gk.... ] ojojo|jlopjo | o | D |
= | 114, Sutros alimontos. de consumo frequante:
1184 [ (] oDjo|lojlo|D (0| O
1185 (-] L J J ] ] J J L]
1194 ] ] oD|j]o|lojlo|D (0| a
118, [ [ oD|jo|loljlo|ODo (0| O
1182 [ (] oD|jo|loljlo|ODo (0| O
sunca | POR | POR SEMANA FOR DA
COMELIMGO MEDIO DURANTE O ANO PASSADO ol MES
ausse | 1-2 1 |24 |58 1 |23] 28] +6
HUNCA
124, Bobidos carbonaindaes com ogicar refngoemnie, bmonoadas, bBrcas, olc
{1 garafa, 200 mi)............ O O | ojlo|laog|jlag|lo|o| d
121. Bobidns cortonaodes baikas am colornos, babides A‘ap‘p.*U gnn'ufn. 200
mij.. =, O |olo|laljldalD|CO]| da
1225umdu|.r.1_|.lndnl11r.npn,2ﬂ}rrii ...... O oj|jojo|jlaoja|lo| o |
124, Sucos noturais de outres frutas (1 copo, 200m).....oooeoeeeeo. = c|oloc|laals)sl a
124. Sucos dofutns angamafados ou onlobdos (200 mi).. o m olo|jlalalo| o -
128, Caté doscofnado (1 20mr, B0 M. ceceeeeseeneee O Dlol=Elapa=S e a
126, Café {1 sdcara, 50mi). O O | ojlo|laog|jlag|lo|lo| d
127 Chd {1 somrm, SOMI. oo = i i e i ey ey B
128, Copo de vinho nomasdo (100 Moo C o= lalal=s]l =] a
g 130, Copo do vinho moscool (50 mi)... ) ] Ll ] Ay | L L |
B | 131, Copo de vinho tinio jovem, do oo (100 Mmoo O oDlof=aalsl =] 8
& | 122 Copo du vinho fino {100 mi) O O|o|jlojag|jlo|lo|o| O
w 133, Sopao de vinho branoo (100mi .o D [ e (e i Ry ey ey
124, Taga da aspumants (100 mi).. D O | o|lojag|jo|jo|jo| o
1265, Carvom {1 jarm, 230 mil........ e ) Oo|ojloc|laja|lo|lcl a
138, Licorns: anis, aic. [1hq-,5l}rri;| ...... O o [ . ]
127. Destilados: uisque, vodks, gim, conhagque (1 aga, B0ml).. o - i i (e i e e e

13‘9 H.ﬁquarmu s borm hul:milnnnl oo mql.l.urlnd-n
{mais do soln "hobides® por somana) ?

Anos
1
el DR AABLRELA R ED““
A dAbaEAA A i Unidada

Ze durante o ang

passado word tomou vitaminas ef ou minerais (incluindo cilcio) ou produtos dietéticos especiais

arelo de frigo, oleo de primula, leite com Scidos graxos omega-3, flavondides, etc.). Por faver, indique a marca e 3

qlJEﬂEIE. COm que tomeu:

HWUNCA | POR | POR SEMAMA FOR Dl
X SUPLEMENTOS ou | MEs
Morces de suplemantos de viaminas, minoras ou produios debiticos. OUEBE | 4.3 1 2.4 | 5§ 1 2.3 [ 248 [+8B
HUHCA
140.... [ [w] ojaojojajo|jojo
T ettt et e et e bt bt et s [ [ olajojlajo|lojlo
1402 ] O olajlolalo|lolO
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REGISTRO DE AMOSTRAS DE SANGUE E RECOMENDACOES

sim [0 Ndo | Foi realizada extracdo completa de sangue
Sim [0 N3o 0| Foram obtidas todas as aliguctas de soro, plasma e buffy coat

sim [0 N&o 0| Foram dadas recomendacies gerais para o participante

INCIDENTES:

123



FINAL DO ESTUDO

O paciente concluiu TOTALMENTE o estudo?

sim[] nN3o [ —1

Complete o seguinte paragrafo

Explique o motivo pelo qual o paciente ndo completou o estudo.
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ANEXO 4

INTERNATIONAL PHYSICAL ACTIVITY QUESTIONNAIRE (IPAQ)

Nome: Data: [/ |
Idade : Sexo: F () M () Vocé trabalha de forma remunerada: () Sim () N&o.
Quantas horas vocé trabalha por dia: Quantos anos completos vocé estudou:

De forma geral sua saude esta: () Excelente () Muito boa () Boa () Regular (
)JRuim

NOs estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas fazem como
parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo que esta sendo feito em
diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos ajudardo a entender que téo
ativos nds somos em relacdo a pessoas de outros paises. As perguntas estdo relacionadas
ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica em uma semana ultima semana. As
perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro,
por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no
jardim. Suas respostas séo MUITO importantes. Por favor, responda cada questdo
mesmo que considere que néo seja ativo. Obrigado pela sua participagéo!

Para responder as questdes lembre que:

» Atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande esforco
fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

» Atividades fisicas MODERADAS séo aquelas que precisam de algum esforco fisico
e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

SECAO 1- ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO

Esta secdo inclui as atividades que vocé faz no seu servigo, que incluem trabalho
remunerado ou voluntario, as atividades na escola ou faculdade e outro tipo de trabalho
n&o remunerado fora da sua casa. NAO incluir trabalho n&o remunerado que vocé faz na
sua casa como tarefas domésticas, cuidar do jardim e da casa ou tomar conta da sua
familia. Estas serdo incluidas na secéo 3.

la. Atualmente vocé trabalha ou faz trabalho voluntario fora de sua casa?
() Sim (') N&o — Caso vocé responda ndo V& para se¢éo 2: Transporte

As préximas questdes sdao em relacdo a toda a atividade fisica que vocé fez na ultima
semana como parte do seu trabalho remunerado ou nio remunerado. NAO inclua o
transporte para o trabalho. Pense unicamente nas atividades que vocé faz por pelo menos
10 minutos continuos:

1b. Em quantos dias de uma semana normal vocé anda, durante pelo menos 10 minutos
continuos, como parte do seu trabalho?Por favor, NAO inclua o andar como forma de
transporte para ir ou voltar do trabalho.

dias por SEMANA () nenhum - V& para a se¢do 2 - Transporte.
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1c. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA caminhando como parte do
seu trabalho ?
horas minutos

1d. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades moderadas, por pelo
menos 10 minutos continuos, como carregar pesos leves como parte do seu trabalho?
dias por SEMANA () nenhum - V& para a questdo 1f

le. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA fazendo atividades
moderadas como parte do seu trabalho?
horas minutos

1f. Em quantos dias de uma semana normal vocé gasta fazendo atividades vigorosas, por
pelo menos 10 minutos continuos, como trabalho de construcdo pesada, carregar
grandes pesos, trabalhar com enxada, escavar ou subir escadas como parte do seu
trabalho:

dias por SEMANA () nenhum - V& para a questao 2a.

1g. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA fazendo atividades fisicas
vigorosas como parte do seu trabalho?
horas minutos

SECAO 2 - ATIVIDADE FiSICA COMO MEIO DE TRANSPORTE

Estas questdes se referem a forma tipica como vocé se desloca de um lugar para outro,
incluindo seu trabalho, escola, cinema, lojas e outros.

2a. O quanto vocé andou na ultima semana de carro, 6nibus, metrd ou trem?
dias por SEMANA () nenhum - V& para questéo 2c¢

2b. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA andando de carro, 6nibus,
metrd ou trem?
horas minutos

Agora pense somente em relacdo a caminhar ou pedalar para ir de um lugar a outro na
ultima semana.

2c. Em quantos dias da ultima semana vocé andou de bicicleta por pelo menos 10
minutos continuos para ir de um lugar para outro? (NAO inclua o pedalar por lazer ou
exercicio)

dias por SEMANA () Nenhum - Va para a questao 2e.

2d. Nos dias que vocé pedala quanto tempo no total vocé pedala POR DIA para ir de um
lugar para outro?
horas minutos
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2e. Em quantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos
continuos para ir de um lugar para outro? (NAO inclua as caminhadas por lazer ou
exercicio)

dias por SEMANA () Nenhum - V& para a Secéo 3.

2f. Quando vocé caminha para ir de um lugar para outro quanto tempo POR DIA vocé
gasta? (NAO inclua as caminhadas por lazer ou exercicio)
horas minutos

SEC}AQ 3 — ATIVIDADE FI’SICA EM CASA: TRABALHO, TAREFAS
DOMESTICAS E CUIDAR DA FAMILIA.

Esta parte inclui as atividades fisicas que vocé fez na ultima semana na sua casa e ao
redor da sua casa, por exemplo, trabalho em casa, cuidar do jardim, cuidar do quintal,
trabalho de manutencdo da casa ou para cuidar da sua familia. Novamente pense
somente naquelas atividades fisicas que vocé faz por pelo menos 10 minutos
continuos.

3a. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades moderadas por pelo menos
10 minutos como carregar pesos leves, limpar vidros, varrer, rastelar no jardim ou
quintal.

dias por SEMANA () Nenhum - V& para questao 3b.

3b. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo no total vocé gasta POR
DIA fazendo essas atividades moderadas no jardim ou no quintal?
horas minutos

3c. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades moderadas por pelo menos
10 minutos como carregar pesos leves, limpar vidros, varrer ou limpar o chdo dentro da
sua casa.

dias por SEMANA () Nenhum - VVa para questéo 3d.

3d. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades moderadas dentro da sua casa gquanto
tempo no total vocé gasta POR DIA?
horas minutos

3e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades fisicas vigorosas no jardim
ou quintal por pelo menos 10 minutos como carpir, lavar o quintal, esfregar o chéo:
dias por SEMANA () Nenhum - Va para a secéo 4.

3f. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades vigorosas no quintal ou jardim quanto
tempo no total vocé gasta POR DIA?
horas minutos
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SECAO 4- ATIVIDADES FiSICAS DE RECREACAO, ESPORTE, EXERCICIO
E DE LAZER.

Esta secdo se refere as atividades fisicas que vocé fez na ultima semana unicamente por
recreacdo, esporte, exercicio ou lazer. Novamente pense somente nas atividades fisicas
que faz por pelo menos 10 minutos continuos. Por favor, NAO inclua atividades que
voce ja tenha citado.

4a. Sem contar qualquer caminhada que vocé tenha citado anteriormente, em
quantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos
no seu tempo livre?

dias por SEMANA () Nenhum - VVa para questao 4b

4b. Nos dias em gue vocé caminha no seu tempo livre, quanto tempo no total vocé gasta
POR DIA?
horas minutos

4c. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades moderadas no seu tempo
livre por pelo menos 10 minutos, como pedalar ou nadar a velocidade regular, jogar
bola, vélei , basquete, ténis :

dias por SEMANA () Nenhum - Va para questao 4d.

4d. Nos dias em que vocé faz estas atividades moderadas no seu tempo livre quanto
tempo no total vocé gasta POR DIA?
horas minutos

4e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades vigorosas no seu tempo livre
por pelo menos 10 minutos, como correr, fazer aerdbicos, nadar rapido, pedalar rapido
ou fazer jogging:

dias por SEMANA () Nenhum - Va para se¢&o 5.

4f. Nos dias em que vocé faz estas atividades vigorosas no seu tempo livre quanto
tempo no total vocé gasta POR DIA?
horas minutos

SECAO 5 - TEMPO GASTO SENTADO

Estas Gltimas questfes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no
trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo
sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa visitando um
amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&ao inclua o tempo gasto sentando
durante o transporte em 6nibus, trem, metrd ou carro.

5a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas minutos

5b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?
horas minuto
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ANEXO 5

Tabagismo: [ N3o fumante
[0 Fumante
[ Ex-fumante Numero de cigarros por dia |_||_|

Medicagdo atual

Tratamento da hipertensdo arterial Sim [] N&o[] N&o sabe/sem resposta []
Tratamento da hipercolesterolemia Sim [] N&o[] Né&o sabe/sem resposta []
Tratamento da hipertrigliceridemia sim [0 N&o[] N&o sabe/sem resposta []
Tratamento do diabetes sim [ N&o[] N&o sabe/sem resposta [

Tratamento hormonal (somente mulheres) Sim [] N&o[] N3o sabe/sem resposta []

Medicacdo atual

Nome comercial Nome genérico

Fibratos [

Estatinas [

outros [

Hipoglicemiantes []

Insulina O
Dose/dia
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