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RESUMO

BARBOSA, Kiriaque Barra Ferreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2010.
Biomarcadores do estresse oxidativo e determinantes da sindrome metabdlica em adultos
jovens saudaveis. Orientadora: Josefina Bressan. Co-orientadores: Valéria Paula Rodrigues
Minim, Rita de Céssia Gongalves Alfenas, Sonia Machado Rocha Ribeiro e Antonio Policarpo
Souza Carneiro.

Os biomarcadores oxidativos desempenham importante papel na génese de processos
relacionados a sindrome metabolica. O estudo se propos a investigar, em individuos jovens e
saudaveis, os biomarcadores do estresse oxidativo: concentragdes plasmaticas de lipoproteina de
baixa densidade oxidada (LDLox), capacidade antioxidante total do plasma (CAT) e atividade
eritrocitaria da glutationa peroxidase (GPx) e suas possiveis associagdes com o0s parametros
antropométricos, de composicdo corporal, clinicos, bioquimicos e dietéticos, relacionados a
sindrome metabdlica. O presente estudo avaliou 160 individuos jovens e saudaveis, com idade
entre 18 e 35 anos. Os parametros antropométricos e de composi¢do corporal foram aferidos
mediante técnicas previamente padronizadas e descritas na literatura. Utilizou-se
esfigmomandmetro mecanico de coluna de mercurio para a aferi¢do da pressdo arterial. Apds
jejum de 12 horas, mediante puncao venosa, foram coletadas amostras de sangue para proceder as
analises dos parametros bioquimicos e biomarcadores do estresse oxidativo. As amostras (soro,
plasma e eritrdcitos) foram acondicionadas a -80°C até o momento do ensaio. As concentragdes
séricas de glicose, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c), triacilglicerois, acido
urico e ceruloplasmina foram analisadas por ensaios colorimétricos ou turbidimétricos. As
concentracdes plasmaticas de insulina e LDLox foram analisadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA), a CAT do plasma por ensaio colorimétrico e a atividade eritrocitaria da GPx por ensaio
de cinética enzimatica. As concentragdes de selénio, cobre ¢ zinco foram aferidas em amostras de
unhas, mediante espectrofotometria de absor¢do atomica. A ingestao dietética diaria foi avaliada
mediante aplicacdo de registro alimentar de 72 horas, referente a trés dias ndo consecutivos. As
comparagdes entre grupos, categorizados pela mediana da distribuicdo dos biomarcadores do
estresse oxidativo, foram feitas mediante os testes de Mann-Whitney-U ou Student-t, de acordo
com a distribui¢do das varidveis. Foi utilizada a correlagdo de Spearman para rastrear a
associagdo entre os biomarcadores do estresse oxidativo e as demais variaveis estudadas.
Modelos de regressdao linear foram utilizados para identificar os fatores preditivos dos

biomarcadores oxidativos. A analise de regressao logistica foi realizada para a associa¢ao dos
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componentes da sindrome metabdlica com as concentragdes plasmaticas da LDLox. Os
resultados foram apresentados como média + DP. O intervalo de confianga de 95% foi utilizado
para descrever os valores do coeficiente de regressdo linear (B) e o de regressao logistica, odds
ratio (OR). Foi considerado o nivel de significancia estatistica de P<0,05. Em individuos
saudaveis e normolipidémicos, as fragdes lipidicas (CT, LDL-c e CT/HDL-c), os niveis séricos
de acido urico e a atividade eritrocitaria da GPx tiveram efeitos predititivos positivos sobre as
concentracdes da LDLox. O melhor estado nutricional de selénio, marcado pela concentragdo
deste mineral nas unhas, esteve associado a diminui¢do da concentragdo plasmatica da LDLox.
Os individuos que se posicionaram no maior quartil (> 91,81 U/L) da distribui¢do dos niveis
circulantes da LDLox, quando comparados aqueles no menor quartil (<52,62 U/L),
demonstraram aumento de 240% (OR = 3,40; IC 95% = 1,15 a 9,96; P = 0,03) nas chances de
apresentar concentragdes séricas aumentadas de triacilglicerdis. Individuos com maiores niveis
circulantes de LDLox (> 69,36 U/L) demonstraram maiores valores de indice de massa corporal.
O percentual de gordura troncular (r = 0,16; P = 0,043), a ingestao dietética diaria de colesterol (r
= 0,17; P = 0,045), a concentracdo sérica de triacilglicerdis (r = 0,13; P = 0,013), os niveis de
pressao arterial sistolica (r = 0,17; P = 0,027) e a concentragdo de cobre nas unhas (r = -0,17;
P=0,046) se correlacionaram significativamente as concentracdes da LDLox. O nivel de ingestao
calorica foi o primeiro fator a atuar na modulacdo da CAT do plasma, antes mesmo de se
estabelecer desvios antropométricos ou metabolicos, sendo a ingestdo didria de calorias (kcal/kg
de peso) e carboidrato (g/kg de peso), preditores negativos da CAT do plasma. Individuos cujos
valores da CAT do plasma estavam acima da mediana (> 1,60 mM) demonstraram maiores niveis
séricos de LDL-c, maior relagao colesterol total/fragdo HDL-c e maior concentracdo de selénio
nas unhas. Condi¢des oxidantes tais como, a concentragao plasmatica de LDLox e o % gordura
troncular, tiveram efeito preditivo sobre o aumento da atividade eritrocitaria da GPx. Individuos
com maior atividade enzimdtica da GPx (> 522,63 nmol/[ml/min]) demonstraram maiores valores
de idade, ingestdo diaria de vitamina C e por outro lado, menores concentracdes dos minerais
selénio e cobre nas unhas. A dosagem de selénio nas unhas, apesar de ser uma alternativa
interessante para a avaliacdo do estado nutricional deste mineral, ndo foi capaz de refletir o
aumento da atividade eritrocitaria da GPx. Mesmo em individuos jovens e saudaveis,
biomardores do estresse oxidativo; concentragdes plasmaticas da LDLox, CAT do plasma e

atividade eritrocitaria GPx, ja se mostraram associados a determinantes da sindrome metabdlica.
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ABSTRACT

BARBOSA, Kiriaque Barra Ferreira Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2010. Oxidative stress bimarkers and metabolic syndrome in healthy young adults. Advisor:
Josefina Bressan. Co-Advisors: Valéria Paula Rodrigues Minim, Rita de Cassia Gongalves
Alfenas, Sonia Machado Rocha Ribeiro and Antonio Policarpo Souza Carneiro.

Oxidative stress, assessed by its biomarkers, has been suggested as an event directly
associated with metabolic syndrome. In this context, it is important to better understanding the
mechanisms involved in the etiology of this association. The purpose of this study was to
evaluate, in healthy young adults, the potential associations between oxidative biomarkers,
oxidized low density lipoprotein (oxLDL), total antioxidant capacity of plasma (TAC),
erythrocytes glutathione peroxidase activity (GPx) and several anthropometric, body
composition, clinical, biochemical and dietary intake data linked with metabolic syndrome. This
study evaluated 160 young healthy individuals, aged between 18 and 35. Anthropometric and
body composition measurements were carried out following standardized protocols. Systolic and
diastolic blood pressures were measured by a mercury sphygmomanometer. Blood samples were
draw by vein puncture after a 12-hour overnight fast. All samples (plasma, serum and
erythrocytes) were immediately stored at -80°C until assay. Serum glucose, total cholesterol,
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c), triacylglycerols, uric acid and ceruloplasmin
concentrations, were assessed by an automated colorimetric or turbidmetric assay, with specific
commercially available kits. Plasma oxLDL and insulin concentrations were measured by an
ELISA assay kit as described by the supplier. TAC was measured by a colorimetric assay kit and
GPx activity by a kinetic enzimatic assay kit, as described by the supplier. Selenium, copper and
zinc nail concentrations were measured by atomic absorption spectrophotometry. A 72-h food
record (3 no-consecutive days) was used to collect information about daily caloric and nutrient
intake. The Kolmogorov-Smirnov normality test was used to determine variable distribution.
Accordingly, the parametric Student t test or nonparametric Mann-Whitney U test was performed
to detect differences between groups categorized by the median of oxidative stress biomarkers.
The Spearman correlation coefficients were used to screen the statistical associations between
oxidative biomarkers and interest variables. Linear regression model was fitted to identify the
predictors of oxidative biomarkers. The odds ratio was determined considering the first quartile

of oxLDL distribution as reference. Results are presented as mean = SD (standard deviation).
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Confidence intervals (95% Cls) were used to describe linear regression coefficient () and
logistic regression odds ratio (OR) values, P < 0.05 was considered statistically significant.
Statistical analyses were performed by using SAS system version 8.0 for Windows. Linear
regression analysis showed, total cholesterol, triacylglicerol, total cholesterol-to-HDL-c ratio,
uric acid and GPx activity were positive predictors of oxLDL circulating levels. OxLDL
concentration was negatively predicted by nail selenium concentration. Subjects who are in the
highest quartile of circulating oxLDL (= 91.81 U/L) had increased chance of 240% (OR = 3.40;
IC 95% = 1.15 to 9.96; P = 0.03) for present high levels of triacylglycerol when compared with
those in the lowest quartile (< 52.62 U/L). Moreover, subjects with high circulating levels of
oxLDL (> 69.36 U/L) demonstrated high values of body mass index. In addition, the following
statistical correlations with oxLDL concentrations were detected: trunk fat (r = 0.16; P = 0.043),
cholesterol intake (r = 0.17; P = 0.045), serum triacylglicerol (r = 0.13; P = 0.013), systolic blood
pressure (r = 0.17; P = 0.027) and nail copper concentrations (r = -0.17; P = 0.046). Linear
regression analysis showed that daily caloric (kcal’kg of body weight) and carbohydrate (g/kg of
body weight) intake exerted negative predictive effect on TAC values. In individuals who
presented a higher TAC (> 1.60 mM), the serum LDL-c, cholesterol-to-HDL-c ratio and nail
selenium concentrations were significantly higher. By linear regression analysis, the GPx activity
was positively predicted by oxidative conditions suchs as trunk fat and circulating levels of
oxLDL. Subjects with high GPx activity (> 522.63 nmol/[ml/min]) demonstrated high values of
age, daily intake of vitamin C and and moreover, low nail selenium and copper concentrations.
Oxidative biomarkers such as oxLLDL, TAC of plasma and erythrocytes GPx activity were related
with several anthropometric, body composition, clinical, biochemical and dietary intake
measurements linked to metabolic syndrome. This findings support a relevant role of these
biomarkers as remarkable tools in assessing the impact of oxidative damage on the development

of metabolic syndrome.
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1. INTRODUCAO

Os organismos aerdbicos utilizam o oxigénio como meio de obtengdo de energia, de cujo
metabolismo resulta os radicais livres e espécies reativas ndo radicais. Sua producdo em
propor¢des adequadas constitui, por exceléncia, um processo continuo e fisiolégico, cumprindo
fungdes biologicas relevantes, incluindo a transferéncia de elétrons em vdarias reacdes
bioquimicas, a geragdo de energia na cadeia transportadora de elétrons, a fertilizagdo do 6vulo, a
expressdo génica e a ativacdo de mecanismos de defesa imunoldgica durante a infeccao
(Halliwell and Whiteman 2004, Hicks, Torres-Ramos et al. 2006).

A instalagdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio
entre condi¢des oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres e/ou
espécies reativas nao radicais ou em detrimento da velocidade de remocao desses. Sao geradas
inumeras espécies reativas: os radicas livres (t€ém um elétron desemparelhado na sua camada
eletronica) e as espécies reativas ndo radicais (espécies reativas de oxigénio ou de o6xido de
nitrogénio), favorecendo a ocorréncia de danos oxidativos (Halliwell and Whiteman 2004). Em
paralelo, s3o desenvolvidos os mecanismos de defesa antioxidante (Mayne 2003).

Quando a produgdo de radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais supera a
capacidade de agdo do sistema de defesa antioxidante, intala-se o estresse oxidativo, o que
favorece a oxidagdo de biomoléculas, gerando metabolitos especificos, os biomarcadores do
estresse oxidativo, que podem ser identificados e quantificados. Tais biomarcadores sao
derivados, sobretudo, da oxidagdo de lipidios, proteinas e acido desoxirribonucléico (DNA)
(Mayne 2003; Halliwell and Whiteman 2004; Vincent, Innes et al. 2007). Outra forma de abordar
a avaliagdo do estresse oxidativo ¢ pela utilizacdo de métodos indiretos, baseados na capacidade
das defesas antioxidantes (Young 2001; Huang, Ou et al. 2005).

Os danos oxidativos ocorrem por meio da oxidacdo de biomoléculas, com conseqiiente
perda de suas fungdes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo ¢ o dano
potencial contra células e tecidos (Hicks, Torres-Ramos et al. 2006). A cronicidade do processo
em questdo tem relevantes implicacdes sobre a etiopatogenia de numerosas enfermidades
cronicas ndo transmissiveis, entre elas a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer (Furukawa, Fujita et al. 2004; Galili, Versari et al. 2007; Roberts

and Sindhu 2009). Ferrari (2004), em estudo de revisdo, ratifica que a geracdo de radicais livres



desencadeia eventos patologicos que por sua vez, estdo envolvidos nos processos aterogénicos,
carcinogénicos e neurodegenerativos.

O sistema de defesa antioxidante tem a fungdo de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela agdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas nao radicais. Tais a¢cdes podem ser
alcancadas por meio de diferentes mecanismos de a¢do: bloqueio da formagao dos radicais livres
ou espécies nao radicais (sistemas de prevengdo), bloqueio da agdo desses (sistemas varredores
ou scavengers) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas
lesadas (sistemas de reparo) (Clarkson and Thompson 2000).

A defesa antioxidante do organismo humano ¢ constituida pelos sistemas enzimaticos e
ndo enzimaticos. Este ultimo € constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que
podem ter origem endogena ou exdgena (dieta). Os antioxidantes sdo definidos como qualquer
substancia que, presente em menores concentragdes que as do substrato oxidavel, sejam capazes
de atrasar ou inibir a oxidacao deste de maneira eficaz. Tais substancias podem agir diretamente,
neutralizando a ac¢do dos radicais livres e/ou espécies nao radicais ou indiretamente, participando
dos sistemas enzimaticos (Halliwell and Whiteman 2004; Hicks, Torres-Ramos et al. 2006).

O sistema antioxidante enzimatico inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAt) e glutationa peroxidase (GPx), além das tioredoxinas e peroxiredoxinas (Nordberg
and Arner 2001). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou
controlando a formacao de radicais livres e espécies nao radicais, envolvidos com a iniciacao das
reacdes em cadeia que culminam com propagagdo e amplificacdio do processo e,
conseqiientemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (Ferreira and Matsubara 1997).

As enzimas CAt e GPx atuam impedindo o acimulo de peroxido de hidrogénio. Tal agdo
integrada ¢ de grande importancia, uma vez que essa espécie reativa, por meio das reagdes de
Fenton e Haber-Weiss, caalizadas pelos metais ferro e cobre, culmina na geracdo do radical
hidroxila (OH"), contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa (Ferreira and Matsubara 1997,
Schneider and Oliveira 2004). Este radical (OH") vem sendo indicado como o de maior potencial
reativo e de extrema instabilidade. Essas caracteristicas o tornam o radical livre mais propicio ao
desenvolvimento de danos oxidativos. Além disso, ¢ o principal iniciador do processo de
peroxidacdo lipidica, tendo como conseqiiéncia a alteracdo da funcdo bioldgica das membranas

celulares, esse radical ¢ capaz de agir sobre as proteinas, alterando-as em relagdo a sua estrutura



e/ou fungdo biologica. Seu ataque ao DNA possibilita a ocorréncia de mutagdes (Welch, Davis et
al. 2002).

Considerando o potencial oxidante do radical OH" e o fato da ndo existéncia de defesa
enzimatica especializada, ¢ de extrema importancia a manutencao do perfeito equilibrio entre as
enzimas antioxidantes, com o proposito de promover a manuten¢ao da integridade celular. Assim,
a GPx merece atengdo especial, como marcador do estresse oxidativo, uma vez que sua agao
depende da manutencdo do ciclo redox da glutationa, por meio do controle da relagdo entre
glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). A agdo da GPx na reducdo do peroxido de
hidrogénio a agua se da as custas da conversao da glutationa reduzida em oxidada. A recuperacao
da GSH ocorre mediante atuagdo de outra enzima, a glutationa redutase, também integrante do
ciclo redox da glutationa (Shan, Aw et al. 1990; Andersen, Nielsen et al. 1997; Ferreira and
Matsubara 1997; Schneider and Oliveira 2004). Entre as enzimas antioxidantes, a glutationa
peroxidase € a que apresenta maior afinidade (menor Km) pelo peroxido de hidrogénio (Little,
Olinescu et al. 1970).

A atividade das enzimas antoxidantes muitas vezes depende da participagao de cofatores
enzimaticos, especialmente antioxidantes de origem dietética. Tais cofatores podem diferir de
acordo com os compartimentos celulares de acdo das enzimas. A SOD pode ser encontrada sob
duas formas: no citoplasma, com dependéncia de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na
mitocondria, necessita do manganés como cofator (SOD-Mn). A CAt ¢ encontrada,
predominantemente, nos peroxissomos, onde sdo dependentes da agdo do ferro. A GPx também
existe sob duas formas: dependente e independente de selénio e esta presente no citoplasma ou na
mitocondria (Ferreira and Matsubara 1997; Green, Brand et al. 2004).

O sistema antioxidante ndo-enzimatico, por sua vez, inclui, especialmente, os compostos
antioxidantes de origem dietética, entre os quais se destacam: vitaminas, minerais € compostos
polifendlicos. O 4cido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E) e o B-caroteno
(vitamina A), sdo compostos vitaminicos potencialmente antioxidantes. Outros carotendides sem
atividade de vitamina A, como licopeno, luteina e zeaxantina, também possuem atividade
antioxidante (Fito, de la Torre et al. 2007; Rodrigo, Guichard et al. 2007; Vincent, Innes et al.
2007). Entre os minerais destacam-se o zinco, cobre, selénio, manganés e ferro, cuja atuagdo
como cofatores de enzimas antioxidantes, lhes confere capacidade antioxidante (Ferreira and

Matsubara 1997).



Além dos antioxidantes dietéticos, evidenciam-se os compostos de origem enddgena que
também integram o sistema antioxidante ndo enzimatico. As macromoléculas como a albumina, a
ceruloplasmina e a ferritina se constituem em potentes antioxidantes. Estes dois ultimos
compostos se constituem em proteinas transportadoras dos metais cobre e ferro, respectivamente.
A ligagdo desses metais aos seus transportadores determina a diminui¢do das suas quantidades
livres, prevenindo a sua atuagdo como catalisadores da geragdo de radicais OH', por meio das
reagdes de Fenton e Haber-Weiss. Entre outros compostos endogenos que também demonstram
capacidade antioxidante, destacam-se a glutationa reduzida (GSH) e o 4cido urico (Wayner,
Burton et al. 1987; Halliwell 1997).

A utilizacdo da capacidade antioxidante total do plasma como biomarcador do estresse
oxidativo se baseia no pressuposto de que a soma da atividade de todos os compostos
antioxidantes (fatores endogenos e dietéticos) tem maior capacidade preditiva e relevancia
bioldgica quando comparada a atividade de um uUnico, uma vez que existe uma importante
cooperacdo entre os varios compostos antioxidantes na prote¢do contra os danos oxidativos
(Crews, Alink et al. 2001; Kampa, Nistikaki et al. 2002; Blauz, Pilaszek et al. 2008).

Além dos biomarcadores evidenciados anteriormente, a atividade antioxidante da
glutationa peroxidase e a capacidade antioxidante total do plasma, destaca-se ainda a lipoproteina
de baixa densidade oxidada (LDLox), que pode se constituir em um outro indicador do estresse
oxidativo. A geracdo de espécies reativas de oxigénio induz a oxidacao da fragdo LDL-c gerando
a LDLox, cuja captagdo pelos macréfagos, via receptores scavengers favorece o inicio da
formagdo da placa de ateroma, processo que cursa com a instalacdo do estresse oxidativo (Young,
McFarlane et al. 2003; Sjogren, Basu et al. 2005; Reyes, Sanchez et al. 2006; Galili, Versari et al.
2007; Roberts and Sindhu 2009).

O estresse oxidativo vem sendo, continuamente, associado ao processo etioldgico de
algumas enfermidades cronicas ndo transmissiveis, como o diabetes tipo 2 e as doengas
cardiovasculares. Essas enfermidades sdo decorrentes de alteracdes metabolicas, que
compreendem principalmente a resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensao arterial, que em
conjunto, caracterizam a sindrome metabolica (Roberts and Sindhu 2009).

Os estudos acerca da avaliagdo do estresse oxidativo vém adquirindo relevancia
significativa. Os biomarcadores oxidativos desempenham importante papel na génese de

processos metabolicos que culminam na ocorréncia das enfermidades cronicas nao



transmissiveis. Essa capacidade os torna importantes instrumentos na elucida¢do de mecanismos
e implicagdes biologicas do dano oxidativo, com o objetivo de possibilitar o planejamento de
acoes eficazes no controle e na prevencao desses processos (Mayne 2003; Reyes, Sanchez et al.
2006).

Diante do exposto, os biomarcadores do estresse oxidativo constituem ferramentas uteis
na avaliacdo das possiveis associacdes existentes entre esse processo € 0s parametros
antropométricos, bioquimicos, clinicos e dietéticos. Estes parametros se constituem em fatores de
risco associados ao desenvolvimento da sindrome metabolica, que em conjunto determinam o
aumento do risco de ocorréncia de doengas cronicas nio transmissiveis, como o diabetes mellitus
tipo 2 e as doencas cardiovasculares. No presente estudo investigou-se os niveis circulantes de
LDLox, a atividade eritrocitaria da GPx e a capacidade antioxidante total do plasma e suas
associacdes com varidveis antropométricas, bioquimicas, clinicas e dietéticas, em individuos

jovens e saudaveis.
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2. CAPITULO 1
Concentragdes plasmadticas de lipoproteina de baixa densidade oxidada e determinantes da

sindrome metabodlica em adultos jovens saudaveis

2.1. Introducéo

Espécies reativas de oxigénio, geradas mediante condi¢des pro-oxidantes, induzem a
oxidagao de particulas de lipoproteina de baixa densidade (Young, McFarlane et al. 2003). Este
processo determina alteracdes na estrutura dessas particulas, o que compromete sua afinidade
pelos seus receptores especificos (Tsimikas 2006). A LDL oxidada (LDLox) passa entdo a ser
reconhecida e captada pelos receptores scavenger dos macréfagos. Tal captagdo desencadeia uma
série de processos que culminam na formagdo de lesdes ateroscleroticas, cuja progressao
determina a ocorréncia de doengas cardiovasculares (Young, McFarlane et al. 2003). Em fungao
do seu relevante papel na etiologia do processo aterogénico, a LDLox vem sendo apontada como
um importante marcador de risco cardiovascular (Holvoet, Mertens et al. 2001; Tsimikas 2006).
Dados epidemiologicos apontam a sindrome metabolica como fator determinante na ocorréncia
de eventos cardiovasculares (Isomaa, Almgren et al. 2001; Reindel, Zander et al. 2004; Obunali,
Jani et al. 2007).

Diversos estudos tém demonstrado a existéncia de associagdes entre o aumento dos niveis
circulantes de LDLox e parametros antropométricos e bioquimicos, relacionados ao
desenvolvimento da sindrome metabolica. Weinbrenner, Schroder et al. (2006) relataram que as
concentracdes plasmaticas de LDLox estiveram positivamente associadas ao aumento da
circunferéncia da cintura em individuos saudaveis com idade entre 25 e 74 anos. No mesmo
sentido, Sigurdardottir, Fagerberg et al. (2002) demonstraram que, em homens clinicamente
saudaveis, os niveis circulantes de LDLox se correlacionaram positivamente ao indice de massa
corporal, relagdo cintura/quadril, niveis séricos de triacilgliceréis, LDL-c, HDL-c e insulina
plasmatica. Em um estudo transversal, as concentra¢des plasmaticas de LDLox, em homens
também saudaveis, foram positivamente relacionadas ao LDL-c, triacilglicerdis e acido turico
(Sjogren, Basu et al. 2005). Em mulheres p6s-menopausicas, a LDLox esteve associada a
parametros bioquimicos como: colesterol total, triacilglicer6is, LDL-c, HDL-c e concentracao de

glicose de jejum (Lapointe, Couillard et al. 2007; Kassi, Dalamaga et al. 2009)



Diante do exposto, a oxidagao das particulas de LDL-c tem sido sugerida como um evento
precoce no desenvolvimento da sindrome metabdlica. A associagdo entre estresse oxidativo e
sindrome metabdlica ja esta bem estabelecida (Roberts and Sindhu 2009). Entretanto, ainda
existem lacunas de conhecimento acerca da associacdo entre os biomarcadores do estresse
oxidativo e os fatores determinantes do risco de ocorréncia da sindrome metabdlica em
individuos saudaveis. Acredita-se que o conhecimento dessas associ¢des permitird o
direcionamento de acdes capazes de otimizar a homeostase redox, previnindo a evolug¢do da
sindrome metabdlica e suas enfermidades decorrentes.

Neste contexto, o presente estudo se propos a avaliar, em individuos jovens e saudaveis,
as concentragdes plasmaticas de LDLox e suas possiveis associagdes com fatores de risco para o
desenvolvimento da sindrome metabolica, entre eles: parametros antropométricos, de composi¢ao

corporal, clinicos, bioquimicos e dietéticos.

2.2. Voluntarios e métodos
2.2.1. Voluntarios

O presente estudo avaliou 160 individuos jovens e sauddveis, com idade entre 18 e 35
anos (92 mulheres e 68 homens; idade: 23,2 + 3,5 anos [média + DP]; indice de massa corporal:
22,0 + 2.9 kg/m? [média + DPY)).

Para a triagem inicial dos voluntarios considerou-se como critérios de exclusdo a
evidéncia de qualquer doenca relacionada ao estresse oxidativo, inflamagao
cronica, desequilibrios hidricos, mudangas na composi¢ao corporal ou presenga de alteragdes na
absor¢do e/ou metabolismo de nutrientes. Outros critérios de exclusao se referiram ao uso de
medicamentos ou tratamento nutricional que afetasse o balanco energético, consumo alimentar,
perfil lipidico, concentragdes plasmaticas de insulina e metabolismo da glicose; o inicio do uso
regular de anticoncepcionais nos 2 meses anteriores a participagdo no presente estudo; adesdo a
praticas dietéticas para a perda de peso ou peso instavel nos ultimos 6 meses (perda ou ganho de
10% do peso corporal).

Em conformidade com os principios da declaragdo de Helsinki e apo6s explicagdo clara
sobre o protocolo do estudo, cada participante assinou o termo de consentimento livre e

esclarecido, permitindo sua participacdo voluntaria. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica



em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil (Of.

ref. N ©009/2006).

2.2.2. Parametros antropométricos e de composi¢ao corporal

A estatura foi aferida utilizando-se estadidmetro (Seca 206 model, Hamburg, Germany),
com extensdo maxima de 2 metros, subdividido em milimetros. Para a aferi¢do do peso corporal
utilizou-se balanga digital eletronica (Tanita TBF-300A model, Tokyo, Japan), com capacidade
maxima de 180 quilogramas e aproximacdo de 100 gramas. O indice de massa corporal foi
calculado pela razdo entre o peso corporal (quilogramas) e a estatura ao quadrado (metros).

A circunferéncia da cintura foi medida no ponto médio entre a ultima costela e a crista
iliaca e a do quadril na maior circunferéncia horizontal entre a cintura e os joelhos, sem contragao
gluteal (Salas-Salvado, Rubio et al. 2007). Ambas as circunferéncias foram aferidas utilizando-se
fita métrica flexivel e inelastica, subdividida em milimetros. Foi calculada a relacdo entre as
circunferéncias da cintura e quadril.

As pregas cutaneas tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca foram aferidas
utilizando-se adipometro (Lange caliper, Cambridge Scientific Industries Inc., Cambridge,
Maryland, USA) com aproximagdo de 1 milimetro, conforme técnica previamente padronizada
(Durnin and Womersley 1974). Procedeu-se ao célculo do percentual de gordura troncular pela
razao entre o somatorio das pregas cutaneas subescapular e suprailiaca e o somatério das 4 pregas
cutaneas (Warnberg, Nova et al. 2006).

O percentual de gordura corporal total foi obtido mediante analise da bioimpedancia
elétrica horizontal (Biodynamics 310 model, Washington, USA), a partir da qual também foram

estimados a massa de gordura e livre de gordura corporal em quilogramas.

2.2.3. Pressao arterial
Os niveis de pressdo arterial sistolica e diastdlica foram aferidos mediante
esfignomamodmetro mecanico de coluna de mercurio (BIC, Sao Paulo, Brasil), com aproximagao

de 2 mmHg, conforme técnica descrita anteriormente (Perloff, Grim et al. 1993).
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2.2.4. Analise de amostras bioldgicas

A coleta de sangue foi realizada por pungao venosa, apos jejum de 12 horas. As amostras
de plasma EDTA (ethylene-diaminetetra-acetic-acid), plasma heparina e soro foram separadas do
sangue toral mediante centrifugagdo a 2465 g a 5°C por 15 minutos (Eppendorf AG, 5804R
model, Hamburg, Germany). Os eritrocitos foram obtidos por centrifugagdo a 1811 g a 5°C por
10 minutos. As amostras foram imediatamente armazenadas a -80°C até o momento das analises.

As concentragdes séricas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
triacilglicerois, acido trico e ceruloplasmina (mg/dL), foram analizadas por ensaio colorimétrico
ou turbidimétrico, mediante analizador automatico (BS-200, Shenzhen Mindray Bio-medical
Electronics Co., Nanshan, China) utilizando-se kits de analise especificos (BS-200, Shenzhen
Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan, China).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada pela equagdo de Friedwald,
previamente estabelecida (Friedewald, Levy et al. 1972) e posteriormente validada (Tremblay,
Morrissette et al. 2004). Procedeu-se também ao calculo da razdo colesterol total/HDL-c,
conforme preconizado (Castelli 1988).

A concentragdo plasmatica de insulina (sensibilidade de 2 pU/mL) foi analizada por
ensaio imuno enzimatico, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se material e
reagentes providos por kit de analise especifico (Linco Research, St. Charles, USA): placa
recoberta com anticorpo de captura anti insulina humana (anticorpo monoclonal de coelho);
anticorpo de detecg¢do anti insulina humana (anticorpo monoclonal de coelho biotinilado) e
substrato TMB (3, 3", 5, 5"~ tetrametilbenzidina). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, o
ensaio foi realizado conforme protocolo descrito no kit de analise.

A resisténcia a insulina foi estimada pelo modelo de avaliagio da homeostase da
resisténcia a insulina (HOMA-IR), previamente estabelecido (Matthews, Hosker et al. 1985).

As concentragdes plasmaticas de LDL oxidada (LDLox; sensitivity < 6.56 U/L) foram
analisadas por ELISA, utilizando-se material e reagentes providos por kit de andlise especifico
(Mercodia, Uppsala, Suécia): placa recoberta com anticorpo de captura anti LDLox humana
(anticorpo monoclonal de camundongo, murino especifico, mAB-4E6); anticorpo monoclonal de
camundongo anti Apo B 100, conjugado a peroxidase, diluido a 1:10 e substrato TMB, contendo
peroxido de hidrogénio e cromo6foro. Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, com diluicao a

1:6561, o ensaio foi realizado conforme protocolo descrito no kit de analise.
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A capacidade antioxidante total (CAT) do plasma foi aferida por ensaio colorimétrico, por
meio de kit de andlise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, catalog no. 709001). O
ensaio foi baseado na habilidade de todos os antioxidantes presentes na amostra (plasma) em
inibir a oxidacdo do substrato oxidavel ABTS (2,2 - Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate])
a ABTS™ pela metimioglobina. A quantidade de substrato oxidado (ABTS™) foi monitorada por
leitura de absorbancia a 750 nm. O decaimento da absorbancia a 750 nm foi diretamente
proporcional a concentragdo de antioxidantes no plasma, expressa em mM de trolox equivalente,
antioxidante sintético, hidrossoluvel, analogo a vitamina E.

A atividade eritrocitaria da glutationa peroxidase (GPx) foi aferida por ensaio de cinética
enzimatica, mediante kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, catalog no.
703102). O ensaio se baseou na ocorréncia de duas reagdes acopladas. A primeira catalisada pela
GPx, referente a redugdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) a agua, as custas da conversdo da
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSH). A GSSH refere-se ao substrato para
da segunda reagdo, catalizada por outra enzima, a glutationa redutase, que recupera a GSH as
custas da oxidagio do NADPH a NADP'. A oxidacdo do NADPH foi acompanhada por
decaimento da absorbancia a 340 nm, diretamente proporcional a atividade eritrocitaria da GPx,
expressa em nmol/mL/minuto, referente a quantidade de GPx capaz de oxidar 1 nmol de NADPH
por mL de amostra por minuto.

Foram coletadas as amostras de unhas dos pés e das maos, mediante limpeza prévia com
agua e sabao e retirada de esmalte e, em seguida, armazenadas a temperatura ambiente, em sacos
de polipropileno. O preparo das amostras incluia seu tratamento acido sob aquecimento (acido
nitrico fervente), sob altas pressdes, em recipiente de teflon (digestor), usando um sistema de
digestdo de microondas (Ethos Plus, Millestone, Sorisole, Italy). Apos a digestdo acida, as
concentragdes de cobre, zinco e selénio foram analisadas por espectrofotometria de absorgao
atomica de chama (Perkin Elmer AAnalyst 800; Norwalk, CT, USA), conforme técnica
estabelecida anteriomente (Navarro-Blasco and Alvarez-Galindo 2004). Os valores de
concentracdo foram ajustados para o peso da amostra, e foram expressas em micrograma por
grama de unha (ug/g de unha) para o cobre e o zinco € em nanograma por grama de unha

(ng/grama de unha) para o selénio.
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2.2.5. Consumo alimentar e variaveis de estilo de vida

A ingestdo dietética diaria (calorias, carboidrato, proteina, lipidio, fibra, colesterol, acidos
graxos saturados, mono e poliinsaturados, vitaminas C e A, ferro, cobre e zinco) foi avaliada
mediante aplicagdo de registro alimentar de 72 horas, utilizando-se software especifico, DietPRO,
versdo 5.0, AS sistemas (DietPRO 2009). Os voluntarios eram orientados a registrar em
formulério proprio todos os alimentos e bebidas consumidos, bem como suas quantidades, ao
longo de um dia. Esse procedimento foi realizado por trés dias ndo consecutivos, inclundo um dia
de final de semana.

Varidveis de estilo de vida tais como: uso de suplementos vitaminicos, tabagismo
(fumantes ou nao-fumantes), nimero de cigarros por dia, pratica regular de atividade fisica (sim
ou ndo) e intensidade da atividade fisica também foram coletados. Para quantificar a intensidade
de atividade fisica, foi utilizado o indice metabolico equivalente (MET). Este indice representa a
razdo entre a quantidade de energia (kcal) despedida para a realizagdo de uma determinada
atividade fisica e a energia equivalente a situacdo de repouso. Convencionalmente, considera-se
que a situagao de repouso refere-se ao MET = 1. As pontuagdes dos METs foram fornecidas pelo
Compéndio de Atividades Fisicas (Amorim and Gomes 2003), um esquema de codifica¢do que
classifica as atividades fisicas de acordo com seu dispéndio energético em relagdo 4 situagdo de
repouso (Ainsworth, Haskell et al. 1993; Ainsworth, Haskell et al. 2000). Os METs, para cada
atividade especifica, foram calculados multiplicando o tempo gasto em cada atividade pela sua
pontuagdo de MET, procedendo-se ao somatodrio de todas as atividades realizadas ao longo de

uma semana, obtendo-se um valor médio, expresso em horas por dia.

2.2.6. Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuigao.
De acordo com a distribui¢do das variaveis, foi adotado o teste de Student-t, paramétrico, ou seu
equivalente ndo paramétrico, o teste de Mann-Whitney-U, para a comparagdo entre os grupos
categorizados pela mediada da distribuicdo da concentragdo plasmatica da LDLox. Para as
variaveis categéricas foi utilizado o teste de qui-quadrado-y”.

Foi utilizada a correlagdo de Spearman para rastrear a associacdo entre a concentracao
plasmatica de LDLox e as demais varidveis de interesse. Modelos de regressdo linear simples

foram utilizados para identificar os fatores preditivos da concentracdo plasmatica da LDLox
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(variavel dependente). Estes modelos foram previamente ajustados para as covaridveis sexo,
idade, tabagismo e atividade fisica, quando estes fatores mostraram efeito significativo.

A andlise de regressdo logistica foi realizada para verificar a associagdo entre os
componentes da sindrome metabdlica e os niveis circulantes da LDLox (varidvel independente),
considerando-se, como referéncia, o primeiro quartil da distribui¢do deste biomarcador para o
calculo da razao de chances (odds ratio).

Os resultados foram apresentados como média + DP. O intervalo de confianga de 95% foi
utilizado para descrever os valores do coeficiente de regressao linear (B) e o de regressao
logistica, odds ratio (OR). Foi considerado o nivel de significancia estatistica de 5 % de
probabilidade (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS

sistema versdo 8.0 para Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC 27513, E.U.A. (SAS 2001).

2.3. Resultados

Os parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos (média + DP) categorizados pelo
valor da mediana das concentragdes plasmaticas de LDLox (69,36 U/L) sao apresentados na
Tabela 1.1. Individuos com maiores niveis circulantes de LDLox demonstraram maiores valores
de indice de massa corporal, colesterol total, LDL-c, relagao colesterol total/fracio HDL-c, 4cido
urico e atividade da GPx e por outro lado, menor concentracdo de selénio nas unhas. As medidas
de adiposidade, como percentual de gordura troncular, massa de gordura corporal, pregas
cutaneas tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca, bem como seu somatoério ndo diferiram
entre os grupos referentes as concentragdes plasmaticas de LDLox (< 69,36 U/L versus > 69,36
U/L). Nenhum outro parametro antropométrico ou de composi¢do corporal, com excec¢do do
indice de massa corporal, diferiu em relacdo as concentragdes de LDLox. Da mesma forma,
nenhuma diferenca foi encontrada para os niveis de pressdo arterial, entre as categorias de
LDLox.

Na Tabela 1.2, apresentam-se as variaveis de estilo de vida e ingestdo dietética diaria,
também categorizadas pelo valor mediano da concentragdo plasmatica da LDLox (69,36 U/L para
as variaveis de estilo de vida e 68,56 U/L para a ingestao dietética diaria). Nao houve diferenca
para nenhuma dessas varidveis, em rela¢do as categorias de LDLox.

Para um melhor entendimento das associagdes existentes entre os niveis circulantes de

LDLox e as variaveis de interesse, procedeu-se ao do teste de correlagdo de Spearman. No
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tocante aos parametros antropométricos € de composi¢ao corporal, somente o percentual de
gordura troncular se correlacionou a concentragdo plasmatica da LDLox (r = 0,16; P = 0,043).
Considerando a ingestdo dietética diaria, com exceg¢do do colesterol (r = 0,17; P = 0,045),
nenhuma outra varidvel mostrou-se correlacionada a LDLox. Em relacdo aos parametros
bioquimicos e componentes do sistema de defesa antioxidante, as seguintes correlagcdes foram
encontradas: colesterol total (r = 0,23; P = 0,003), LDL-c (r = 0,22; P = 0,004), triacilglicerois (r
=0,13; P =0,013), relagdo colesterol total/fragdo HDL-c (r = 0,41; p < 0,001), concentragdao de
selénio (r =-0,19; P =0,026) e cobre nas unhas (r =-0,17; P = 0,046) e por fim, atividade da GPx
(r=10,29; P =0,003). Os niveis de pressdo arterial sistolica também se correlacionaram aos niveis
circulantes de LDLox (r = 0,17; P = 0,027). Nenhuma correlagdo foi encontrada entre as
concentracdes de LDLox e as varidveis de estilo de vida, como, nimeros de cigarros/dia ou gasto
calérico da atividade fisica relacionado ao gasto energético de repouso (MET) (dados nao
apresentados em tabela).

Na Tabela 1.3, mediante analise de regressdo simples, apds o ajuste para os possiveis
fatores de confundimento, como, sexo, idade e tabagismo, observou-se que a pressdo arterial
sistolica, colesterol total, LDL-c, triacilglicerol, relagcdo colesterol total/ HDL-c, acido urico e
atividade de GPx tiveram efeito preditivo positivo sobre os niveis circulantes de LDLox. Por
outro lado, a concentragdo de selénio nas unhas teve efeito preditivo negativo sobre as
concentracdes de LDLox, sendo que o acréscimo de 1 unidade na concentracdo de selénio (1
ng/grama de unha), esteve associado a redugdo de 0,06 U/L nos niveis circulantes de LDLox. A
concentracdo de cobre nas unhas teve efeito similar, no entanto ndo mostrou significancia
estatistica.

Os individuos que se posicionaram no maior quartil (> 91,81 U/L) da distribuicdo dos
niveis circulantes da LDLox, quando comparados aqueles no menor quartil (<52,62 U/L),
demonstraram aumento de 240% (OR = 3,40; IC 95% = 1,15 a 9,96; P = 0,03) nas chances de

apresentar concentragdes séricas aumentadas de triacilglicerdis (Tabela 1.4).
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Tabela 1.1: Parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos (média + DP) categorizados pelo valor
da mediana (69,36 U/L) da concentragdo plasmatica da LDLox

LDLox LDLox P
<69,36 U/L > 69,36 U/L
(n=80) (n=80)
Idade (anos) 23,1 + 3,6 234 = 34 0,145
Peso Corporal (kg) 620 + 122 63,0 + 10,5 0,167
“IMC (kg/m?) 21,6 + 2.8 224 + 30 0,046
Circunferéncia da Cintura (cm)1 78,0 + 8,7 78,3 = 8,7 0,863
Circunferéncia do Quadril (cm)l 95,1 = 7,1 95,8 + 64 0,493
Relacdo Cintura/Quadril 0,8 = 0,1 08 £+ 0,1 0,469
PC Tricipital (mm)' 182 + 6,8 18,1 + 7.1 0,967
PC Bicipital (mm) 74 £ 4,1 7,1 + 3,7 0,331
PC Suprailiac (mm) 17,5 + 8,3 19,0 + 99 0,231
PC Subscapular (mm) 172 + 6,8 184 + 82 0,254
Soma das 4 PC (mm) 42,6 + 16,8 45,0 = 204 0,369
Gordura Troncular (%)1 574 = 7,1 59,3 + 6,1 0,069
Gordura Total (%)’ 23,8 £ 6,1 234 £+ 70 0,735
Massa de Gordura (kg) 150 += 52 147 + 54 0,303
Massa Livre de Gordura (kg) 47,1 + 11,1 483 + 9.1 0,154
Pressdo Arterial Sistolica (mmHg) 109 += 0,9 11,0 = 09 0,239
Pressdo Arterial Diastolica (mmHg) 74 + 0,7 73 = 0,7 0,257
Glicose (mg/dL) 90,8 + 17,0 903 + 6,3 0,394
Insulina (uWU/mL)" 10,3 = 5,0 10,2 £+ 6,0 0,302
HOMA-IR? 23 = 12 23 + 13 0,245
" Colesterol Total (mg/dL)" 1534 + 27,8 166,5 + 33,5 0,007
HDL-c (mg/dL)" 473 + 124 457 + 104 0,342
*"LDL-c (mg/dL) 91,0 + 26,6 1002 + 264 0,009
Triacilglicerois (mg/dL) 96,1 + 49,1 1032 + 38,5 0,059
*"Relacio Colesterol Total/HDL-c 33 £ 06 38 £ 09 <0,001
$*Acido Urico (mg/dL)' 34 + 1,1 37 = 1,1 0,049
Ceruloplasmina (mg/dL) 364 =+ 74 38,1 £ 9.2 0,174
*Selénio (ng/g de unha)'* 3962 + 88,0 3655 + 76,7 0,033
Zinco (ug/g de unha)* 124,5 + 57,7 132,3 + 68,7 0,212
Cobre (ug/g de unha)* 74 £ 55 7,1 £ 7.1 0,247
" Atividade da GPx (nmol/[mL/min])® 487,9 + 231,3 659, + 2992 0,002
CAT (mM)* 1,7 £ 08 1,6 £ 1,0 0,145

DP, desvio padrdo; LDLox, lipoproteina de baixa densidade oxidada; IMC, indice de massa corporal; PC, prega
cutdnea; HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta
densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; GPx, glutationa peroxidase; CAT, capacidade antioxidante

total do plasma

1 . . ., . . . R . ., . .
teste Student t foi realizado para as variaveis com distribui¢do normal, as demais variaveis foram analisadas pelo

teste Mann-Whitney U

*n=79 para LDLox < 69,36 U/L; n=77 para LDLox > 69,36 U/L

n=73 para LDLox < 69,36 U/L

o a o o

n=69 para LDLox < 69,36 U/L; n=66 para LDLox > 69,36 U/L
n=44 para LDLox < 69,36 U/L; n=56 para LDLox > 69,36 U/L
n=76 para LDLox < 69,36 U/L; n=79 para LDLox > 69,36 U/L
*" diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

s diferenga significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)
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Tabela 1.2: Variaveis de estilo de vida e ingestao dietética diaria (média £ DP) categorizadas pelo valor
da mediana (69,36 U/L para variaveis de estilo de vida e 68,56 U/L para ingestdo dietética diaria) da

concentracdo plasmatica da LDLox

LDLox LDLox P
<69,36 U/L > 69,36 U/L

(n=80) (n=80)
Variaveis de Estilo de Vida
Uso de suplementagio de vitaminas (%)’ 6,2 6,2 0,721
Tabagismo (%)"* 9,6 13,4 0,105
Pratica regular de atividade fisica (%)"* 72,6 70,1 0,116
Cigarros/dia” 1,3 £ 49 1,6 £ 49 0,318
MET (h/dia)” 296 + 17,5 31,7 £ 11,0 0,162

LDLox LDLox P

<68,56 U/L > 68,56 U/L

(n=69) (n=68)
Ingestéo Dietética Diaria
Calorias (kcal)2 27249 + 791,1 26943 + 7027 0,811
Carboidrato (g) 3557 + 113,0 350,6 + 100,9 0,412
Proteina (g)° 1042 + 40,0 100,8 + 27,9 0,561
Lipidio (g) 989 =+ 323 942 + 28,1 0,163
Fibra (g) 27,8 £ 16,2 250 + 14,1 0,175
Colesterol (g)2 2122 £+ 96,8 2323 + 97,2 0,228
Acidos graxos saturados (g) 232 + 9.1 21,7 £ 99 0,110
Acidos graxos monoinsaturados (g) 16,9 + 8,1 16,5 += 10,1 0,202
Acidos graxos poliinsaturados (g) 148 + 8,0 13,7 £ 9,0 0,180
Vitamina A (mg) 872,9 =+ 5023 965,5 + 560,3 0,180
Vitamina C (mg) 1264 + 113,1 1174 + 704 0,484
Ferro (mg) 19,3 + 27,6 16,4 + 12,8 0,353
Cobre (mg) 1,3 £ 07 1,3 £ 14 0,249
Zinco (mg) 8,7 =+ 3,6 8,1 + 3,6 0,181

DP, desvio padrao; LDLox, lipoproteina de baixa densidade oxidada; MET, indice metabdlico equivalente
"teste qui-quadrado x° test para variaveis categoricas
? teste Student t foi realizado para as variaveis com distribuigio normal, as demais variaveis foram analisadas pelo

teste Mann-Whitney U

*n=73 para LDLox < 69,36 U/L; n=67 para LDLox > 69,36 U/L

17



Tabela 1.3: Preditores da concentragdo plasmatica da LDLox (U/L): regressdo linear simples (n=160)"

coeficiente B (IC 95%) P r

Preditores da LDLox

IMC (kg/m?) 1,206 (-0,347 a 2,760) 0,127 0,008
Gordura Troncular (%) 0,489 (-0,193 to 1,172) 0,158 0,006
Pressdo Arterial Sistélica (mmHg) 4,749 (-0,127 a 9,626) 0,056 0,016
*"Colesterol Total (mg/dL) 0,228 (0,086 a 0,370) 0,001 0,054
“LDL-c (mg/dL) 0,216 (0,048 a 0,384) 0,012 0,033
Triacilglicerois (mg/dL) 0,082 (-0,021 a 0,185) 0,118 0,009
$"Relacio Colesterol Total/HDL-c' 15,787 (10,776 a 20,798) <0,001 0,198
**Acido Urico (mg/dL) 4,465 (0,342 a 8,588) 0,034 0,022
*Selénio (ng/g de unha)’ -0,063 (-0,119 a -0,007) 0,025 0,029
Cobre (ng/g de unha)® -0,573 (-1,322 a 0,176) 0,132 0,009
" Atividade da GPx (nmol/[mL/min])* 0,029 (0,008 a 0,050) 0,007 0,062
Colesterol (g/dia)* 0,047 (-0,001 a 0,095) 0,055 0,019

LDLox, lipoproteina de baixa densidade oxidada; IMC, indice de massa corporal; LDL-c, lipoproteina de baixa
densidade; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; GPx, glutationa peroxidase; IC, intervalo de confianga

% ajuste prévio para sexo, idade, tabagismo e atividade fisica

'n=153, n=135, *n=100, *n=137

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

*** diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)

Tabela 1.4: Analise de Regressdo Logistica: razdo de chances (OR) e IC 95% para os componentes da

sindrome metabolica de acordo com a concentragdo plasmatica da LDLox (n=160)

Quartis da distribuicio da LDLox (U/L)'

Q2 Q3 Q4
(52,62 a 69,36) (69,36 2 91,81) (>91,81)
Componentes da
sindrome metabdlica OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)
Obesidade Abdominal 1,00 (0,37 a 2,66) 0,87 (0,32 a 2,38) 1,00 (0,37 a 2,66)

“Hipertrigliciridemia
HDL-c Reduzido®
Hipertensao Arterial
Hiperglicemia

2,14 (0,70 a 6,53)
0,44 (0,15 a 1,25)
1,78 (0,61 a 5.21)
1,28 (0,48 a 3,44)

1,41 (0,44 a 4,53)
0,73 (0,24 a 2,20)
1,17 (0,38 a 3.,62)
1,00 (0,36 a 2,75)

3,40 (1,15 a 9,96)
0,73 (0,24 a 2,20)
1,78 (0,61 a 5.21)
1,00 (0,36 a 2,75)

IC, intervalo de confianga;
lipoproteina de alta densidade;

OR, odds ratio; LDLox, lipoproteina de baixa densidade oxidada; HDL-c,

Componentes da sindrome metabolica: obesidade abdominal (> percentil 75 da distribui¢ao da circunferéncia da
cintura, 83 cm); hipertrigliciridemia (> percentil 75 da distribuicdo da concentra¢do sérica de triacilglicerdis,
117,5 mg/dL); HDL-c reduzido (< percentil 75 da distribui¢do da concentragdo sérica da HDL-c, 53 mg/dL);
hipertensdo arterial (> percentil 75 da distribui¢do dos niveis de pressdo arterial sistolica e diastdlica, 12/8
mmHg); hiperglicemia (> percentil 75 da distribuicdo da concentragdo sérica da glicose, 95 mg/dL)

primeiro quartil da distribui¢do da LDLox (Q1 < 52,62), referéncia para o calculo da OR

*n=153

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05), OR: Q4 versus Q1
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2.4. Discusséo

As modificagdes na LDL-c nativa t€ém despertado grande interesse devido ao seu papel
etioldgico no processo aterogénico. A oxidacdo ¢ um dos processos de modificacdo mais
estudados. Apesar da LDL-c ndo constar entre os critérios diagndsticos da sindrome metabolica,
o aumento nas concentragdes circulantes de particulas pequenas e densas desta lipoproteina
(LDLpd), subfracao mais suscetivel a oxidacdo, ¢ uma das principais alteragdes lipidicas que
acompanham o estado de resisténcia a insulina e por conseguinte a sindrome metabdlica (Reaven,
Chen et al. 1993; Lamarche 1998; St-Pierre, Ruel et al. 2001; Knopp and Paramsothy 2006;
Holvoet, Lee et al. 2008).

A LDL-c ¢ o substrato para a reagdo de oxidagdo, mediada pela substituicao do residuo 60
de lisina da apolipoproteina B100, que resulta na geracdo da LDLox (Holvoet, Vanhaecke et al.
1998; Holvoet, Mertens et al. 2001; Holvoet 2006). Tal pressuposto esta refletido na associagdo
entre LDL-c e LDLox encontrada no presente estudo, bem como no fato da LDL-c predizer o
aumento nos niveis circulantes de LDL oxidada. Estes achados encontram respaldo nos dados da
literatura (Sjogren, Basu et al. 2005; Holvoet, Lee et al. 2008).

A presenga da LDLox como agente pro-aterogénico ¢ evidenciada desde a primeira fase
da lesdo aterogénica (formacao das estrias gordurosas) até a ruptura dessas lesdes na parede
vascular. A LDLox atua no endotélio induzindo a expressdao génica do fator estimulador de
colonia de macréfagos e da proteina quimiotatica de monocitos 1 (MCP-1), estimulando a
replicagdo de macrofagos no espaco subendotelial e recrutando mais células inflamatérias para a
lesdo em formacao (Ross 1999). Os macrdofagos via receptores scavengers, captam LDLox e se
transformam em células espumosas que migram para junto das células endoteliais formando as
estrias gordurosas (Van Berkel, De Rijke et al. 1991; Ross 1999). Ao captarem LDLox, os
macréfagos também estimulam a proliferagdo de linfocitos T helper, que por meio da produgdo
de citocinas especificas implementam o processo inflamatorio cronico, caracteristico da
aterosclerose (Horkko, Binder et al. 2000).

Concentragdes elevadas de LDLox estdo associadas a fatores de risco cardiovascular que
sdo comuns a sindrome metabolica (Isomaa, Almgren et al. 2001; Sigurdardottir, Fagerberg et al.
2002; Holvoet, Kritchevsky et al. 2004; Lapointe, Couillard et al. 2007; Holvoet, Lee et al. 2008).

Dados epidemioldgicos corroboram tal associagdo, mostrando que a sindrome se associa com a
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morbimortalidade por eventos cardiovasculares (Isomaa, Almgren et al. 2001; Reindel, Zander et
al. 2004; Obunai, Jani et al. 2007).

A obesidade, particularmente o acimulo de adiposidade visceral, medida indiretamente
pela circunferéncia de cintura, vem sendo apontada como fator desencadeante de alteragdes
metabolicas (Sowers 2003; Despres and Lemieux 2006). No presente estudo, ndo foi observada
nenhuma associagdo significativa em relacdo a circunferéncia da cintura. No entanto, o
percentual de gordura troncular, que segundo Warnberg, Nova et al. (2006) também constitui em
indicador da distribui¢do centralizada da gordura corporal, se correlacionou positivamente a
dosagem plasmatica de LDLox, apesar de ndo ter sido capaz de predizer o aumento nos seus
niveis circulantes. Em estudo realizado com mulheres pos-menopdusicas, também nao foi
encontrada associacdo entre as concentragdes plasmaticas de LDLox e a circunferéncia da cintura
(Lapointe, Couillard et al. 2007). Estes autores sugeriram que tal associa¢do nao ¢ direta, e sim
mediada por alteracdes metabolicas decorrentes do actimulo de gordura visceral, como a
hipertrigliceridemia, o baixo nivel circulante de HDL-c e a resisténcia a insulina, que por sua vez,
estiveram associados ao aumento da concentrag¢do plasmatica de LDLox. Verreth, De Keyzer et
al. (2004) acrescentam que a associacdo entre as concentracdes plasmaticas de LDLox e a
circunferéncia da cintura estd mediada pelo estresse oxidativo, uma vez que o incremento do
tecido adiposo visceral determinou a diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase) e o aumento de catalizadores (arachidonate-5-lipoxygenase) da oxidagao
da LDL-c. Weinbrenner, Schroder et al. (2006) ainda destacaram que a circunferéncia da cintura,
independente do IMC, esteve associada ao aumento das concentragdes de LDLox. Individuos
com circunferéncia da cintura elevada (102 cm para homens e 88 para mulheres) mostraram um
aumento de 110% nas chances (Odds Ratio: OR = 2,1; IC 95% = 1,2 a 3,6; P = 0,004) de
apresentar niveis circulantes de LDLox também elevados (> 97,4 U/L) (Holvoet, Lee et al. 2008).

No presente estudo, a auséncia de associagdes entre as concentragdes de LDLox e outras
medidas de adiposidade, como as pregas cutaneas, o percentual de gordura corporal e a massa de
gordura corporal, possivelmente, se deve a predominancia de individuos eutroficos (IMC < 25,0
kg/m?*; 85%), de acordo com os pontos de corte preconizados pela Organizagio Mundial de
Saade (WHO 1998). No entanto, mesmo diante da pequena participagdo de individuos com
sobrepeso ou obesidade (IMC > 25,0 kg/m*; 15%), ja pode ser observado que individuos cujos

valores de LDLox estavam acima da mediana, demonstraram também maiores valores de IMC. A
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associacdo positiva entre o IMC e a concentragdo plasmatica de LDLox, encontra respaldo na
literatura cientifica. O IMC esteve positivamente correlacionado (r = 0,20; p < 0,001) com os
niveis plasmaticos de LDLox (Sigurdardottir, Fagerberg et al. 2002). Weinbrenner, Schroder et
al. (2006) encontraram que individuos com sobrepeso ¢ obesidade (IMC > 25 kg/m?)
apresentaram aumento de 130% nas chances (OR = 2,30) de apresentar concentracdes de LDLox
aumentadas (> 74,0 U/L para homens e 69,4 U/L para mulheres), ao passo que em individuos de
peso normal (IMC < 25 kg/m®) tal aumento de chances foi de apenas 67% (OR = 1,67). Da
mesma forma, Holvoet, Lee et al. (2008) relataram associagdo positiva entre o marcador em
questdo e o IMC. Cabe ressaltar que, estudos que utilizaram a dosagem plasmatica de LDLox
como marcador de estresse oxidativo associado a obesidade, demonstraram redugdo nos seus
niveis circulantes ap6s a redugdo de peso, seja por tratamento cirtrgico (cirurgia baritrica)
(Uzun, Zengin et al. 2004) ou dietético (dieta hipocaldrica por 12 semanas) (Porreca, Di Febbo et
al. 2004).

Outros fatores, além do hemodindmico, contribuem para a progressdo da aterosclerose
associada a hipertensdo arterial (Hansson 1999). Particulas de LDL-c isoladas de pacientes
hipertensos exibiram, in vitro, maior suscetibilidade a oxidagdo. O aumento das concentragdes
plasmaticas de anticorpos anti LDLox observado nestes pacientes, sugere que tal situagdo ¢
também refletida in vivo (Maggi, Marchesi et al. 1993). Quinones-Galvan, Pucciarelli et al.
(2001), em ensaio clinico duplo cego e randomizado, confirmaram a maior suscetibilidade da
LDL-c a oxidagdo, em pacientes hipertensos (151+3/99+1 mmHg). Tal suscetibilidade se deve,
em parte, ao estimulo mecanico que a hipertensdo exerce sobre as células musculares lisas da
parede vascular, culminando na ativagdo da via de produgdo de radical anion superoxido (Inoue,
Kawashima et al. 1998). A associag@o positiva entre os niveis de pressdo arterial sistolica e a
concentracdo plasmatica de LDLox, encontrada no presente estudo, (r = 0,17; P = 0,027) foi
corroborada por Holvoet, Lee et al. (2008). Os mesmos autores ainda encontraram que, apos o
ajuste por covaridveis como a idade, o sexo, o tabagismo e a atividade fisica, os niveis de pressao
arterial ndo mais se associaram as concentragdes plasmaticas de LDLox (OR = 0,9; IC 95% = 0,2
a 1,6), tal como ocorreu no presente estudo, mediante analise de regressdo simples. Por outro
lado, Sigurdardottir, Fagerberg et al. (2002) e Lapointe, Couillard et al. (2007) ndo encontraram
correlacdo significativa entre os niveis de pressdo arterial e as concentragdes de LDLox, em

homens saudéaveis com idade de 58 anos e mulheres p6s-menopausicas, respectivamente.
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A cadeia transportadora de elétrons ¢ uma das principais vias metabdlicas de geragao
intracelular de radicais livres, especialmente o anion superoxido (Mueller, Laude et al. 2005). O
aumento na geragao mitocondrial de superoxido ¢ um provavel fator desencadeante da resisténcia
a insulina, mediada por alteragdes na sua cascata de sinalizagdo, via efeito inibitorio sobre as
PTP’s (protein-tyrosine phosphatase). Tal processo altera a sintese e a mobilizagdo do
transportador de glicose (GLUT-4) para a superficie da membrana celular, culminando nos
estados de hiperinsulinemia e hiperglicemia (Helmersson, Vessby et al. 2004; Chiarugi 2005;
Randriamboavonjy and Fleming 2009). A disfuncdo das células B pancreaticas, também
decorrente do aumento dos radicais anions superoxido, contribui para o processo em questdo
(Helmersson, Vessby et al. 2004). Segundo Sjogren, Basu et al. (2005) a associagdo entre os
niveis aumentados de biomarcadores do estresse oxidativo e a resisténcia a insulina,
possivelmente, ¢ dependente da instalagdo cronica do estresse oxidativo, ou ainda de alteragdes
nas respostas inflamatorias. Tal pressuposto ¢ corroborado por (Helmersson, Vessby et al. (2004),
uma vez que evidenciaram aumento nos niveis plasmaticos de 8-iso-PGF,,, marcador do dano
oxidativo a lipidios, somente em individuos com diabetes diagnosticado ha mais de 7 anos. No
presente estudo, o fato dos individuos participantes serem jovens e saudaveis, possivelmente,
justifica a auséncia de associagdes entre os niveis circulantes de LDLox e as concentragdes
séricas de insulina e glicose.

As associacdes entre resisténcia a insulina e oxidacao da fragdo LDL-c ainda permanecem
controversas. Alguns autores demonstraram que tanto a hiperglicemia, componente da sindrome
metabdlica, quanto a hiperinsulinemia estiveram associadas ao aumento dos niveis circulantes de
LDLox (Holvoet, Kritchevsky et al. 2004; Lapointe, Couillard et al. 2007; Holvoet, Lee et al.
2008). Outros autores ndo encontraram correlacdo significativa entre os niveis circulantes de
LDLox e os de glicose (Sigurdardottir, Fagerberg et al. 2002; Sjogren, Basu et al. 2005) ou de
insulina (Sjogren, Basu et al. 2005).

O perfil lipidico da sindrome metabolica ¢ caracterizado por hipertrigliceridemia e
diminuicao da fragdo HDL-c (NCEP-ATPIIIL. 2001), além do aumento nos niveis plasmaticos de
particulas pequenas e densas da LDL-c (LDLpd), subfracdo mais suscetivel a oxidacao (Reaven,
Chen et al. 1993; Lamarche 1998; St-Pierre, Ruel et al. 2001; Knopp and Paramsothy 2006;
Holvoet, Lee et al. 2008). Os resultados do presente estudo estdo em concordancia com os da

literatura que demonstraram associagdo positiva entre os niveis plasmaticos de LDLox e as
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concentracdes séricas de colesterol total (Lapointe, Couillard et al. 2007), LDL-c (Sigurdardottir,
Fagerberg et al. 2002; Sjogren, Basu et al. 2005; Lapointe, Couillard et al. 2007; Holvoet, Lee et
al. 2008) e triacilglicerois (Sigurdardottir, Fagerberg et al. 2002; Holvoet, Kritchevsky et al.
2004; Sjogren, Basu et al. 2005; Lapointe, Couillard et al. 2007; Holvoet, Lee et al. 2008).
Lapointe, Couillard et al. (2007) ainda ressaltaram a concentracao de triacilglicerois como fator
preditivo (r*= 0,06; P < 0,001) dos niveis circulantes de LDLox em mulheres posmenopausadas.
No presente estudo, os maiores niveis de triacilglicerdis (> percentil 75) foi a Unica alteracao
relacionada a sindrome metabdlica que se associou aos niveis circulantes da LDLox, cabendo
destacar que o acréscimo de 15 U/L nas concentragdes plasmaticas de LDLox associou-se ao
aumento de 21,8% na chance de apresentar triacilglicer6is aumentado (> 117,5 mg/dL) (OR =
1,218; IC 95% =01,016 a 1,467; P = 0,03; dado ndo apresentado em tabela). Da mesma forma, os
individuos que se posicionaram no maior quartil da distribuicdo dos niveis circulantes da LDLox,
quando comparados aqueles no menor quartil, mostraram aumento de 240% (OR = 3,40; IC 95%
= 1,15 a 9,96; P = 0,03) nas chances de apresentar concentragdes séricas aumentadas de
triacilglicerois. Tais resultados encontram respaldo no fato da hipertrigliceridemia ser um potente
estimulador da produgao de particulas de LDLpd (Young, McFarlane et al. 2003).

A associacao positiva encontrada entre LDL-c e LDLox se evidencia no sentido da LDL-c
ser o substrato da reacdo de oxidacdo da qual resulta a LDLox (Holvoet, Vanhaecke et al. 1998;
Holvoet, Mertens et al. 2001; Holvoet 2006). Cabe ressaltar que no presente estudo, os niveis
séricos de LDL-c, bem como os de colesterol total e relagdo colesterol total/HDL-c, se
constituiram em preditores positivos da concentracao plasmatica de LDLox. O aumento em 1
mg/dL nas concentragdes séricas de colesterol total, LDL-c e 1 unidade na relagdo colesterol
total HDL-c, foram capazes de se associar ao aumento de, respectivamente, 0,22 U/L; 0,21 U/L e
15,78 U/L nos niveis circulantes de LDLox (Tabela 1.3). Castelli (1988), com base nos dados do
Framingham Heart Study, apontou tal indice (colesterol total/ HDL-c) como fator potencialmente
associado ao desenvolvimento de doencas coronarianas arteriais, entre elas a aterosclerose. O
efeito dos lipidios séricos em determinar o aumento dos niveis circulantes de LDLox, ¢ de grande
relevancia, uma vez que o presente estudo foi conduzido com individuos, predominantemente,
normolipidémicos (colesterol total < 200 mg/dL; 92,5% e LDL-c < 160 mg/dL; 97,5%). Foram
considerados os pontos de corte da IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemia e Prevencao de

Aterosclerose (SBC 2007).
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Estudos epidemiologicos apontam o efeito preditivo da hiperuricemia sobre o risco de
ocorréncia de eventos cardiovasculares (Culleton, Larson et al. 1999; Fang and Alderman 2000).
No entanto, esses estudos divergem em relagdo a natureza independente de tal efeito. (Niskanen,
Laaksonen et al. (2004) ressaltam que diante da influéncia sofrida por diversos fatores, seria
complicado conceber como independente, o efeito que os niveis de acido Urico exercem sobre o
risco cardiovascular. Entre esses fatores desatacam-se além dos componentes da sindrome
metabolica, outros fatores associados ao processo aterogénico, como estresse oxidativo, estado
inflamatorio e disfuncdo endotelial (Hayden and Tyagi 2004). Considerando que o 4cido urico €
um potente antioxidante endégeno (Hayden and Tyagi 2004) e que o processo aterosclerotico esta
intimamente associado a instalagdo do estresse oxidativo (Katakami, Sakamoto et al. 2009), ¢
paradoxal o efeito da hiperuricemia como preditor do risco cardiovascular. Neste contexto,
Niskanen, Laaksonen et al. (2004) suscitaram a hipotese de que o aumento nos niveis de acido
urico, diante de condi¢des oxidantes, pode se constituir em mecanismo adaptativo. Hayden and
Tyagi (2004) defendem que em condi¢des pro-oxidantes, paradoxalmente, o 4cido urico afasta-se
de sua original capacidade antioxidante e converte-se em oxidante, o que possivelmente,
desencadeia a expressdo de outros compostos, potencialmente antioxidantes, no sentido de
restaurar o equilibrio redox. Cicoira, Zanolla et al. (2002) acrescentam que a sintese de acido
urico catalisada pela xantina-oxidase gera radicais anion superdxido, hidroxila e peroxido de
hidrogénio. Tais pressupostos justificam as maiores concentragdes séricas de acido urico
associadas aos maiores niveis circulantes de LDLox (individuos cujos valores de LDLox estavam
acima da mediana mostraram maiores valores de acido urico), bem como o efeito preditor
positivo do acido urico sobre os niveis de LDLox, sendo que o acréscimo de 1 mg/dL nos niveis
séricos de acido urico associou-se ao aumento da concentragdo plasmatica de LDLox em 4,4 U/L
(Tabela 1.3). Vekic, Jelic-Ivanovic et al (2009) corroboram esses achados, uma vez que,
apontaram os niveis elevados de acido urico (> 318umol/L) como fator preditivo positivo da
ocorréncia de particulas pequenas e densas da LDL-c (LDLpd), mais suscestiveis a oxidacao.

Considerando que a GPx ¢ um importante componente enzimatico, integrante do sistema
de defesa antioxidante (Halliwell and Whiteman 2004; Vincent, Innes et al. 2007), ¢ ainda
possivel inferir que a maior atividade da GPx, associada aos maiores niveis de LDLox, pode
também constituir-se em um mecanismo adaptativo, como foi apontado para o acido urico. O

efeito preditivo positivo da atividade da glutationa peroxidase sobre os niveis circulantes de
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LDLox, foi corroborado por Shen, Zhao et al. (2003) que ressaltam aumento da atividade dessa
enzima em células endoteliais tratadas com LDLox, sugerindo que tal aumento consiste em
mecanismo protetor contra a geracdo aumentada de espécies reativas de oxigénio induzida pela
LDLox. A acgdo indutora da LDLox sobre a geracdo de espécies reativas de oxigénio foi
confirmada por Chowdhury, Sangle et al. (2009) com base no estudo da atividade da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial.

A dosagem de minerais antioxidantes (cobre, selénio e zinco) na unha ¢ capaz de refletir
sua ingestdo dietética habitual (6 a 12 meses precedentes) (Hunter, Morris et al. 1990). Essas
dosagens se constituem em fatores protetores do risco cardiovascular. Sukumar and Subramanian
(2007) encontraram que as concentragdes de cobre e zinco nas unhas de individuos do grupo
controle superaram as daqueles que manifestaram eventos cardiovasculares. Puchau, Zulet et al.
(2009) ainda apontaram que a dosagem de cobre na unha correlacionou-se negativamente aos
niveis plasmaticos de homocisteina (r = -0,165; P = 0,049), outro marcador do risco
cardiovascular. No presente estudo evidenciou-se, pela primeira vez, que a dosagem de selénio na
unha teve efeito preditor negativo sobre as concentragdes de LDLox, sendo que o aumento de 1
ng/g de unha foi capaz de se associar a diminui¢do de 0,06 U/L de LDLox (Tabela 1.3).
Anteriormente, Puchau, Zulet et al. (2009) corroboraram que em adultos jovens, as dosagens de
selénio e zinco nas unhas estiveram negativamente associadas aos niveis séricos de asymmetric
dimethylarginine (ADMA), marcador do estresse oxidativo.

Exceto pela correlacdo encontrada entre ingestdo didria de colesterol e concentracdo
plasmatica de LDLox, nenhum outro pardmetro dietético se associou aos niveis circulantes deste
marcador. Estes resultados encontram respaldo no estudo de Sjogren, Basu et al. (2005) que
apontou a inexisténcia de correlagdes entre fatores dietéticos e concentragdo plasmatica de
LDLox. Lapointe, Couillard et al. (2006) revisaram o efeito da ingestdo dietética sobre a
oxidagdo das particulas de LDL-c, concluindo que o papel dos nutrientes e alimentos isolados
ainda ¢ controvertido, no entanto, aponta o padrao dietético mediterraneo, ao qual ¢ inerente a
interagdo entre distintos nutrientes ¢ alimentos antioxidantes, como fator associado a diminui¢ao
da suscetibilidade a oxidagdo da fragdo LDL-c. Barbosa, Bressan et al. (2008) ressaltam que os
estudos concernentes a avaliagdo dos efeitos dos fatores dietéticos sobre o biomarcadores do
estresse oxidativo apresentam importante heterogeneidade metodoldgica relacionada as

caracteristicas dos individuos estudados (sexo, idade, IMC, estado de saude, tabagismo entre
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outros) e a variabilidade da intervencao realizada (dose e tempo de suplementagdo, contetido de
antioxidantes, caracteristicas do habito alimentar e tempo das intervengdes dietéticas), sendo tais
fatores determinantes de resultados ainda controvertidos.

Diante do exposto, a gordura troncular apesar de nao ter sido capaz de predizer aumento
nos niveis circulantes da LDLox em individuos jovens, sauddveis e predominantemente
eutroficos, esteve aumentada entre aqueles cujos niveis de LDLox estavam acima da mediana.
Cabe ainda ressaltar que, mesmo se tratando de individuos normolipidémicos, o aumento nos
niveis séricos de colesterol total e LDL-c, bem como a relagdo colesterol total/HDL-c ja foi capaz
de determinar o aumento nos niveis circulantes de LDLox. O papel da hiperuricemia como fator
de risco aterogénico merece destaque e pode ser apontado como indicador precoce de tal
processo. No presente estudo, mesmo considerando que os individuos apresentaram niveis
normais de acido urico (< 7 mg/dL), este componente ja se mostrou capaz de predizer o aumento
nas concentragdes de LDLox (importante marcador de risco do processo aterosclerdtico). Diante
da associagdo positiva entre os niveis de LDLox e atividade enzimatica da glutationa peroxidase,
sugere-se a possivel ocorréncia de um mecanismo regulatorio, no qual diante de condic¢des
oxidantes (maiores niveis de LDLox), hd um aumento da atividade antioxidante da referida
enzima. Acredita-se que esse aumento ocorre no sentido de restabelecer o balango redox e que tal
mecanismo regulatério ocorra, sobretudo, em individuos sauddveis, uma vez que antes da
instalagdo de um processo patologico, o organismo ainda é capaz de restaurar o equilibrio
homeostatico. A concentragdo de selénio na unha foi pela primeira vez, apontado como preditor
negativo das concentragdes plasmaticas de LDLox. Este resultado ¢ interessante, uma vez que a
avaliacdo da ingestdo dietética de selénio € bastante enviesada, devido a escassez de informagdes
nas tabelas de composi¢ao de alimentos ¢ pelo fato das suas concentragdes no alimento serem
potencialmente influenciadas pela quantidade deste mineral no solo. Dessa forma, a dosagem do
mineral na unha, surge como alternativa interessante, pois além de se constituir em um
procedimento nao invasivo, pode refletir a ingestdo dietética habitual desse mineral. Por fim, o
estudo contribuiu para o melhor entendimento das associacdes entre o marcador de interesse
(LDLox) e os fatores de risco para a ocorréncia da sindrome metabolica, em um estagio precoce.
Esse conhecimento pode ser 1til no planejamento de a¢des de prevengdo e controle de alteracdes

relacionadas ao desenvolvimento da sindrome metabdlica.
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3. CAPITULO 2

Ingestao calorica diminuida melhora a capacidade antioxidante total do plasma

3.1. Introducéo

A producdo continua de radicais livres e/ou espécies reativas de oxigénio (EROs) durante
os processos metabdlicos de organismos aerdbicos, culminou no desenvolvimento de
mecanismos de defesa antioxidante (Gutteridge 1994; Halliwell 1997). Estes agem impedindo a
producdo de EROs, atuando na sua eliminag@o e/ou promovendo a repara¢do de danos oxidativos
(Reiter, 1995; Koracevic, Koracevic et al. 2001). O sistema de defesa antioxidante inclui algumas
enzimas com tal capacidade, como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase;
macromoléculas como albumina, ceruloplasmina e ferritina, e ainda outros compostos, como o
acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, glutationa reduzida, acido urico e bilirrubina (Wayner,
Burton et al. 1987; Halliwell 1997).

Estudos in vitro evidenciam a habilidade dos antioxidantes dietéticos em eliminar as
EROs/ou impedir sua agdo deletéria (Terao, Piskula et al. 1994; Serafini, Laranjinha et al. 2000;
Duarte and Jones 2007). No entanto, estudos in vivo demonstram resultados divergentes no
tocante ao efeito de antioxidantes dietéticos sobre a CAT (Steinberg and Chait 1998; Pellegrini,
Riso et al. 2000; Huang, Appel et al. 2002; Visioli, Riso et al. 2003; Fito, Cladellas et al. 2005;
Dunstan, Breckler et al. 2007; Karlsen, Retterstol et al. 2007). Nesse contexto, ¢ pertinente
afirmar que as complexas interagdes existentes entre os varios antioxidantes limitam a
extrapolagdo de evidéncias provenientes de estudos in vitro (Serafini, Laranjinha et al. 2000).
Tais interagdes se devem a varios fatores, entre eles destacam-se: a competicdo pela absorgao
intestinal e transporte sérico; possivel efeito cooperativo entre antioxidantes, onde um regenera
e/ou poupa a atividade de outro e ainda, a divergéncia quanto ao efeito antioxidante de um
determinado composto diante de diferentes concentragdes (Crews, Alink et al. 2001).

Diante do exposto, ¢ de extrema importancia considerar a interagdo existente entre os
varios compostos antioxidantes inseridos no contexto de um padrao dietético, em detrimento do
estudo do efeito de nutrientes ou alimentos isolados. A maior adesdo ao padrdo dietético
mediterraneo vem sendo correlacionada ao aumento da CAT de fluidos bioldgicos (Leighton,

Cuevas et al. 1999; Pitsavos, Panagiotakos et al. 2005). Da mesma forma, padrdes dietéticos
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baseados na restricdo calérica se associam ao aumento das defesas antioxidantes (Skrha,
Kunesova et al. 2005).

Estudos prévios evidenciaram a diminui¢do significativa da CAT mediante condig¢des
patologicas associadas ao estresse oxidativo (Opara, Abdel-Rahman et al. 1999; Demirbag,
Yilmaz et al. 2005; Kurban, Mehmetoglu et al. 2008). Sugere-se que essa deplecdo ocorra,
especialmente, em individuos obesos. Chrysohoou, Panagiotakos et al. (2007) encontraram que a
obesidade, sobretudo, o acimulo de adiposidade visceral, esteve correlacionado a diminuigdo da
CAT. Tal acamulo constitui o elo entre o estresse oxidativo e as alteragdes metabolicas como a
resisténcia a insulina, hiperglicemia, dislipidemia e hipertensdo arterial, que em conjunto
caracterizam a sindrome metabolica (Furukawa, Fujita et al. 2004; Despres and Lemieux 2006;
Roberts and Sindhu 2009).

No entanto, em individuos saudaveis € ndo obesos, ndo estdo ainda estabelecidas, as
possiveis associagdes existentes entre a CAT e fatores de risco para a sindrome metabdlica.
Parametros antropométricos e de composi¢do corporal, bioquimicos, clinicos e dietéticos, se
constituem em indicadores precoces do desenvolvimento de alteracdes metabdlicas, que uma vez
instaladas irdo predispor a ocorréncia da sindrome metabolica, processo intimamente relacionado
ao estresse oxidativo. Existe um consideravel interesse na CAT do plasma como marcador da
habilidade do sistema de defesa antioxidante, cuja atuacdo ¢ um fator determinante na
manutencao da satde e na prevencao de doengas cronicas ndo transmissiveis.

O presente estudo se propds a investigar, em individuos jovens e saudaveis, as possiveis
associacdes existentes entre a CAT do plasma e os fatores de risco para a ocorréncia da sindrome
metabolica: parametros antropométricos, bioquimicos, clinicos e dietéticos; e, alguns

componentes do sistema de defesa antioxidante: de origem enddgena ou exdgena.

3.2. Voluntéarios e métodos
3.2.1. Voluntarios

O presente estudo avaliou 156 individuos jovens e sauddveis, com idade entre 18 e 35
anos (91 mulheres e 65 homens; idade: 23,1 £ 3,5 anos [média = DP]; indice de massa corporal:
22,0 + 2.9 kg/m” [média + DP)).

Para a triagem inicial dos voluntarios considerou-se como critérios de exclusdo a

evidéncia de qualquer doenca relacionada ao estresse  oxidativo, inflamagdo
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cronica, desequilibrios hidricos, mudangas na composi¢ao corporal ou presenca de alteracdes na
absor¢do e/ou metabolismo de nutrientes. Outros critérios de exclusdo se referiram ao uso de
medicamentos ou tratamento nutricional que afetasse o balango energético, consumo alimentar,
perfil lipidico, concentragdes plasmaticas de insulina e metabolismo da glicose; o inicio do uso
regular de anticoncepcionais nos 2 meses anteriores a participagdo no presente estudo; adesdo a
praticas dietéticas para a perda de peso ou peso instavel nos tltimos 6 meses (perda ou ganho de
10% do peso corporal).

Em conformidade com os principios da declaragdo de Helsinki ¢ ap6s explicagdo clara
sobre o protocolo do estudo, cada participante assinou o termo de consentimento livre e
esclarecido, permitindo sua participagdo voluntaria. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil (Of.

ref. N ©009/2006).

3.2.2. Parametros antropométricos e de composi¢ao corporal

A estatura foi aferida utilizando-se estadiometro (Seca 206 model, Hamburg, Germany),
com extensao maxima de 2 metros, subdividido em milimetros. Para a afericdo do peso corporal
utilizou-se balanga digital eletronica (Tanita TBF-300A model, Tokyo, Japan), com capacidade
maxima de 180 quilogramas e aproximagdao de 100 gramas. O indice de massa corporal foi
calculado pela razao entre o peso corporal (quilogramas) e a estatura ao quadrado (metros).

A circunferéncia da cintura foi medida no ponto médio entre a ltima costela e a crista
iliaca e a do quadril na maior circunferéncia horizontal entre a cintura e os joelhos, sem contragado
gluteal (Salas-Salvado, Rubio et al. 2007). Ambas as circunferéncias foram aferidas utilizando-se
fita métrica flexivel e inelastica, subdividida em milimetros. Foi calculada a relagdo entre as
circunferéncias da cintura e quadril.

As pregas cutaneas tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca foram aferidas
utilizando-se adipometro (Lange caliper, Cambridge Scientific Industries Inc., Cambridge,
Maryland, USA) com aproximagdo de 1 milimetro, conforme técnica previamente padronizada
(Durnin and Womersley 1974). Procedeu-se ao calculo do percentual de gordura troncular pela
razdo entre o somatorio das pregas cutaneas subescapular e suprailiaca e o somatério das 4 pregas

cutaneas (Warnberg, Nova et al. 2006).
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O percentual de gordura corporal total foi obtido mediante analise da bioimpedancia
elétrica horizontal (Biodynamics 310 model, Washington, USA), a partir da qual também foram

estimados a massa de gordura e livre de gordura corporal em quilogramas.

3.2.3. Pressao arterial
Os niveis de pressdao arterial sistolica e diastolica foram aferidos mediante
esfignomamometro mecénico de coluna de mercurio (BIC, Sao Paulo, Brasil), com aproximagao

de 2 mmHg, conforme técnica descrita anteriormente (Perloff, Grim et al. 1993).

3.2.4. Analise de amostras bioldgicas

A coleta de sangue foi realizada por puncao venosa, apos jejum de 12 horas. As amostras
de plasma EDTA (ethylene-diaminetetra-acetic-acid), plasma heparina e soro foram separadas do
sangue toral mediante centrifugagdo a 2465 g a 5°C por 15 minutos (Eppendorf AG, 5804R
model, Hamburg, Germany). Os eritrdcitos foram obtidos por centrifugacido a 1811 g a 5°C por
10 minutos. As amostras foram imediatamente armazenadas a -80°C até o momento das analises.

As concentracdes séricas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
triacilglicerois, acido trico e ceruloplasmina (mg/dL), foram analizadas por ensaio colorimétrico
ou turbidimétrico, mediante analizador automatico (BS-200, Shenzhen Mindray Bio-medical
Electronics Co., Nanshan, China) utilizando-se kits de analise especificos (BS-200, Shenzhen
Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan, China).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada pela equagdo de Friedwald,
previamente estabelecida (Friedewald, Levy et al. 1972) e posteriormente validada (Tremblay,
Morrissette et al. 2004). Procedeu-se também ao calculo da razdo colesterol total/HDL-c,
conforme preconizado (Castelli 1988).

A concentragdo plasmatica de insulina (sensibilidade de 2 pU/mL) foi analizada por
ensaio imuno enzimatico, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se material e
reagentes providos por kit de analise especifico (Linco Research, St. Charles, USA): placa
recoberta com anticorpo de captura anti insulina humana (anticorpo monoclonal de coelho);
anticorpo de detecg¢do anti insulina humana (anticorpo monoclonal de coelho biotinilado) e
substrato TMB (3, 3", 5, 5'- tetrametilbenzidina). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, o

ensaio foi realizado conforme protocolo descrito no kit de analise.
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A resisténcia a insulina foi estimada pelo modelo de avaliagdo da homeostase da
resisténcia a insulina (HOMA-IR), previamente estabelecido (Matthews, Hosker et al. 1985).

A capacidade antioxidante total (CAT) do plasma foi aferida por ensaio colorimétrico, por
meio de kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, catalog no. 709001). O
ensaio foi baseado na habilidade de todos os antioxidantes presentes na amostra (plasma) em
inibir a oxidac@o do substrato oxidavel ABTS (2,2"- Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate])
a ABTS"" pela metimioglobina. A quantidade de substrato oxidado (ABTS™) foi monitorada por
leitura de absorbancia a 750 nm. O decaimento da absorbancia a 750 nm foi diretamente
proporcional a concentragao de antioxidantes no plasma, expressa em mM de trolox equivalente,
antioxidante sintético, hidrossoluvel, analogo a vitamina E.

As concentracdes plasmaticas de LDL oxidada (LDLox; sensitivity < 6.56 U/L) foram
analisadas por ELISA, utilizando-se material e reagentes providos por kit de analise especifico
(Mercodia, Uppsala, Suécia): placa recoberta com anticorpo de captura anti LDLox humana
(anticorpo monoclonal de camundongo, murino especifico, mAB-4E6); anticorpo monoclonal de
camundongo anti Apo B 100, conjugado a peroxidase, diluido a 1:10 e substrato TMB, contendo
peréxido de hidrogénio e cromoforo. Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, com diluigdo a
1:6561, o ensaio foi realizado conforme protocolo descrito no kit de analise.

A atividade eritrocitaria da glutationa peroxidase (GPx) foi aferida por ensaio de cinética
enzimatica, mediante kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, catalog no.
703102). O ensaio se baseou na ocorréncia de duas reagdes acopladas. A primeira catalisada pela
GPx, referente a redugdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) a agua, as custas da conversdo da
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSH). A GSSH refere-se ao substrato para
da segunda reagdo, catalizada por outra enzima, a glutationa redutase, que recupera a GSH as
custas da oxidacdo do NADPH a NADP'. A oxidagio do NADPH foi acompanhada por
decaimento da absorbancia a 340 nm, diretamente proporcional a atividade eritrocitaria da GPx,
expressa em nmol/mL/minuto, referente a quantidade de GPx capaz de oxidar 1 nmol de NADPH
por mL de amostra por minuto.

Foram coletadas as amostras de unhas dos pés e das maos, mediante limpeza prévia com
agua e sabao e retirada de esmalte e, em seguida, armazenadas a temperatura ambiente, em sacos
de polipropileno. O preparo das amostras incluia seu tratamento 4cido sob aquecimento (4cido

nitrico fervente), sob altas pressdes, em recipiente de teflon (digestor), usando um sistema de
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digestdo de microondas (Ethos Plus, Millestone, Sorisole, Italy). Apos a digestdo acida, as
concentragdes de cobre, zinco e selénio foram analisadas por espectrofotometria de absorgao
atdbmica de chama (Perkin Elmer AAnalyst 800; Norwalk, CT, USA), conforme técnica
estabelecida anteriomente (Navarro-Blasco and Alvarez-Galindo 2004). Os valores de
concentracdo foram ajustados para o peso da amostra, e foram expressas em micrograma por
grama de unha (ug/g de unha) para o cobre € o zinco € em nanograma por grama de unha

(ng/grama de unha) para o selénio.

3.2.5. Consumo alimentar e variaveis de estilo de vida

A ingestdo dietética diaria (calorias, carboidrato, proteina, lipidio, fibra, colesterol, acidos
graxos saturados, mono e poliinsaturados, vitaminas C e A, ferro, cobre e zinco) foi avaliada
mediante aplicagdo de registro alimentar de 72 horas, utilizando-se software especifico, DietPRO,
versdo 5.0, AS sistemas (DietPRO 2009). Os voluntarios eram orientados a registrar em
formulario préprio todos os alimentos e bebidas consumidos, bem como suas quantidades, ao
longo de um dia. Esse procedimento foi realizado por trés dias ndo consecutivos, inclundo um dia
de final de semana.

Varidveis de estilo de vida tais como: uso de suplementos vitaminicos, tabagismo
(fumantes ou nao-fumantes), nimero de cigarros por dia, pratica regular de atividade fisica (sim
ou ndo) e intensidade da atividade fisica também foram coletados. Para quantificar a intensidade
de atividade fisica, foi utilizado o indice metabolico equivalente (MET). Este indice representa a
razdo entre a quantidade de energia (kcal) despedida para a realizagdo de uma determinada
atividade fisica e a energia equivalente a situacdo de repouso. Convencionalmente, considera-se
que a situagao de repouso refere-se ao MET = 1. As pontuagdes dos METs foram fornecidas pelo
Compéndio de Atividades Fisicas (Amorim and Gomes 2003), um esquema de codifica¢do que
classifica as atividades fisicas de acordo com seu dispéndio energético em relagdo 4 situagdo de
repouso (Ainsworth, Haskell et al. 1993; Ainsworth, Haskell et al. 2000). Os METs, para cada
atividade especifica, foram calculados multiplicando o tempo gasto em cada atividade pela sua
pontuagdo de MET, procedendo-se ao somatodrio de todas as atividades realizadas ao longo de

uma semana, obtendo-se um valor médio, expresso em horas por dia.
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3.2.6. Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuigao.
De acordo com a distribui¢@o das variaveis, foi adotado o teste de Student-t, paramétrico, ou seu
equivalente ndo paramétrico, o teste de Mann-Whitney-U, para a comparagdo entre os grupos
categorizados pela mediada da distribuicdo da CAT do plasma. Para as variaveis categoricas foi
utilizado o teste de qui-quadrado-y’.

Foi utilizada a correlacdo de Spearman para rastrear a associag@o entre a CAT do plasma
e as demais varidveis de interesse. Modelos de regressao linear simples foram utilizados para
identificar os fatores preditivos da CAT do plasma (variavel dependente). Estes modelos foram
previamente ajustados para as covaridveis sexo, idade, tabagismo e atividade fisica, quando estes
fatores mostraram efeito significativo.

Os resultados foram apresentados como média + DP. O intervalo de confianca de 95% foi
utilizado para descrever os valores do coeficiente de regressdo linear (B)e o de regressao
logistica, odds ratio (OR). Foi considerado o nivel de significancia estatistica de 5 % de
probabilidade (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS

sistema versdo 8.0 para Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC 27513, E.U.A. (SAS 2001).

3.3. Resultados

Os parametros antropométricos clinicos e bioquimicos (média + DP) categorizados pelo
valor da mediana da CAT do plasma (1,60 mM) sdo apresentados na Tabela 2.1. Individuos cujos
valores da CAT do plasma estavam acima da mediana demonstraram maiores niveis séricos de
LDL-c, maior relagao colesterol total/fracdo HDL-c (indice aterogénico) e maior concentragao de
selénio nas unhas. Nenhum outro parametro bioquimico ou clinico diferiu entre os dois grupos
referentes a CAT do plasma (< 1,60 mM versus > 1,60 mM). Da mesma forma, ndo foram
encontradas diferengas relacionadas as medidas antropométricas ou de composi¢ao corporal.

Na Tabela 2.2, sdo apresentadas as variaveis de estilo de vida e ingestdao dietética diaria,
também categorizadas pelo valor mediano da CAT do plasma (1,60 mM para as varidveis de
estilo de vida e 1,62 mM para a ingestdo dietética diaria). Os valores de ingestdo diaria de
calorias e de macronutrientes, expressos por quilograma de peso corporal (kcal’kg de peso
corporal e g/kg de peso corporal, respectivamente), foram menores entres os individuos que

exibiram maiores valores de CAT do plasma. A ingestdo diaria absoluta (g) de carboidratos e de
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lipidios, também foi menor entre os individuos que exibiram maior CAT do plasma. A mesma
tendéncia ocorreu para a ingestao diaria absoluta de calorias (kcal) e de proteinas (g), no entanto
nao houve significancia estatistica. Nenhuma variavel de estilo de vida diferiu entre as duas
categorias da CAT do plasma.

Os valores da CAT do plasma se correlacionaram positivamente aos niveis séricos de
LDL-c, a razdo entre colesterol total/fracio HDL-c e as concentracdes de selénio nas unhas. Os
valores de ingestdo diaria de calorias e de macronutrientes, tanto absolutos como expressos por
quilograma de peso corporal, seguiram tendéncias similares, ou seja, foram correlacionados
negativamente & CAT do plasma, no entanto sem significancia estatistica (Tabela 2.3). Nenhuma
correlagdo foi encontrada para as varidveis de estilo de vida, tais como, numeros de cigarros/dia
ou gasto calorico da atividade fisica relacionado ao gasto energético de repouso (MET) (dados
ndo apresentados em tabela).

Em analise de regressdao linear simples, a ingestdo diaria de calorias (kcal/kg de peso
corporal) e de carboidrato (g/kg de peso corporal), exerceram efeito preditivo negativo sobre a
CAT do plasma. O decréscimo de 1 unidade na ingestdo calorica (1 kcal/kg de peso corporal) e
de carboidratos (1 g/kcal peso) esteve associado ao aumento de, respectivamente, 0,013 mM e
0,111 mM na CAT do plasma. Cabe ressaltar que 3,8% do aumento na CAT do plasma foi devido
ao efeito da ingestdo calodrica, ao passo que 5% a ingestdo de carboidratos. Nenhum dos outros

fatores exerceu efeito preditivo sobre a CAT do plasma (Tabela 2.4).
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Tabela 2.1: Parametros antropométricos, clinicos ¢ bioquimicos (média = DP) categorizados pelo
valor da mediana (1,60 mM) da CAT

CAT CAT P
< 1,60 mM > 1,60 mM
(n=78) (n=78)
Idade (anos) 23,5 £ 3,5 228 + 3,6 0,055
Peso Corporal (kg) 62,2 + 114 62,7 + 11,0 0,320
IMC (kg/m?) 21,7 + 29 223 + 29 0,110
Circunferéncia da Cintura (cm)' 77,6 = 8,6 78,8 + 8,6 0,391
Circunferéncia do Quadril (cm)l 95,6 = 7,6 95,5 + 5,8 0,872
Relagdo Cintura/Quadril 0,8 + 0,1 0,8 £ 0,1 0,124
PC Tricipital (mm)' 17,8 + 64 188 + 76 0,389
PC Bicipital (mm) 72 + 38 75 £ 40 0,363
PC Suprailiac (mm) 17,5 £ 8,5 19,3 + 938 0,151
PC Subscapular (mm) 172 = 74 18,6 + 7.7 0,088
Soma das 4 PC (mm) 59,8 + 22,7 64,2 + 26,4 0,180
Gordura Troncular (%)’ 577 + 6,5 590 + 6,7 0,206
Gordura Total (%) 23,1 + 6,7 243 + 6,5 0,190
Massa de Gordura (kg) 144 + 5,1 154 + 55 0,184
Massa Livre de Gordura (kg) 478 += 9.8 473 += 103 0,388
Pressdo Arterial Sistolica (mmHg) 1,0 = 09 10,9 = 09 0,471
Pressdo Arterial Diastolica (mmHg) 74 £+ 0,7 73 £+ 0,7 0,213
Glicose (mg/dL) 914 + 74 89,8 £+ 6,0 0,112
Insulina (pU/mL)* 104 + 5,8 10,1 + 573 0,412
HOMA-IR? 23 +£ 13 23 + 13 0,338
Colesterol Total (mg/dL)l 156,6 + 334 163,9 + 293 0,151
HDL-c (mg/dL)" 474 + 11,7 457 + 11,1 0,189
SLDL-c (mg/dL) 91,1 + 25,9 1004 + 27,1 0,012
Triacilglicerois (mg/dL) 96,7 £+ 369 1034 + 51,5 0,340
$"Relacio Colesterol Total/HDL-c” 34 £ 07 37 £ 09 0,006
Acido Urico (mg/dL)’ 35 + 1,1 36 + 1,1 0,413
Ceruloplasmina (mg/dL) 372 + 8,5 373 = 84 0,336
"Selénio (ng/g de unha)* 3728 + 742 3984 + 924 0,040
Zinco (ng/g de unha)® 118,5 + 275 140,0 + 86,2 0,126
Cobre (ug/g de unha)* 70 + 54 70 + 39 0,124
Atividade da GPx (nmol/[mL/min])®  608,3 + 300,4 552,5 + 262,5 0,237
LDLox (U/L)"* 773 + 30,1 70,5 + 294 0,157

DP, desvio padrdo; CAT, capacidade antioxidante total do plasma; IMC, indice de massa corporal; PC, prega
cutanea; HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta
densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; GPx, glutationa peroxidase; LDLox, lipoproteina de baixa
densidade oxidada

" teste Student t foi realizado para as variaveis com distribuigdo normal, as demais variaveis foram analisadas
pelo teste Mann-Whitney U

n=77 para CAT < 1,60 mM; n=75 para CAT > 1,60 mM

n=76 para CAT < 1,60 mM; n=73 para CAT > 1,60 mM

n=67 para CAT < 1,60 mM; n=64 para CAT > 1,60 mM

n=54 para CAT < 1,60 mM; n=43 para CAT > 1,60 mM

n=77 para CAT < 1,60 mM

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

*** diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)
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Tabela 2.2: Variaveis de estilo de vida e ingestdo dietética diaria (média £ DP) categorizadas pelo
valor da mediana (1,60 mM para variaveis de estilo de vida ¢ 1,62 mM para ingestdo dietética diaria)

da CAT
CAT CAT P
< 1,60 mM > 1,60 mM
(n=78) (n=78)
Variaveis de Estilo de Vida
Uso de suplementagdo de vitaminas (%)' 5,2 7,7 0,711
Tabagismo (%)"* 11,9 13,0 0,762
Pratica regular de atividade fisica (%)"* 71,6 73,9 0,901
Cigarros/dia” 1,6 + 438 0,8 = 27 0,484
MET (h/dia)” 30,3 + 90 31,2 £ 10,0 0,232
CAT CAT P
<1,62 mM > 1,62 mM
(n=66) (n=66)
Ingestéo Dietética Diéria
Calorias (kcal)? 28432 + 7488 25954 + 7424 0,058
"Carboidrato (2) 376,9 =+ 114,1 3325 + 977 0,017
Proteina (g)° 106,7 + 34,5 99,1 + 345 0,055
Lipidio (g) 1032 + 33,7 90,5 + 26,0 0,018
*Calorias (kcal/kg de peso corporal)’ 46,5 + 125 417 + 11,3 0,024
" Carboidrato (g/kg de peso corporal) 6,1 + 1,7 53 + 14 0,009
“Proteina (g/kg de peso corporal) 1,7 £ 05 1,5 £ 0,5 0,034
“Lipidio (g/kg de peso corporal) 1,6 =+ 0,6 14 £ 04 0,013
Fibra (g) 275 + 144 26,1 + 163 0,160
Colesterol (g) 234,7 £+ 103,2 2099 =+ 934 0,081
Acidos graxos saturados (g) 23,4 + 99 214 + 94 0,143
Acidos graxos monoinsaturados (g) 17,1 = 11,2 16,0 + 6.8 0,416
Acidos graxos poliinsaturados (g) 147 + 9,6 13,7 £ 75 0,264
Vitamina A (mg) 886,6 + 507,6 921,7 += 5374 0,321
Vitamina C (mg) 136,5 + 116,9 107,7 £+ 64,0 0,083
Ferro (mg) 16,5 + 6,5 19,6 + 30,3 0,068
Cobre (mg) 1,2 £ 0,6 14 £+ 1,5 0,252
Zinco (mg)’ 85 £ 38 81 + 33 0,550

DP, desvio padrdo; CAT, capacidade antioxidante total do plasma; MET, indice metabdlico equivalente

"teste qui-quadrado x° test para variaveis categoricas

? teste Student t foi realizado para as varidveis com distribui¢do normal, as demais varidveis foram analisadas
pelo teste Mann-Whitney U

"n=67 para CAT < 1,60 mM; n=69 para CAT > 1,60 mM

*" diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

*** diferenga significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)



Tabela 2.3: Associagdo (coeficiente de correlagdo de Spearman: r) entre a CAT (mM) e os parametros
antropomeétricos, clinicos, bioquimicos e ingestdo dietética diaria

r P

Antropometria e Pressao Arterial (n=156)
Idade (anos) -0,13 0,099
Peso Co oral (kg) 0,06 0,426
IMC (kg/m”) 0,12 0,129
Circunferéncia da Cintura (cm) 0,06 0,482
Circunferéncia do Quadril (cm) -0,01 0,926
Relagdo Cintura/Quadril 0,07 0,396
PC Tricipital (mm) 0,07 0,407
PC Bicipital (mm) 0,01 0,949
PC Sugrailiaca (mm) 0,06 0,486
PC Subescapular (mm) 0,08 0,318
Soma das 4 PC (mm) 0,05 0,568
Gordura Troncular (%) 0,07 0,382
Gordura Total (%) 0,03 0,624
Massa de Gordura (kg) 0,05 0,509
Massa Livre de Gordura (kg) 0,01 0,863
Pressao Arterial Sistolica (mmHg) 0,06 0,428
Pressao Arterial Diastolica (mmHg) 0,04 0,575
Parametros Bioguimicos (n=156)
Glicose (mg/dL) -0,10 0,226
Insulina (uU/mL)" -0,02 0,829
HOMA-IR? -0,03 0,680
Colesterol Total (mg/dL) 0,08 0,307
HDL-c (mg/dL)° -0,09 0,288

“LDL-c (mg/dL) 0,16 0,043
Trlacﬂghcerms (mg/dL) 0,02 0,787

*Relagdo Colesterol Total/HDL-c’ 0,19 0,020
Acido Urico (mg/dL) 0,07 0,386
Ceruloplasmlna (mg/dL) 0,01 0,870

*Selénio (ng/g de unha) 0,21 0,015
Zinco (ug/g de unha)* 0,06 0,489
Cobre (ug/g de unha)° 0,13 0,137
Atividade da GPx (nmol/[mL/min])* -0,07 0,486
LDLox (U/L)° -0,11 0,159
Ingestéo Dietética Diaria (n=132)
Calorias (kcal) -0,11 0,214
Carboidrato (g) -0,12 0,165
Proteina (g) -0,11 0,214
Lipidio (g) -0,09 0,314
Calorias (kcal/kg de peso corporal) -0,16 0,058
Carboidrato (g/kg de peso corporal) -0,17 0,051
Proteina (g/kg de peso corporal) -0,17 0,050
Lipidio (g/kg de peso corporal) -0,15 0,071
Fibra (g) -0,01 0,895
Colesterol (g) -0,11 0,211
Acidos graxos saturados (g) -0,09 0,276
Acidos graxos monoinsaturados (g) 0,04 0,607
Acidos graxos poliinsaturados (g) 0,03 0,694
Vitamina A (mg) 0,13 0,137
Vitamina C (mg) -0,09 0,305
Ferro (mg) -0,04 0,670
Cobre (mg) 0,03 0,683
Zinco (mg) -0,01 0,985

CAT, capacidade antioxidante total do plasma; IMC, indice de massa corporal; PC, prega cutanea; HOMA-IR,
modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c,
hpoprotema de baixa den51dade GPx, glutationa peroxidase; LDLox hpoprotelna de baixa densidade oxidada
n=152; *n=149; ‘n=131; n—97 n=155

s dlferenga 51gn1ﬁcat1va a0 nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)
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Tabela 2.4: Preditores da CAT (mM): regressdo linear simples (n=156)

coeficiente B (IC 95%) P r
Preditores da CAT
LDL-c (mg/dL) 0,002 (-0,003 a 0,007) 0,427 0,004
Relagio Colesterol Total/HDL-c ' 0,158 (-0,028 2 0,345) 0,096 0,018
Selénio (ng/g de unha)2 0,001 (-0,001 a 0,003) 0,117 0,018
Carboidrato (g/dia)’ -0,001 (-0,002 a 0,893) 0,053 0,028
Lipidio (g/dia)’ -0,003 (-0,008 a 0,001) 0,136 0,017

“Ingestido Calorica Didria (kcal/kg de peso corporal)’ -0,013 (-0,024 a -0,001) 0,025 0,038
*"Ingestdo Didria Carboidrato (g/kg de peso corporal)®  -0,111 (-0,195 a-0,027) 0,009 0,050
Ingestdo Diaria Proteina (g/kg de peso corporal)’ -0,257 (-0,514 a -0,000) 0,050 0,029
Ingestdo Diaria Lipidio (g/kg de peso corporal)’ -0,238 (-0,500 2 0,033) 0,073 0,024
CAT, capacidade antioxidante total do plasma; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; HDL-c, lipoproteina de
alta densidade

'n=149, n=131, *n=132

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

*** diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)

3.4. Discusséo

A CAT diz respeito a habilidade de todos os antioxidantes presentes em um fluido
bioldgico, usualmente o plasma, em prevenir a oxidagdo de um substrato por um oxidante, ou
ainda, induzir a reducdo desse substrato (Blauz, Pilaszek et al. 2008). Existem diferentes métodos
de afericdo de tal biomarcador, entre eles: Ferric Reducing Ability of Plasma — FRAP (Benzie
and Strain 1996), Total Peroxyl Radical-Trapping Potential (TRAP) (Pellegrini, Riso et al. 2000;
Serafini, Laranjinha et al. 2000; Crews, Alink et al. 2001); Oxygen-Radical Absorbance Capacity
— ORAC e Trolox Equivalent Antioxidant Capacity — TEAC (Crews, Alink et al. 2001). Devido a
existéncia de diferentes métodos de afericao, decorre uma ampla variabilidade de resultados, cuja
interpretacdo deve ser cautelosa (Kampa, Nistikaki et al. 2002). Tais ensaios diferem em relagao
ao substrato e oxidantes utilizados, bem como em relagdo ao método de dosagem: fluorimétrico,
colorimétrico e quimioluminescéncia, entre outros (Crews, Alink et al. 2001).

A utilizagdo da CAT do plasma como biomarcador do estresse oxidativo se baseia no
pressuposto da existéncia da agdo sinergistica entre os varios compostos antioxidantes presentes
na amostra, sendo que a soma da atividade de todos estes compostos (antioxidantes endogenos e
dietéticos) tem maior capacidade preditiva e relevancia bioloégica quando comparada a atividade
de um unico, uma vez que considera a cooperacdo € a interagdo existente entre os varios
compostos antioxidantes na protecdo contra os danos oxidativos (Crews, Alink et al. 2001;
Kampa, Nistikaki et al. 2002; Blauz, Pilaszek et al. 2008). No entanto, Kampa, Nistikaki et al.

(2002) sugeriram que em condigdes fisioldgicas, grande parte da CAT ¢ devida a atividade de
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componentes endogenos (cerca de 85%), em detrimento da participacdo dos antioxidantes
dietéticos. Outros autores confirmam a relevante participagdo dos antioxidantes enddgenos na
CAT de fluidos bioldgicos (Wayner, Burton et al. 1987; Landray, Nuttall et al. 1998; Crews,
Alink et al. 2001; Koracevic, Koracevic et al. 2001; Young 2001). No presente estudo ndo foram
evidenciados efeitos dos antioxidantes endogenos, como acido urico, ceruloplasmina e atividade
enzimatica da glutationa peroxidase sobre a CAT do plasma.

As maiores concentragdes de selénio estiveram presentes nas unhas daqueles individuos
cujos valores da CAT do plasma estavam acima da mediana. A atividade antioxidante do selénio
¢ em parte, devida a sua participagdo com cofator enzimatico da glutationa peroxidase, inserido
no seu centro catalitico ligado covalentemente a um residuo de cisteina, constituindo-se em
selenocisteina (Steinbrenneer and Sies 2009). O estado nutricional desse mineral antioxidante
pode ser aferido por meio da sua dosagem no soro, plasma, eritrocitos, plaquetas ou ainda no
sangue total (Al-Saleh and Billedo 2006). No presente estudo procedeu-se a sua dosagem nas
unhas, marcador capaz de refletir o estado nutricional do mineral em longo prazo, 6 a 18 meses
precedentes (Hunter, Morris et al. 1990; Al-Saleh and Billedo 2006), ao passo que sua dosagem
sanguinea se limita a refletir seu estado nutricional em curto prazo, referente a ingestao dietética
de algumas semanas precedentes (Longnecker, Stampfer et al. 1993). O fato da dosagem de
selénio nas unhas se constituir em um indicador de sua ingestdo dietética habitual pode ter sido
determinante da associacdo positiva observada entre a concentragdo deste mineral nas unhas e a
CAT do plasma.

No presente estudo, os antioxidantes dietéticos, sobretudo as vitaminas € os minerais,
como ocorreu para os componentes endogenos, ndo exerceram efeito sobre a CAT do plasma. Tal
resultado encontra respaldo na pequena participacdo dos componentes dietéticos na CAT do
plasma, cerca de 15%, segundo Kampa, Nistikaki et al. (2002). O fato da inabilidade dos
antioxidantes dietéticos em aumentar a CAT do plasma, corrobora os achados do presente estudo.
Alguns estudos demonstraram que a suplementacao de vitaminas € minerais antioxidantes nao foi
capaz de aumentar a CAT de fluidos bioldgicos, mesmo diante do aumento dos niveis
plasmaticos ou séricos deses compostos (Steinberg and Chait 1998; van het Hof, Tijburg et al.
1998; Huang, Appel et al. 2002; Dunstan, Breckler et al. 2007). Resultados semelhantes
ocorreram em relacdo a administracdo de alimentos ou bebidas (vinho tinto, azeite de oliva e

tomate) fontes de compostos antioxidantes (Pellegrini, Riso et al. 2000; Visioli, Riso et al. 2003;

45



Tyssandier, Feillet-Coudray et al. 2004; Fito, Cladellas et al. 2005; Salvini, Sera et al. 2006;
Karlsen, Retterstol et al. 2007).

Por outro lado, Pitsavos, Panagiotakos et al. (2005) conseguiram evidenciar que a maior
adesdo a dieta mediterranea foi capaz de aumentar, em até 6%, a CAT. Leighton, Cuevas et al.
(1999) corroboraram a afirmativa de que a maior adesdao ao padrdo dietético mediterraneo
determina o aumento da CAT. A interag@o e o sinergismo entre os varios nutrientes e alimentos
com propriedade antioxidante sdo, potencialmente, determinantes do efeito benéfico da dieta
mediterranea sobre a CAT (Stachowska, Wesolowska et al. 2005; Seyedrezazadeh, Ostadrahimi
et al. 2008). Além do marcante consumo de frutas, hortalicas, cereais integrais e peixes
(Trichopoulou, Costacou et al. 2003), o padrdo dietético mediterrdneo tem como gordura
principal o azeite de oliva, fonte dos fendis simples: tirosol e hidrotirosol, compostos
potencialmente antioxidantes (Fito, de la Torre et al. 2007). A presenga freqiiente do vinho tinto,
fonte consideravel de compostos fenolicos, entre eles: resveratrol, quercetinas, catequinas, acidos
fenolicos e outros, também adiciona atividade antioxidante ao referido padrdo dietético
(Pignatelli, Ghiselli et al. 2006).

Ainda em relagdo a ingestao dietética, a restri¢do caldrica se constitui em padrao dietético,
também associado a modulacdo do estresse oxidativo. Estudos de intervencdo evidenciaram
efeitos positivos da restricdo caldrica sobre alguns biomarcadores de interesse, entre eles os
baseados na oxidagdo de lipidios: Thiobarbituric Reactive Acid Susbstances — TBARS (Dandona,
Mohanty et al. 2001), Malondialdehyde - MDA (Mohn, Catino et al. 2005; Skrha, Kunesova et
al. 2005; Crujeiras, Parra et al. 2006; Crujeiras, Parra et al. 2007) e isoprostanos (Crujeiras, Parra
et al. 2007; Johnson, Summer et al. 2007); de DNA: 8-Hidroxyl-2’- Deoxyguanosine - 8-OHdG
(Saiki, Nagayama et al. 2005) e de proteinas: grupos carbonila e nitrotirosina (Johnson, Summer
et al. 2007). A restrigcdo caldrica ainda exerce efeito sobre alguns biomarcadores do sistema de
defesa antioxidante, entre eles: a atividade enzimatica da superdéxido dismutase e os niveis
plasmaticos de acido ascorbico (Skrha, Kunesova et al. 2005). O efeito protetor da restri¢cao
calorica sobre a instalacdo do estresse oxidativo vem sendo atribuido, principalmente, a redugao
do peso corporal (Skrha, Kunesova et al. 2005; Vincent, Innes et al. 2007). No entanto, o presente
estudo foi capaz de demonstrar que em individuos saudaveis e predominantemente eutroficos
(IMC < 25 kg/m?; 84%), segundo pontos de corte preconizados pela Organizagio Mundial de

Sauade (WHO 1998), a ingestdo caldrica e de macronutrientes, depois de normalizadas por
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quilograma de peso corporal, foi menor entre aqueles individuos com maior CAT do plasma.
Ainda pela analise de regressao, demonstrou-se que o decréscimo na ingestdo didria de calorias
(kcal/kg de peso corporal) e de carboidratos (g/kg peso corporal) esteve associado ao aumento da
CAT do plasma.

A energia quimica contida nos carboidratos, lipidios e proteinas ¢ liberada pela oxidagao
desses substratos e armazenada nas ligagoes de fosfato do adenosine triphosphate (ATP), produto
final da cadeia transportadora de elétrons (CTE), tendo o oxigénio como aceptor final. Durante o
transporte de elétrons pode haver reducdo parcial do oxigénio com a formagao do radical anion
superdxido, sendo assim, a CTE constitui uma das principais vias metabolicas de geracdo deste
radical livre (Boveris, Fraga et al. 1983; Mueller, Laude et al. 2005). Este radical € o iniciador da
cascata de reacdes de oOxido-redugdo, cuja propagacdo e amplificagio podem culminar na
instalacdo do estresse oxidativo (Schneider and Oliveira 2004). Partindo de tais pressupostos, a
associacdo negativa entre a CAT e a ingestao calorica poderia ser explicada pela menor geragao
de radicais anion superdxido, decorrente da menor disponibilidade de substratos oxidaveis,
havendo menor requerimento da atuacdo dos sistemas de defesa enzimatica e, por conseguinte
preservando uma maior CAT do plasma.

A menor geracao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio destaca-se como uma
das hipoteses propostas para explicar o efeito da restricdo caldrica sobre o aumento da
longevidade (Masoro 2005). Em estudo de revisdao, Genaro Pde, Sarkis et al. (2009) apontaram
que os mecanismos moleculares vém sendo continuamente estudados, no entanto ainda ndo estdo
estabelecidos. Segundo Farinatti (2002), o metabolismo energético gera espécies reativas de
oxigénio, sugerindo que este poderia ser um possivel mecanismo bioquimico. Este autor ainda
ressalta que o efeito protetor da restrigdo caldrica pode ser independente da menor taxa
metabolica basal dela decorrente, uma vez que embora a taxa de consumo de oxigénio permaneca
inalterada, o nivel de oxidacdo molecular pode variar em fungdo das fragdes do oxigénio
metabolizado que serdo convertidos em espécies reativas. Em condigdes fisioldgicas,
aproximadamente, 85 a 90% do oxigénio consumido ¢ metabolizado na cadeia transportadora de
elétrons, sendo que ao final, o oxigénio sofre redugdo tetravalente gerando agua. No entanto, em
razdo de sua configuracao eletronica, o oxigénio pode sofrer reducdo univalente e gerar o radical

superdxido. Estima-se que aproximadamente, 2 a 5% do oxigénio metabolizado na mitocondria
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sao reduzidos incompletamente (reducao univalente), gerando radical anion superoxido
(Schneider and Oliveira 2004).

O aumento da CAT do plasma pode se constituir em mecanismo compensatorio frente a
condic¢des oxidantes (Kampa, Nistikaki et al. 2002). A fragdo LDL-c ¢ o substrato para a reagado
de oxidagdo, mediada pela substitui¢do do residuo 60 de lisina da apolipoproteina B100, que
resulta na geracdo da LDLox (Holvoet, Vanhaecke et al. 1998; Holvoet, Mertens et al. 2001;
Holvoet 2006). Cabe ressaltar que a relagdo colesterol total/fragio HDL-c, foi apontada por
Castelli (1988), com base nos dados do Framingham Heart Study, como indice aterogénico, fator
potencialmente preditivo de doenca coronariana arterial. O processo aterosclerotico esta
intimamente associado a instalacdo do estresse oxidativo (Katakami, Sakamoto et al. 2009).
Diante desses pressupostos € possivel justificar o fato de que no presente estudo, a maior CAT do
plasma esteve associada a condigdes oxidantes, como, maiores niveis circulantes de LDLox e
maior relagdo colesterol total/ HDL-c. Por outro lado, o aumento substancial de radicais livres,
decorrentes de processos patologicos, ultrapassa a capacidade do aumento compensativo das
defesas antioxidantes. Os achados de Demirbag, Yilmaz et al. (2005) e Kurban, Mehmetoglu et
al. (2008) corroboram esse pressuposto, demonstrando que diante de condi¢des patologicas
associadas ao estresse oxidativo, torna-se inviavel o aumento da CAT como mecanismo
compensatorio. E importante destacar que o presente estudo, foi conduzido com individuos
jovens, aparentemente saudaveis, sem nenhuma condicao fisiopatologica associada ao estresse
oxidativo e, segundo os pontos de corte da IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemia e Prevengao
de Aterosclerose (SBC 2007), predominantemente, normolipidémicos (colesterol total < 200
mg/dL; 92,3% e LDL-c < 160 mg/dL; 97,4%). Sendo assim, ¢ viavel considerar o aumento da
CAT do plasma como mecanismo compensatdrio, cuja atuacao tem o objetivo de restabelecer o
equilibrio homeostatico.

Quando a geracdo de espécies reativas de oxigénio supera os sistemas de defesa
antioxidante evidencia-se o estado de estresse oxidativo (Halliwell and Whiteman 2004), cuja
cronicidade tem relevantes implicagdes sobre uma série de condi¢des patologicas, entre elas a
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (Furukawa, Fujita et
al. 2004; Galili, Versari et al. 2007; Roberts and Sindhu 2009). Em condi¢des fisiologicas, o
sistema biologico lanca mao de mecanismos de regulacdo, com o objetivo de limitar os niveis

intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia dos danos oxidativos. Essa
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regulagdo consiste em mecanismos de feedback negativo, por meio dos quais o sistema bioldgico
ativa vias de expressdao génica e ativagdo enzimatica, no sentido de restaurar o equilibrio
homeostatico (Halliwell and Whiteman 2004; Hicks, Torres-Ramos et al. 2006). Dependendo da
intensidade das condi¢des oxidantes pré-existentes, os danos oxidativo sdo incontrolaveis. Estes
decorrem de uma cascata de reacdes de Oxido-redugdo, com a conseqiiente liberacdo de uma
segunda geragdo de produtos da oxidacdo, moléculas também potencialmente reativas (Hicks,
Torres-Ramos et al. 2006). A amplificacdo e propagacdo das espécies reativas culminam em
danos oxidativos a biomoléculas, resultando em alteragdes da estrutura e da fungdo bioldgica das
proteinas, efeitos deletérios ao DNA e peroxidagdo dos dacidos graxos poliinsaturados,
componentes das membranas celulares, com diminui¢do da sua capacidade de fluidez, redugdo do
potencial eletroquimico e aumento da permeabilidade seletiva (Luczaj and Skrzydlewska 2003;
Roberts and Sindhu 2009). Por conseguinte, instaura-se o desequilibrio homeostatico irreversivel,
cuja manifestacdo € o dano potencial as células e/ou tecidos, seguido de morte celular por necrose
ou apoptose (Halliwell and Whiteman 2004; Hicks, Torres-Ramos et al. 2006).

A obesidade, sobretudo o acimulo de gordura visceral, vem sendo associada ao estresse
oxidativo (Roberts and Sindhu 2009). Furukawa, Fujita et al. (2004) evidenciaram que a
circunferéncia da cintura, quando comparada ao indice de massa corporal, mostrou-se mais
fortemente correlacionada aos biomarcadores decorrentes da maior peroxidagao lipidica: TBARS
e PGF2-alfa-8-isoprostano. Chrysohoou, Panagiotakos et al. (2007) confirmaram que o acimulo
de gordura visceral, medido indiretamente pela circunferéncia da cintura maior que 88 cm (em
mulheres) e 102 cm (em homens), esteve associado a menores valores de CAT. A agdo do
estresse oxidativo sobre o tecido adiposo visceral resulta no aumento da expressao de adipocinas,
sinalizag@o inflamatodria e inducdo da resisténcia a insulina, fatores que predispdem a geragdo de
espécies reativas de oxigénio e conseqliente instalacao do estresse oxidativo (Furukawa, Fujita et
al. 2004; Roberts and Sindhu 2009). No presente estudo, a pequena freqiiéncia de individuos
obesos (IMC > 30 Kg/m* 1,3%) (WHO 1998), e apresentando valores de circunferéncia da
cintura elevados (102 cm para homens e 88 para mulheres; 4,8%) (NCEP-ATPIIIL. 2001), pode ter
sido determinante da auséncia de associagdes entre a CAT do plasma e estes parametros
antropométricos, além de outras medidas de adiposidade, como, pregas cutaneas, percentual de

gordura corporal e massa de gordura corporal.
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Em individuos jovens e aparentemente saudaveis, a CAT do plasma ndo esteve associada
a parametros antropométricos, nem tampouco aos demais biomarcadores do estresse oxidativo
(atividade da GPx e concentragdes plasmaticas de LDL oxidada). No entanto, a redu¢do da
ingestao didria de calorias (kcal/kg de peso corporal) e de carboidratos (g/kg de peso corporal)
conseguiu predizer o aumento da CAT do plasma. Assim, o nivel de ingestdo calorica € o
primeiro fator a atuar na modulacdo da CAT do plasma, antes de se estabelecer desvios
antropométricos, de composicdo corporal e/ou metabolicos. Em condig¢des fisiologicas, o
aumento da CAT do plasma foi capaz de atuar como mecanismo compensatorio frente a
condigdes oxidantes. A CAT ¢ um biomarcador de grande relevancia bioldgica, pois considera a
totalidade dos componentes envolvidos no sistema de defesa antioxidante (fatores endégenos e

dietéticos).
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4. CAPITULO 3

Preditores da atividade eritrocitaria de glutationa peroxidase em adultos jovens saudaveis

4.1. Introducéo

A glutationa peroxidase (GPx) integra o sistema enzimdtico de defesa antioxidante. O
adequado funcionamento desse sistema requer a agdo integrada entre varias enzimas. A atividade
enzimatica GPx ¢ dependente de selénio, e constitui um dos principais meios de controle dos
niveis de peroxido de hidrogénio (Bolzan, Bianchi et al. 1997; Ferreira and Matsubara 1997;
Steinbrenneer and Sies 2009). Essa espécie reativa, por meio das reagdes de Fenton ¢ Haber-
Weiss, da origem a hidroxila, radical livre contra o qual ndo ha defesa enzimatica especifica e
cujo potencial deletério resulta na iniciacdo do processo de peroxidacgao lipidica das membranas
celulares (Yu 1994; Ferreira and Matsubara 1997; Welch, Davis et al. 2002; Salvi, Battaglia et al.
2007). Assim, o acumulo de peréxido de hidrogénio ¢ extremamente lesivo ao sistema bioldgico
e deve ser evitado. A GPx, além da catalase, tem como substrato o peroxido de hidrogénio e
agem com o proposito de controlar seus niveis, impedindo seu acimulo e a conseqiiente geragao
da hidroxila. A atividade enzimatica da GPx, tem importancia ressaltada, pois demonstra maior
afinidade pelo peroxido de hidrogénio (menor valor de Ky,) (Little, Olinescu et al. 1970). A GPx
catalisa ainda a reducdo de peroxidos organicos para seus correspondentes alcodis (Shan, Aw et
al. 1990; Andersen, Nielsen et al. 1997).

A acdo da GPx na redugdo dos perdxidos de hidrogénio e organicos ocorre as custas da
conversao da glutationa reduzida em oxidada (Shan, Aw et al. 1990; Andersen, Nielsen et al.
1997; Ferreira and Matsubara 1997). Neste contexto, a GPx também merece atencdo especial,
uma vez que sua atividade depende do ciclo redox da glutationa, controlado pela inter-conversao
entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), decorrente da agdo de outras duas enzimas
(glutationa redutase e glutationa oxidase) e de seus substratos (NADPH e peroxido de
hidrogénio) (Ferreira and Matsubara 1997).

A atividade eritrocitaria da GPx consiste em um importante marcador da capacidade do
sistema antioxidante enzimatico, cuja atuagdo integrada e sinérgica, determina a eliminagdo de
espécies reativas de oxigénio, bem como, o controle ou reparo dos danos oxidativos decorrentes
(Shan, Aw et al. 1990; Halliwell and Whiteman 2004; Schneider and Oliveira 2004). Estes danos

vém sendo continuamente associados a etiopatogenia de processos associados a sindrome
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metabodlica. Estes processos sdo decorrentes de alteragdes metabdlicas que incluem,
principalmente, acimulo de adiposidade visceral, resisténcia a insulina, hiperglicemia,
dislipidemia e hipertensdo arterial, que em conjunto caracterizam a sindrome metabolica
(Furukawa, Fujita et al. 2004; Galili, Versari et al. 2007; Roberts and Sindhu 2009).

Estudos apontam que a atividade eritrocitaria de enzimas antioxidantes, sobretudo a
atividade da GPx, ¢ modulada por fatores associados ao estilo de vida como: tabagismo e
consumo de suplementos vitaminicos e minerais, além de varidveis como sexo e idade (Jozwiak
and Jasnowska 1985; Guemouri, Artur et al. 1991; Ceballos-Picot, Trivier et al. 1992; Andersen,
Nielsen et al. 1997; Bolzan, Bianchi et al. 1997; Pavao, Cordeiro et al. 2003).

O conhecimento das associagdes entre a atividade eritrocitaria da GPx e os fatores
determinantes da sindrome metabdlica em individuos jovens e saudéveis, permitird o melhor
entendimento do papel da GPx, como indicador precoce de processos fisiopatologicos,
predisponentes a instalacdo da sindrome metabolica, auxiliando na implementag¢do de medidas de
intervengdo que sejam eficazes no controle e prevencao de tais processos, bem como, para a
identificacdo dos principais preditores da atividade da GPx nesta populacao.

Diante do exposto, o presente estudo se propds a investigar, em individuos jovens e
saudaveis, as possiveis associacdes existentes entre a atividade eritrocitaria da GPx e os fatores
de risco para a ocorréncia da sindrome metabdlica: parametros antropométricos, bioquimicos e

clinicos; e, compostos antioxidantes ndo enzimaticos: de origem enddgena ou dietética.

4.2. Voluntarios e métodos
4.2.1. Voluntarios

O presente estudo avaliou 101 individuos jovens e sauddveis, com idade entre 18 e 35
anos (53 mulheres e 48 homens; idade: 23,1 + 3,4 anos [média + DP]; indice de massa corporal:
22,0 + 2,7 kg/m? [média + DPY)).

Para a triagem inicial dos voluntarios considerou-se como critérios de exclusdo a
evidéncia de qualquer doenca relacionada ao estresse oxidativo, inflamagao
cronica, desequilibrios hidricos, mudangas na composi¢ao corporal ou presenga de alteragdes na
absor¢do e/ou metabolismo de nutrientes. Outros critérios de exclusdo se referiram ao uso de
medicamentos ou tratamento nutricional que afetasse o balanco energético, consumo alimentar,

perfil lipidico, concentra¢des plasmaticas de insulina e metabolismo da glicose; o inicio do uso
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regular de anticoncepcionais nos 2 meses anteriores a participagdo no presente estudo; adesdo a
praticas dietéticas para a perda de peso ou peso instavel nos ultimos 6 meses (perda ou ganho de
10% do peso corporal).

Em conformidade com os principios da declaragdo de Helsinki e apo6s explicagdo clara
sobre o protocolo do estudo, cada participante assinou o termo de consentimento livre e
esclarecido, permitindo sua participagdo voluntaria. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil (Of.

ref. N ©009/2006).

4.2.2. Parametros antropométricos e de composi¢ao corporal

A estatura foi aferida utilizando-se estadidmetro (Seca 206 model, Hamburg, Germany),
com extensdo maxima de 2 metros, subdividido em milimetros. Para a aferi¢do do peso corporal
utilizou-se balanga digital eletronica (Tanita TBF-300A model, Tokyo, Japan), com capacidade
maxima de 180 quilogramas e aproximacdao de 100 gramas. O indice de massa corporal foi
calculado pela razao entre o peso corporal (quilogramas) e a estatura ao quadrado (metros).

A circunferéncia da cintura foi medida no ponto médio entre a ultima costela e a crista
iliaca e a do quadril na maior circunferéncia horizontal entre a cintura e os joelhos, sem contragao
gluteal (Salas-Salvado, Rubio et al. 2007). Ambas as circunferéncias foram aferidas utilizando-se
fita métrica flexivel e inelastica, subdividida em milimetros. Foi calculada a relagdo entre as
circunferéncias da cintura e quadril.

As pregas cutaneas tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca foram aferidas
utilizando-se adipometro (Lange caliper, Cambridge Scientific Industries Inc., Cambridge,
Maryland, USA) com aproximac¢do de 1 milimetro, conforme técnica previamente padronizada
(Durnin and Womersley 1974). Procedeu-se ao calculo do percentual de gordura troncular pela
razao entre o somatorio das pregas cutaneas subescapular e suprailiaca e o somatério das 4 pregas
cutaneas (Warnberg, Nova et al. 2006).

O percentual de gordura corporal total foi obtido mediante analise da bioimpedancia
elétrica horizontal (Biodynamics 310 model, Washington, USA), a partir da qual também foram

estimados a massa de gordura e livre de gordura corporal em quilogramas.
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4.2.3. Pressao arterial
Os niveis de pressdo arterial sistolica e diastolica foram aferidos mediante
esfignomamodmetro mecanico de coluna de mercurio (BIC, Sao Paulo, Brasil), com aproximagao

de 2 mmHg, conforme técnica descrita anteriormente (Perloff, Grim et al. 1993).

4.2.4. Analise de amostras biologicas

A coleta de sangue foi realizada por pung¢ao venosa, ap6s jejum de 12 horas. As amostras
de plasma EDTA (ethylene-diaminetetra-acetic-acid), plasma heparina e soro foram separadas do
sangue toral mediante centrifugacdo a 2465 g a 5°C por 15 minutos (Eppendorf AG, 5804R
model, Hamburg, Germany). Os eritrocitos foram obtidos por centrifugagdo a 1811 g a 5°C por
10 minutos. As amostras foram imediatamente armazenadas a -80°C até o momento das analises.

As concentragdes séricas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
triacilglicerois, acido urico e ceruloplasmina (mg/dL), foram analizadas por ensaio colorimétrico
ou turbidimétrico, mediante analizador automatico (BS-200, Shenzhen Mindray Bio-medical
Electronics Co., Nanshan, China) utilizando-se kits de analise especificos (BS-200, Shenzhen
Mindray Bio-medical Electronics Co., Nanshan, China).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada pela equacdao de Friedwald,
previamente estabelecida (Friedewald, Levy et al. 1972) e posteriormente validada (Tremblay,
Morrissette et al. 2004). Procedeu-se também ao calculo da razdo colesterol total/HDL-c,
conforme preconizado (Castelli 1988).

A concentragdo plasmatica de insulina (sensibilidade de 2 pU/mL) foi analizada por
ensaio imuno enzimatico, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se material e
reagentes providos por kit de analise especifico (Linco Research, St. Charles, USA): placa
recoberta com anticorpo de captura anti insulina humana (anticorpo monoclonal de coelho);
anticorpo de deteccdo anti insulina humana (anticorpo monoclonal de coelho biotinilado) e
substrato TMB (3, 3°, 5, 5"- tetrametilbenzidina). Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, o
ensaio foi realizado conforme protocolo descrito no kit de andlise.

A resisténcia a insulina foi estimada pelo modelo de avaliagio da homeostase da
resisténcia a insulina (HOMA-IR), previamente estabelecido (Matthews, Hosker et al. 1985).

A atividade eritrocitaria da glutationa peroxidase (GPx) foi aferida por ensaio de cinética

enzimatica, mediante kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, catalog no.
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703102). O ensaio se baseou na ocorréncia de duas reagdes acopladas. A primeira catalisada pela
GPx, referente a redugdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) a agua, as custas da conversdo da
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSH). A GSSH refere-se ao substrato para
da segunda reacdo, catalizada por outra enzima, a glutationa redutase, que recupera a GSH as
custas da oxidacdo do NADPH a NADP'. A oxidagio do NADPH foi acompanhada por
decaimento da absorbancia a 340 nm, diretamente proporcional a atividade eritrocitaria da GPx,
expressa em nmol/mL/minuto, referente a quantidade de GPx capaz de oxidar 1 nmol de NADPH
por mL de amostra por minuto.

As concentragdes plasmaticas de LDL oxidada (LDLox; sensitivity < 6.56 U/L) foram
analisadas por ELISA, utilizando-se material e reagentes providos por kit de anélise especifico
(Mercodia, Uppsala, Suécia): placa recoberta com anticorpo de captura anti LDLox humana
(anticorpo monoclonal de camundongo, murino especifico, mAB-4E6); anticorpo monoclonal de
camundongo anti Apo B 100, conjugado a peroxidase, diluido a 1:10 e substrato TMB, contendo
peroxido de hidrogénio e cromo6foro. Procedeu-se a dosagem em plasma EDTA, com diluicao a
1:6561, o ensaio foi realizado conforme protocolo descrito no kit de analise.

A capacidade antioxidante total (CAT) do plasma foi aferida por ensaio colorimétrico, por
meio de kit de analise especifico (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, catalog no. 709001). O
ensaio foi baseado na habilidade de todos os antioxidantes presentes na amostra (plasma) em
inibir a oxidacdo do substrato oxidavel ABTS (2,2 - Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate])
a ABTS™ pela metimioglobina. A quantidade de substrato oxidado (ABTS™) foi monitorada por
leitura de absorbancia a 750 nm. O decaimento da absorbancia a 750 nm foi diretamente
proporcional a concentragdo de antioxidantes no plasma, expressa em mM de trolox equivalente,
antioxidante sintético, hidrossoluvel, analogo a vitamina E.

Foram coletadas as amostras de unhas dos pés e das maos, mediante limpeza prévia com
agua e sabao e retirada de esmalte e, em seguida, armazenadas a temperatura ambiente, em sacos
de polipropileno. O preparo das amostras incluia seu tratamento acido sob aquecimento (4cido
nitrico fervente), sob altas pressdes, em recipiente de teflon (digestor), usando um sistema de
digestdo de microondas (Ethos Plus, Millestone, Sorisole, Italy). Apos a digestdo acida, as
concentracdes de cobre, zinco e selénio foram analisadas por espectrofotometria de absorgao
atomica de chama (Perkin Elmer AAnalyst 800; Norwalk, CT, USA), conforme técnica

estabelecida anteriomente (Navarro-Blasco and Alvarez-Galindo 2004). Os valores de
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concentracdo foram ajustados para o peso da amostra, e foram expressas em micrograma por
grama de unha (pg/g de unha) para o cobre e o zinco € em nanograma por grama de unha

(ng/grama de unha) para o selénio.

4.2.5. Consumo alimentar e variaveis de estilo de vida

A ingestdo dietética diaria (calorias, carboidrato, proteina, lipidio, fibra, colesterol, acidos
graxos saturados, mono e poliinsaturados, vitaminas C e A, ferro, cobre e zinco) foi avaliada
mediante aplica¢ao de registro alimentar de 72 horas, utilizando-se software especifico DietPRO,
versdo 5.0, AS sistemas (DietPRO 2009). Os voluntarios eram orientados a registrar em
formulario proprio todos os alimentos e bebidas consumidos, bem como suas quantidades, ao
longo de um dia. Esse procedimento foi realizado por trés dias ndo consecutivos, inclundo um dia
de final de semana.

Variaveis de estilo de vida tais como: uso de suplementos vitaminicos, tabagismo
(fumantes ou ndo-fumantes), nimero de cigarros por dia, pratica regular de atividade fisica (sim
ou nao) e intensidade da atividade fisica também foram coletados. Para quantificar a intensidade
de atividade fisica, foi utilizado o indice metabolico equivalente (MET). Este indice representa a
razdo entre a quantidade de energia (kcal) despedida para a realizagdo de uma determinada
atividade fisica e a energia equivalente a situacao de repouso. Convencionalmente, considera-se
que a situagdo de repouso refere-se ao MET = 1. As pontuagdes dos METs foram fornecidas pelo
Compéndio de Atividades Fisicas (Amorim and Gomes 2003), um esquema de codificacdo que
classifica as atividades fisicas de acordo com seu dispéndio energético em relagdo a situagdo de
repouso (Ainsworth, Haskell et al. 1993; Ainsworth, Haskell et al. 2000). Os METs, para cada
atividade especifica, foram calculados multiplicando o tempo gasto em cada atividade pela sua
pontuagdo de MET, procedendo-se ao somatério de todas as atividades realizadas ao longo de

uma semana, obtendo-se um valor médio, expresso em horas por dia.

4.2.6. Analise estatistica
Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuigdo.
De acordo com a distribuigdo das variaveis, foi adotado o teste Student-t, paramétrico, ou seu

equivalente ndo paramétrico, o teste de Mann-Whitney-U, para a comparagdo entre os grupos
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categorizados pela mediada da distribuicdo da atividade eritrocitaria da GPx. Para as variaveis
categoricas foi utilizado o teste de qui-quadrado-y°.

Foi utilizada a correlacdo de Spearman para rastrear a associacdo entre a atividade
eritrocitaria da GPx e as demais variaveis de interesse. Modelos de regressdo linear simples
foram utilizados para identificar os fatores preditivos da atividade eritrocitaria da GPx (variavel
dependente). Estes modelos foram previamente ajustados para as covariaveis sexo, idade,
tabagismo e atividade fisica, quando estes fatores mostraram efeito significativo.

Os resultados foram apresentados como média + DP. O intervalo de confianca de 95% foi
utilizado para descrever os valores do coeficiente de regressdo linear (B) e o de regressao
logistica, odds ratio (OR). Foi considerado o nivel de significancia estatistica de 5 % de
probabilidade (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS

sistema versdo 8.0 para Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC 27513, E.U.A. (SAS 2001).

4.3. Resultados

Os parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos (média + DP) categorizados pelo
valor da mediana da atividade da GPx (522,63 nmol/[ml/min]) sdo apresentados na Tabela 3.1.
Individuos com maior atividade enzimatica da GPx demonstraram maiores valores de idade e
niveis circulantes de LDL oxidada e por outro lado, menores concentragdes dos minerais selénio
e cobre nas unhas. Nenhum outro pardmetro bioquimico, antropométrico ou de composi¢do
corporal diferiu entre os dois grupos referentes a atividade da GPx (< 522,63 nmol/[ml/min]
versus > 522,63 nmol/[ml/min]). Da mesma forma, ndo foram encontradas diferencas
relacionadas aos niveis de pressao arterial.

Na Tabela 3.2, sdo apresentadas as variaveis de estilo de vida e ingestdo dietética diaria de
antioxidantes, também categorizadas pelo valor mediano da atividade da GPx (522,63
nmol/[ml/min]). Individuos com maior atividade enzimatica da GPx demonstraram maior
ingestdo didria de vitamina C, nenhum outro nutriente diferiu entre as duas categorias da
atividade da GPx. Da mesma forma, ndo houve diferenca para nenhuma das variaveis de estilo de
vida.

A atividade enzimatica da GPx se correlacionou positivamente aos valores percentuais de
gordura troncular (r = 0,24; P = 0,016), niveis circulantes de LDL oxidada (r = 0,28; P = 0,004) e

ingestdo didria de vitamina C (r = 0,28; P = 0,007) e negativamente a concentra¢ao de selénio nas
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unhas (r = -0,24; P = 0,026) (Tabela 3.3). Nenhuma correlagdo foi encontrada para as variaveis de
estilo de vida, tais como, numeros de cigarros/dia ou gasto calorico da atividade fisica
relacionado ao gasto energético de repouso (MET) (dados ndo apresentados em tabela).

Mediante analise de regressao simples, observou-se que o percentual de gordura troncular,
bem como, os niveis circulantes de LDL oxidada foram preditores positivos da atividade
enzimatica da GPx. O acréscimo de 1 unidade no percentual de gordura troncular (1%) e na
concentracao plasmatica de LDL oxidada (1 U/L), foi capaz de se associar ao aumento de 10,665
nmol/[ml/min] e 2,430 nmol/[ml/min] na atividade da GPx, respectivamente. Cabe ressaltar que
5,9% do aumento na atividade da GPx foi devido ao efeito do percentual de gordura troncular, ao

passo que 7,4%, aos niveis circulantes de LDL oxidada (Tabela 3.4).
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Tabela 3.1: Parametros antropométricos, clinicos ¢ bioquimicos (média = DP) categorizados pelo
valor da mediana (522,63 nmol/[ml/min]) da atividade eritrocitaria da GPx

atividade da GPx atividade da GPx P
<522,63 > 522,63
nmol/[ml/min] nmol/[ml/min]
(n=51) (n=50)
"Idade (anos) 227 + 38 235 + 29 0,026
Peso Corporal (kg) 629 + 114 63,5 + 10,8 0,357
IMC (kg/m?) 22,1 + 28 219 + 26 0,281
Circunferéncia da Cintura (cm)1 782 + 8,6 783 + 8,5 0,973
Circunferéncia do Quadril (cm)1 959 = 6,0 949 + 62 0,434
Relagdo Cintura/Quadril’ 0,8 + 0,1 08 + 0,1 0,487
PC Tricipital (mm)' 18,0 = 7,0 16,8 + 6,7 0,369
PC Bicipital (mm) 76 £ 45 6,5 £ 3,5 0,123
PC Suprailiac (mm) 17,6 + 8.4 172 + 94 0,269
PC Subscapular (mm) 16,5 = 64 17,0 £ 72 0,359
Soma das 4 PC (mm) 59,8 + 22,8 57,5 + 25,1 0,210
Gordura Troncular (%)1 57,0 £ 6,8 593 + 59 0,068
Gordura Total (%)’ 232 + 64 219 + 6,1 0,286
Massa de Gordura (kg) 145 = 4,6 139 += 50 0,142
Massa Livre de Gordura (kg) 48,4 + 10,0 49,6 + 91 0,220
Pressdo Arterial Sistolica (mmHg) 11,1 £ 09 11,0 £ 09 0,229
Pressdo Arterial Diastolica (mmHg) 74 + 07 74 £ 0,6 0,428
Glicose (mg/dL)l 90,5 + 64 90,7 + 6,6 0,884
Insulina (uU/mL)" 10,8 = 5.1 99 + 6,5 0,105
HOMA-IR? 24 £ 1.2 22 £ 13 0,137
Colesterol Total (mg/dL)’ 156,4 = 30,2 148,3 + 21,8 0,129
HDL-c (mg/dL) " 456 + 10,0 24 + 102 0,119
LDL-c (mg/dL) 94,4 + 289 88,1 =+ 18,7 0,178
Triacilglicerois (mg/dL) 952 + 30,0 93,5 + 37,1 0,221
Relagdo Colesterol Total/HDL-c° 3,5 = 07 36 = 1,0 0,209
Acido Urico (mg/dL)' 38 + 1.2 35 = 1,0 0,319
Ceruloplasmina (mg/dL) 36,8 + 79 352 = 7,0 0,138
*Selénio (ng/g de unha)'* 393,8 + 845 360,1 + 64,4 0,045
Zinco (ug/g de unha)* 1253 + 484 1332 + 729 0,370
“Cobre (ug/g de unha) 79 + 56 6,3 + 44 0,046
CAT (mM)° 1,8 + 1,0 16 + 1,0 0,109
SLDLox (U/L)" 704 + 313 83,9 + 312 0,033

DP, desvio padrao; GPx, glutationa peroxidase; IMC, indice de massa corporal; PC, prega cutanea; HOMA-IR,
modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c,
lipoproteina de baixa densidade; CAT, capacidade antioxidante total do plasma; LDLox, lipoproteina de baixa
densidade oxidada

"teste Student t foi realizado para as variaveis com distribui¢do normal, as demais variaveis foram analisadas
pelo teste Mann-Whitney U

*n=48 para atividade da GPx > 522,63 nmol/[ml/min]

® =48 para atividade da GPx < 522,63 nmol/[ml/min]; n=49 para atividade da GPx > 522,63 nmol/[ml/min]
“n=41 para atividade da GPx < 522,63 nmol/[ml/min]; n=41 para atividade da GPx > 522,63 nmol/[ml/min]

4 n=50 para atividade da GPx < 522,63 nmol/[ml/min]

*" diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)



Tabela 3.2: Variaveis de estilo de vida e ingestdo dietética diaria (média £ DP) categorizadas pelo

valor da mediana (522,63 nmol/[ml/min]) da atividade eritrocitaria da GPx

atividade da GPx atividade da GPx P
<522,63 > 522,63
nmol/[ml/min] nmol/[ml/min]
(n=51) (n=50)

Varidveis de Estilo de Vida
Uso de suplementagdo de vitaminas (%)’ 1,9 10,0 0,178
Tabagismo (%)"* 11,6 13,6 0,316
Pratica regular de atividade fisica (%)"* 76,7 72,7 0,736
Cigarros/dia” 1,2 + 39 2,5 = 7,1 0,262
MET (h/dia)” 30,9 + 10,6 31,1 £ 93 0,340
Ingestéo Dietética Diaria de Nutrientes
Antioxidantes®
Vitamina A (mg)’ 7809 + 3838 868,5 + 5562 0,412
*Vitamina C (mg) 118,9 + 1329 1362 + 71,3 0,010
Cobre (mg) 1,2 + 07 1,1 + 0,58 0,471
Zinco (mg)’ 90 + 34 77 + 3,7 0,089

DP, desvio padrio; GPx, glutationa peroxidase; MET, indice metabolico equivalente

"teste qui-quadrado x° test para variaveis categoricas

2 . . ., . . . .~ . ., . .
teste Student t foi realizado para as varidveis com distribui¢do normal, as demais variaveis foram analisadas

pelo teste Mann-Whitney U

*n=43 para atividade da GPx < 522,63 nmol/[ml/min]; n=44 para atividade da GPx > 522,63 nmol/[ml/min]

® =39 para atividade da GPx < 522,63 nmol/[ml/min]; n=44 para atividade da GPx > 522,63 nmol/[ml/min]

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)
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Tabela 3.3: Associacdo (coeficiente de correlagdo de Spearman: r) entre a atividade eritrocitaria da
GPx (nmol/[ml/min]) e os parametros antropométricos, clinicos, bioquimicos e ingestdo dietética
diaria

r P

Antropometria e Pressao Arterial (n=101)
Idade (anos) 0,16 0,114
Peso Corporal (kg) 0,10 0,315
IMC (kg/m?) -0,03 0,764
Circunferéncia da Cintura (cm) 0,05 0,637
Circunferéncia do Quadril (cm) -0,09 0,340
Relagdo Cintura/Quadril 0,17 0,080
PC Tricipital (mm) -0,12 0,215
PC Bicipital (mm) -0,15 0,133
PC Suprailiaca (mm) -0,06 0,539
PC Subescapular (mm) 0,06 0,513
Soma das 4 PC (mm) -0,09 0,359

Gordura Troncular (%) 0,24 0,016
Gordura Total (%) -0,16 0,115
Massa de Gordura (kg) -0,11 0,253
Massa Livre de Gordura (kg) 0,16 0,111
Pressdo Arterial Sistdlica (mmHg) -0,05 0,602
Pressao Arterial Diastolica (mmHg) 0,01 0,983
Parémetros Bioquimicos (n=101)
Glicose (mg/dL) -0,01 0,918
Insulina (uU/mL)" -0,18 0,076
HOMA-IR? -0,16 0,101
Colesterol Total (mg/dL) -0,16 0,114
HDL-¢ (mg/dL)" -0,14 0,164
LDL-c¢ (mg/dL) -0,14 0,171
Triacilglicerois (mg/dL) -0,13 0,178
Relagag Colesterol Total/HDL- <’ 0,05 0,628
Acido Urico (mg/dL) -0,05 0,617
Ceruloplasmina (mg/dL) -0,15 0,127
**Selénio (ng/g de unha)” -0,24 0,026
Zinco (ug/g de unha)* -0,05 0,652
Cobre (ng/ g de unha)° -0,19 0,075
CAT (mM) -0,07 0,489

S“LDLox (U/L)" 0,28 0,004
Ingestdo Dietética Diaria de Nutrientes Antioxidantes (n=83)
V1tam1na A (mg) 0,12 0,249

*"Vitamina C (mg) 0, 28 0,007
Cobre (mg) 0,06 0,540
Zinco (mg) —O 09 0,387

GPx, glutationa peroxidase; IMC, indice de massa corporal; PC, prega cutanea; HOMA-IR, modelo de
avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c, lipoproteina
de baixa densidade; CAT, capacidade antioxidante total do plasma; LDLox, lipoproteina de baixa densidade
oxidada

n=99; ®n=97; *n=82; ‘n=100

** diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

s diferenga significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)



Tabela 3.4: Preditores da atividade eritrocitaria da GPx (nmol/[ml/min]): regressdo linear simples
(n=101)

coeficiente B (IC 95%) P r

Predictors of Atividade da GPx

Idade (anos) 4,860 (-11,576 a 21,297) 0,558 0,003
*Gordura Troncular (%) 10,665 (2,214 a 19,117) 0,013 0,059
Selénio (ng/g de unha)' -0,649 (-1,455a 0,157) 0,113 0,030
Copper (ug/g de unha)' -10,586 (-22,686 a 1,514) 0,085 0,036
*"LDLox (U/L) 2,430 (0,714 a 4,146) 0,006 0,074
Vitamina C (mg/d)’ 0,236 (-0,314 a 0,786) 0,395 0,008

GPx, glutationa peroxidase; LDLox, lipoproteina de baixa densidade oxidada
'n=82, *n=100, *n=83

*" diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05)

*** diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (P < 0,01)

4.4. Discussao

A atividade enzimatica da GPx ¢ comumente aferida em eritrocitos humanos pois nestas
células, em fungdo da auto-oxidagdo da hemoglobina, continuamente, sdo gerados espécies
reativas de oxigénio e perdxido de hidrogénio (Misra and Fridovich 1972; Guemouri, Artur et al.
1991; Ceballos-Picot, Trivier et al. 1992; Andersen, Nielsen et al. 1997; Bolzan, Bianchi et al.
1997; Ashrafi, Shams et al. 2007; Ordonez and Rosety-Rodriguez 2007). No entanto, Andersen,
Nielsen et al. (1997) apontaram que a atividade enzimatica mensurada nos eritrocito pode nao
refletir a defesa antioxidante sistémica. Estes pressupostos possivelmente justificam a auséncia de
associagdes, no presente estudo, entre a atividade eritrocitaria da GPx e outros componentes do
sistema antioxidante também avaliados: niveis séricos de 4cido urico e ceruloplasmina e
capacidade antioxidante total do plasma.

Estudos prévios demonstraram que individuos portadores de condigdes patologicas
associadas ao aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio, quando comparados aos seus
controles, exibiram maior atividade eritrocitaria de GPx (Ashrafi, Shams et al. 2007; Ordonez
and Rosety-Rodriguez 2007; Al-Gadani, El-Ansary et al. 2009), sugerindo assim que o aumento
da atividade da GPx pode ser induzido pela instalacdo do estresse oxidativo decorrente de
patologias associadas. O presente estudo foi capaz de demonstrar que mesmo em individuos
saudaveis, isentos de condicdes patoldgicas associada ao estresse oxidativo, os niveis circulantes
de LDL oxidada (condi¢ao oxidante) foram maiores entre aqueles cujos valores da atividade da
GPx estavam acima da mediana. Da mesma forma, a atividade da GPxse correlacionou

positivamente aos niveis circulantes da LDL oxidada. Por fim, mediante analise de regressao, os
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niveis circulantes da LDL oxidada tiveram efeito positivo sobre a atividade da GPx, sendo que tal
efeito foi capaz de explicar 7,4% da varia¢do ocorrida na atividade enzimatica da GPx (Tabela
3.4). Frente a estes achados € vidvel sugerir a possivel ocorréncia de um mecanismo regulatorio,
no qual, diante de condicdes oxidantes (aumento nos niveis circulantes de LDL oxidada) ha um
aumento na atividade da referida enzima, no sentido de restabelecer o equilibrio redox. A atuagdo
desse mecanismo regulatorio, possivelmente ¢ também o fator determinante das associacdes
positivas encontradas entre o percentual de gordura troncular e a atividade enzimatica da GPx. O
acumulo de tecido adiposo, sobretudo o visceral, predispde a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (Furukawa, Fujita et al. 2004; Roberts and Sindhu 2009), o percentual de gordura
troncular ¢ um indicador indireto de tal acimulo (Warnberg, Nova et al. 2006). No presente
estudo, este indicador correlacionou-se positivamente a atividade da GPx. Por meio da anélise de
regressdo, constatou-se que o acréscimo de 1 unidade no percentual de gordura troncular foi
capaz de se associae ao aumento de 10.665 nmol/[ml/min] na atividade da referida enzima, sendo
que este acréscimo explicou 5,9% da variag@o na atividade enzimatica em questdo (Tabela 3.4).
Barbosa, Bressan et al. (2008), em estudo de revisdo, ressaltaram que inimeros estudos de
suplementacdo vém evidenciando os efeitos benéficos das vitaminas e minerais antioxidantes
sobre os biomarcadores do estresse oxidativo. As vitaminas C e E estdo entre as que tém seu
efeito antioxidante mais amplamente investigado (Meydani and Meisler 1997; Evstigneeva,
Volkov et al. 1998; Vincent, Innes et al. 2007; Barbosa, Bressan et al. 2008). No presente estudo,
apesar da vitamina C ndo ter sido capaz de exercer efeito preditivo sobre a atividade da GPx, sua
ingestdo dietética diaria foi maior entre os individuos cujos valores da atividade enzimatica em
questdo estavam acima da mediana e da mesma forma, mostrou-se correlacionada positivamente
a atividade da GPx. Estes resultados, refletidos pela associagdo positiva entre as variaveis em
questdo (ingestdo dietética de vitamina C e atividade da GPx), estdo em concordancia com outros
estudos (Aksoy, Vural et al. 2005; Shireen, Pace et al. 2008). A vitamina C ¢ um antioxidante
hidrossoluvel que além de exercer efeito direto sobre a eliminagdo de espécies reativas de
oxigénio, por meio de sua atuacdo como potente agente redutor, ainda € capaz de agir
sinergicamente, potencializando a atividade de outros antioxidantes, entre eles o selénio e a
vitamina E (Rodrigo, Guichard et al. 2007; Vincent, Innes et al. 2007). A agao sinérgica com o
selénio se d& pelo fato da vitamina C preservar a atividade antioxidante deste mineral (May

2000). No mesmo sentido, age restaurando os niveis de vitamina E, possibilitando a atuacao desta
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vitamina na prote¢do contra a peroxidacao lipidica das membranas celulares, agao exercida pela
conversao do radical anion superoxido e peroxido de hidrogénio em formas mais estaveis e,
portanto menos reativas (May 2000; Packer, Weber et al. 2001). A GPx ¢ por exceléncia uma
enzima antioxidante que tem como substratos os peroxidos de hidrogénio e organicos e atua, com
considerdvel eficiéncia, na protecdo das membranas celulares (Little, Olinescu et al. 1970). Dessa
forma o efeito sinérgico que a vitamina C exerce sobre a atividade de outros compostos
antioxidantes, especialmente sobre a vitamina E, possivelmente é o fator determinante da
associagdo positiva observada entre a sua ingestdo dietética diaria e a atividade enzimatica da
referida enzima.

O efeito do selénio sobre o aumento da atividade da GPx também vem sendo destacado
(Olivieri, Stanzial et al. 1994; El-Bayoumy, Richie et al. 2002; Elango, Samuel et al. 2006;
Mishra, Baines et al. 2007). Esse mineral tem recebido atengdo especial em funcdao de ser um
componente essencial, inserido no centro catalitico da GPx, ligado covalentemente a um residuo
de cisteina, constituindo-se em selenocisteina (Steinbrenneer and Sies 2009). O estado nutricional
de selénio pode ser aferido por meio da sua dosagem no soro, plasma, eritrocitos, plaquetas ou
ainda no sangue total (Al-Saleh and Billedo 2006). No presente estudo, a dosagem de selénio se
refere a sua concentracdo nas unhas, marcador capaz de refletir o estado nutricional pregresso
deste mineral em longo prazo. O periodo de tempo refletido ndo pode ser especificado
precisamente, estima-se que varie entre 6 ¢ 18 meses precedentes (Hunter, Morris et al. 1990; Al-
Saleh and Billedo 2006), ao passo que sua dosagem sanguinea reflete a ingestdo dietética atual
(Longnecker, Stampfer et al. 1993). No presente estudo, observou-se que a concentragdo de
selénio nas unhas associou-se negativamente a atividade da GPx (teste de Mann-Whitney e
correlagao de Spearman), o que pode ser devido ao fato da dosagem de selénio nas unhas refletir
sua ingestdo dietética pregressa (6 a 18 meses precedentes), uma vez que a atividade enzimatica
da GPx, aferida em eritrocitos, limita-se ao periodo maximo de 120 dias precedentes, meia vida
dessas células (Rea, Thomson et al. 1979). Este pressuposto € corroborado pelo achado de que a
atividade da GPx ¢ estreitamente correlacionada a dosagem sérica de selénio, marcador de sua
ingestdo atual (Al-Saleh and Billedo 2006). A dosagem de selénio nas unhas tem maior
aplicabilidade quando relacionada aos efeitos retrospectivos e de carater cronico, ndo sendo
afetada por sua ingestdo dietética recente, cabendo ressaltar que alteragdes no padrao de ingestao

dietética deste mineral serdo refletidos nas unhas somente apos 3 meses (Longnecker, Stampfer et
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al. 1993). A forma quimica do selénio determina a duragdo de sua vida média nos tecidos
periféricos antes da sua incorporacao nas unhas. As formas organicas, incluindo a selenocisteina,
tém vida média de 15 a 50 dias (Swanson, Patterson et al. 1991), enquanto que a forma de
selenito de sddio tem mais de 100 dias (Hawkes, Alkan et al. 2003). Os baixos niveis de ingestao
dietética de selénio atenuam sua incorporagdo nas unhas, uma vez que este mineral ¢ requerido
preferencialmente para cumprir sua demanda metabolica (Ovaskainen, Virtamo et al. 1993), que
em parte se refere a sua inser¢ao no centro catalitico da GPx (Steinbrenneer and Sies 2009).

A aferi¢dao da ingestao dietética de selénio ¢ bastante comprometida pela ampla variagao
do seu contetdo nos alimentos (Combs 2001). Este contetido varia consideravelmente em func¢ao
dos niveis deste mineral no solo, o que por sua vez, ¢ determinado por diversos fatores, entre
eles: localizacdo geografica, caracteristicas da agua e conteudo de micro elementos nos
fertilizantes utilizados (Longnecker, Taylor et al. 1991; Al-Saleh and Billedo 2006). Alguns
estudos epidemioldgicos associaram os baixos niveis de ingestdo de selénio ao risco aumentado
de doencgas cardiovasculares (Kardinaal, Kok et al. 1997; Yoshizawa, Ascherio et al. 2003;
Rajpathak, Rimm et al. 2005). Em funcao do seu papel protetor, a avaliacdo do estado nutricional
de selénio tem gerado grande interesse. Para tal, a dosagem da concentrag¢ao de selénio nas unhas
surge como alternativa interessante, uma vez que ¢ capaz de refletir sua ingestao dietética e ainda
apresenta-se como um método menos invasivo que a dosagem sérica (Longnecker, Taylor et al.
1991; Longnecker, Stampfer et al. 1993; Ovaskainen, Virtamo et al. 1993; Al-Saleh and Billedo
2006).

No presente estudo, apesar da concentragdo de selénio nas unhas ndo ter sido capaz de
apresentar-se como fator preditivo positivo da atividade da GPx, mostrou-se positivamente
correlacionada a outros pardmetros relacionados a defesa antioxidante: capacidade antioxidante
total do plasma (r = 0,29; P = 0,008) e dosagem de outros minerais antioxidantes na unhas: zinco
(r=20,36; P=0,001) e cobre (r =0,38; P =0,001) (resultados nao apresentados em tabela). Estes
minerais sdao cofatores da superoxido dismutase, enzima de cuja atividade decorre a geragao de
peréxido de hidrogénio, principal substrato da GPx (Andersen, Nielsen et al. 1997; Bolzan,
Bianchi et al. 1997; Ferreira and Matsubara 1997). A capacidade antioxidante total do plasma diz
respeito a concentragdo de antioxidantes totais na amostra, incluindo além do sistema enzimatico,

componentes como: acido ascorbico, a-tocoferol, f-caroteno, glutationa reduzida, acido turico,
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bilirrubina, albumina, ceruroplasmina e ferritina (Ferreira and Matsubara 1997; Vincent, Innes et
al. 2007).

Idade, sexo e outros fatores associados ao estilo de vida como, tabagismo e uso de
suplementos dietéticos, sdo determinantes da atividade de enzimas antioxidantes em eritrocitos
humanos, sobretudo da atividade enzimatica da GPx (Jozwiak and Jasnowska 1985; Guemouri,
Artur et al. 1991; Ceballos-Picot, Trivier et al. 1992; Andersen, Nielsen et al. 1997; Bolzan,
Bianchi et al. 1997; Pavao, Cordeiro et al. 2003). Alguns estudos demonstraram haver um
incremento na atividade da GPx com o aumento da idade (Jozwiak and Jasnowska 1985;
Ceballos-Picot, Trivier et al. 1992; Bolzan, Bianchi et al. 1997; Pavao, Cordeiro et al. 2003),
achado que corrobora o fato de que no presente estudo, individuos cuja atividade de GPx estava
acima do valor da mediana, apresentaram idade mais elevada. Por outro lado, outros autores
apontaram associa¢ao negativa entre idade e atividade da GPx (Guemouri, Artur et al. 1991) ou
ndo encontraram nenhuma associagdo entre estas variaveis (Andersen, Nielsen et al. 1997).
Ceballos-Picot, Trivier et al. (1992) sugeriram que o aumento da atividade da GPx com o
aumento da idade pode consistir em mecanismo adaptativo, uma vez que as concentragdes de
perdxido de hidrogénio nos eritrocitos tendem a aumentar mediante o envelhecimento. O efeito
do sexo sobre a atividade da GPx também ¢é alvo de resultados ainda nao conclusivos, onde
alguns estudos relatam maior atividade enzimadtica entre mulheres (Guemouri, Artur et al. 1991;
Berr, Nicole et al. 1993), outros ndo (Ceballos-Picot, Trivier et al. 1992; Andersen, Nielsen et al.
1997; Bolzan, Bianchi et al. 1997; Pavao, Cordeiro et al. 2003). No presente estudo a atividade
enzimatica da GPx nao diferiu entre homens (615,62 nmol/mL/min) e mulheres (550,45
nmol/mL/min) (resultados ndo apresentados em tabela). No tocante ao efeito do tabagismo,
Andersen, Nielsen et al. (1997) encontraram que a atividade da GPx foi maior entre os nado
fumantes, no entanto apds o ajuste por possiveis fatores de confundimento (idade, sexo, ingestao
de suplementos dietéticos, alcool e cafeina) o tabagismo ndo foi fator preditivo da atividade da
referida enzima. No presente estudo, o tabagismo ndo esteve associado a atividade da GPx,
achado corroborado por outros estudos (Guemouri, Artur et al. 1991; Bolzan, Bianchi et al. 1997,
Pavao, Cordeiro et al. 2003). Andersen, Nielsen et al. (1997) apontaram a ingestdo de
suplementos vitaminicos como fator preditivo positivo da atividade da GPx. No presente estudo,
a pequena freqiiéncia de fumantes (10,8%) e consumidores de suplemento de vitamina (5,9%),

pode ser determinante da falta de associagdo entre estas variaveis ¢ a atividade da GPx. A
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atividade das enzimas antioxidantes, sobretudo da GPx, ¢ passivel de grande variabilidade
interindividual, Bolzan, Bianchi et al. (1997) ressaltaram que o coeficiente de variagdo da GPx
(36,2%) superou o das demais enzimas antioxidantes: catalase (21,0%) e superdxido dismutase
(13,5%). Tal variabilidade possivelmente explica em parte, a controvérsia dos efeitos de idade,
sexo e outros fatores relacionados ao estilo de vida sobre a atividade da GPx. Outras fontes de
variagdo seriam a diferenca entre os ensaios utilizados para aferir a atividade enzimatica, bem
como, a heterogeneidade dos critérios de selecao dos participantes dos estudos (Ceballos-Picot,
Trivier et al. 1992).

Em individuos jovens e aparentemente saudaveis, condigdes oxidantes como, os niveis
circulantes de LDL oxidada e o percentual de gordura troncular, foram capazes de predizer o
aumento da atividade eritrocitaria da GPx. Tal fato aponta a possivel atuacdo de um mecanismo
regulatorio, no qual o aumento da atividade antioxidante da referida enzima, ocorre no sentido de
restaurar o equilibrio redox do sistema bioldgico. A associag@o positiva entre a ingestao diaria de
vitamina C e a atividade da GPx corrobora a acdo sinérgica desta vitamina sobre outros
compostos do sistema de defesa antioxidante. O avangar da idade ¢ um dos fatores determinantes
do aumento da geragdo de espécies reativas de oxigé€nio, entre elas o peroxido de hidrogénio,
substrato da GPx. Neste contexto, a associagdo positiva entre esses variaveis (idade e atividade da
GPx) encontra respaldo. A dosagem de selénio nas unhas, apesar de ser uma alternativa
interessante para a avaliacdo do estado nutricional deste mineral, ndo foi capaz de refletir o
aumento da atividade da GPx. A atividade eritrocitaria da GPx ¢ um importante biomarcador da
capacidade antioxidante do sistema de defesa enzimatico, pois além de desempenhar importante
papel na manutencao da integridade desse sistema e, por conseguinte de sua eficacia, ¢ a enzima
que apresenta maior afinidade para perdxidos o que a capacita como um importante componente
na protecao contra a peroxidagdo lipidica das membranas celulares. No entanto, a variabilidade
biologica da atividade da GPx, ¢ um fator limitante da sua aplicagdo como indicador de eventos
fisiopatoldgicos, predisponentes a instalagdo da sindrome metabdlica, processo intimamente

associado ao estresse oxidativo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi capaz de demonstrar, que mesmo em individuos jovens e
aparentemente sauddveis, isentos de condi¢des patoldgicas que estejam associadas a maior
geragdo de radicais livres e/ou a menor capacidade das defesas antioxidantes, os niveis
circulantes de LDL oxidada (LDLox), a capacidade antioxidante total do plasma (CAT) e a
atividade eritrocitaria da glutationa peroxidase (GPx), ja se mostraram associados a alguns
parametros antropométricos ¢ de composicdo corporal (indicadores de adiposidade total e
acumulo de adiposidade visceral); bioquimicos (indicadores de dislipidemia, hiperglicemia, risco
aterogénico e resisténcia a insulina); clinicos (indicadores de hipertensao arterial) e dietéticos.

A concentragdo plasmatica de LDLox pode ser apontada como um indicador precoce dos
determinantes da sindrome metabdlica em populagdo jovem e saudavel. Em individuos
normolipidémicos, as fra¢des lipidicas (CT, LDL-c e CT/HDL-c), ja estiveram associadas ao
aumento dos niveis circulantes deste biomarcador. Os resultados apontam a relevancia de
intervengdes dietéticas realizadas no sentido de diminuir a colesterolemia e aumentar os niveis
séricos de HDL-c, uma vez que possibilitam atuar precocemente sobre os eventos de oxidagao da
particula LDL-c. Maiores niveis de LDLox estiveram associados ao aumento de 240% nas
chances de apresentar hipertrigliciridemia. Mesmo diante de niveis séricos normais de acido urico
(< 7 mg/dL), este componente demonstrou-se preditor positivo da concentracdo plasmatica da
LDLox, corrborando seu efeito aterogénico. A concentracao de selénio na unha foi pela primeira
vez, apontado como preditor negativo das concentragdes plasmaticas de LDLox, respaldando seu
efeito protetor sobre o risco aterogénico. A maior atividade eritrocitaria da GPx diante dos
maiores niveis plasmaticos de LDLox, sugere a atuacdo de mecanismo regulatorio, que ocorre no
sentido de restaurar o equilibrio redox.

A CAT do plasma nao esteve associada aos pardmetros antropométricos nem tampouco
aos demais biomarcadores do estresse oxidativo (atividade da GPx e concentracdes plasmaticas
de LDLox). No entanto, a redugdo da ingestdo diaria de calorias (kcal/kg de peso corporal) e de
carboidratos (g/kg de peso corporal) conseguiu predizer o aumento da CAT do plasma. Assim, o
nivel de ingestao calorica € o primeiro fator a atuar na modulagdo da CAT do plasma, antes de se
estabelecer desvios antropométricos, de composi¢do corporal e/ou metabolicos. Em condic¢des
fisioldgicas, o aumento da CAT do plasma foi capaz de atuar como mecanismo compensatorio

frente a condi¢cdes oxidantes. A CAT ¢ um biomarcador de grande relevancia bioldgica, pois
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considera a totalidade dos componentes envolvidos no sistema de defesa antioxidante (fatores
endogenos e dietéticos).

Condigdes oxidantes como, os niveis circulantes de LDL oxidada e o percentual de
gordura troncular, foram capazes de predizer o aumento da atividade eritrocitaria da GPx. A
associagdo positiva entre a ingestao didria de vitamina C e a atividade da GPx corroborou a agao
sinérgica desta vitamina sobre outros compostos do sistema de defesa antioxidante. A associagdo
positiva entre idade e atividade da GPx encontrou respaldo no fato do avancar da idade ser um
dos fatores determinantes do aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio, entre elas o
perdxido de hidrogénio, substrato da GPx. A dosagem de selénio nas unhas, apesar de ser uma
alternativa interessante para a avaliacdo do estado nutricional deste mineral, ndo foi capaz de
refletir o aumento da atividade da GPx. Considerando a associagcdo negativa observada entre a
dosagem de selénio nas unhas e a atividade da GPx, pode-se sugerir que a populagdo do presente
estudo, possivelmente, esteve deficiente em relagdo ao estado nutricional de selénio, uma vez que
a incorporacdao desse mineral nas unhas ocorre mediante o cumprimento do seu requerimento
bioldgico, ou seja, diante de condi¢gdes oxidantes houve maior requerimento desse mineral para
compor o centro catalitico da GPx, diminuindo assim, seu pool nas unhas, o que indica deplecdo
de suas reservas. A atividade eritrocitaria da GPx ¢ um importante biomarcador da capacidade
antioxidante do sistema de defesa enzimatico, pois além de desempenhar importante papel na
manutencao da integridade de tal sistema e, por conseguinte de sua eficdcia, ¢ a enzima que
apresenta maior afinidade para peroxidos o que a capacita como um importante componente na
prote¢do contra a peroxidacdo lipidica das membranas celulares. No entanto, a variabilidade
biologica da atividade da GPx, ¢ um fator limitante da sua aplicagdo como indicador de eventos

fisiopatoldgicos, predisponentes a instalacdo da sindrome metabdlica.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

ENTREVISTA TELEFONICA

NOME:

comeo[ |

SEXO Homen Mulher

DATA DE NACIMIENTO: /

CURSO:

TELEFONE DE CONTATO: | | Res:

D Cel.:

e-mail:

CRITERIOS DE INCLUSAO

Tem idade compreendida entre 18 e 35 anos?

E portador de alguma doenca /
Infecgao Recorrente/ Alergias?

Faz uso diario de algum medicamento?
Faz dieta ou participa de algum programa
de controle de peso?

Faz uso de suplementos vitaminicos
gfou minerais?

Faz uso de algum outro suplemento?
(tratamento fitoterapico)

Apresentou alguma modificacdo brusca
de peso nos dltimos 6 meses?

S

-

[ Y e N R B Y

1

=
Q

]

[ ] s R[] [

|dade:

qual:

qual:

duracéao:

qual:

duracao:

qual:

duracéo;

qual:

duracdo:

quanto:
motivo:

anos

Kg

OBSERVACOES
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

1° ENCONTRO

DIA:

HORA:

Assinar Consentimento Livre Esclarecido (2 vias)

Entrega R72H para preenchimento

Onentacoes R72H (Kit de Medidas Caseiras)

Entrega da bolsa para coleta das unhas

Entrega das instrugGes para o 2° ENCONTRO

Marcar 2° ENCONTRO

DADOS GERAIS E CRITERIOS DE INCLUSAO

Teve algum processo infeccionso nos
ultimos 10 dias?

E portador de alguma doenca /
Infeccdo Recorrente/ Alergias?

Faz uso diario de algum medicamento?
Faz dieta ou participa de algum programa
de controle de peso?

Faz uso de suplementos vitaminicos
efou minerais?

Faz uso de algum outro suplemento?
(tratamento fitoterapico)

Faz uso de shampoo efou logdo especial
para tratamento capilar?

Compatibiliza estudo e trabalho?

0

0

.

.-

H

P
Qo

%]

[ o] o] [e] ] [s]

1

=
o

[~]

o] o]

5 5 A Y B 1 B Y

comigo [ |

Dia-__ /  Hora:

qual:

qual:

qual:
duracéo:

qual:
duracao:

qual:
duracao:

qual:
duracéo:

qual:
duracéo:

trabalho:
horas/semana:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

E’ﬁﬁ’*}li’ PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

Se considera Muito ativo
Sedentario

Mora Com seus pais

o] [2] [e] [H]

Alojamento

cépbico | |
[2] Ativo
Muito sedentario
Republica
Outros:

DADOS ANTROPOMETRICOS E DE COMPOSIGAO CORPORAL

C. Brago (cm): C. Cintura {cm):

C. Quadril (cm):

[ ] [ 1 [ ]

P.Tricipital (mm): P.Bicipital {(mm):

P.Subescapular (mm):

1 [ 1 [ ]

P.Suprailiaca (mm): Pesa (kg):

Estatura {cm):

] [ 1 1

% Gordura Corporal:

(pregas) Razé&o Cintura/ indice de masa
Quadrnl (RCQ) corporal (IMC):

] ] 1

OBSERVACOES
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGOSA

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

2° ENCONTRO
DIA:
HORA:

SIM
Devolugdo do R72H preenchido
Conferir R72H (Kit de medidas caseiras)
Devolugdo da bolsa com as unhas

Entrega das instrugdes para o 3° ENCONTRO

Marcar 3° ENCONTRO (entrega dos informes)

copico [

1

=
o

[N S [N [N ]

]

Dia: {__ Hora:

DATOS GERAIS E CRITERIOS DE INCLUSAO E PARA A COLETA DE SANGUE E REALIZAGAO DA Bl/

SiM
Esta em jejum de 12 horas?
Bebeu alcool, cha efou café nas ultimas 24 horas?
Bebeu agua nas ultimas 4 horas?
Fez algun exercicio fisico no dia anterior?
Tem a bexiga vazia?
Usa marcapasos?
Usa protese, pircing ou aparelho dental?

MULHER: Esta menstruada?

Teve algum processo infeccionso nos
ultimos 10 dias?

.

E portador de alguma doenca /
Infeccao Recorrente/ Alergias?

Faz uso diario de algum medicamento?

..

Faz dieta ou participa de algum programa
de controle de peso?

.

Faz uso de suplementos vitaminicos
efou minerais?

2

=
@]

S N[ [N [ ] NN [S][]

qual:

[]

qual:

[

qgual:
duragéo:

[~

gual:
duragéo:

[]

qual:
durag&o:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGOSA

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

Faz uso de algum outro suplemento?

(tratamento fitoterapico)
DADOS PRESSAO ARTERIAL
Pressao Arterial Sistdlica:

Pressao Arterial Diastélica:

DADOS BIOIMPEDANCIA CORPORAL (BIA)

% de Gordura Corporal:

Massa de Gordura Corporal:

Massa Magra Corporal:

GER:

TANITA
Peso: Kag

% de Gordura Carporal:

Massa de Gordura Corporal:

Massa Magra Corporal:

GER:
METACHECK
Time (min) RMR (Kcal/day)
3
4
5
]
7
8
9
10
C. CINTURA: cm

COLETA DE SANGUE
2 tubos de EDTA
2 tubos de soro

1 tubo de heparina

VO2 (mlfminfkg):

FFM:

SiM

kg

NAO

quantidade: __
quantidade: ___
quantidade: __

copiGo [ |
qual
duracao:
mmHg
mmHg
Reactancia (Xc):
Kg Resisténcia (R):
Kg
Kg
Kg
RMR (Kcal/day):
Pred (Kcal/day):
% Above/Below: % __Above __ Below
VO2 (mlfmin):

OBSERVACOES
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

3° ENCONTRO (ENTREGA DOS INFORMES NUTRICIONAIS) copico[ |
DIA:

HORA:

CONFERIR SIM - NAO

Devolugdo do R72H preenchido
Conferir R72H (Kit de medidas caseiras)

Devolugdo da bolsa com as unhas

= 2] =]
o] [ ]

FINALIZAGAO

Entrega do informe nutricional El
(onentagdo do voluntario em relagdo ao seu estado nutricional)

87



-

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGOSA

. 4 PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

QUESTIONARIO ATIVIDADE FiSICA

CQuanto tempo vocé dedicou & pratica das seguintes atividades no dltimo ano? (complete a tabela abaixo)

cobio [

Minutos/semana

Horas/semana

Meses/ano

Nuncal

14

5-19

20-59] -

1-1

b 2-3 | 46 |7-10

=3

3-6

=0

Andar ou passear fora de casa

Correr devagar

Correr mais competitive ou rapido

Andar de bicicleta

Bicicleta ergometrica ou spining

Nadar

Tenis ou outro (raquete ou bastao)

Futebal

Equipe (volel, basquete)

Danca de saldo, aercbica

Escalada

Ginastica

Cuidar do jardim ou piscina

Judo, Karate ou outras artes marciais

Outras atividades ndo mencionadas
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PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVQ

copiGo [

QUESTIONARIO ATIVIDADE FiSICA

Quanto tempo por dia vocé gasta realizando as seguintes atividades (DIA TIPICO DE TRABALHO / DIA DE SEMANA|

{complete a tabela baixo)

min/dia horas/dia
MNuncg <30 |30-60] 1 2 3 4 5 6 7 g 9+

Assistindo TV

Sentado na frente do computador

Dingindo

56 sentado

Dormindo

Saindo com 0s amigos

Indo a pé ao trabalho

Realizando tarefas domésticas

Realizando atividades mais intensas

Quanto tempo por dia vocé gasta realizando as seguintes atividades (DIA TIPICO DE FINAL DE SEMANA)?
(complete a tabela baixo)

min/dia horas/dia
Muncg <30 |30-60] 1 2 3 4 ] 6 T 3 9+

Assistindo TV

Sentado na frente do computador

Dingindo

50 sentado

Dormindo

Saindo com os amigos

Indo a pé ao trabalho

Realizando tarefas domésticas

Realizando atividades mais intensas
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PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

comigo [ ]

QUESTIONARIO TABAGISMQ

Vocé ja fumou 100 cu mais cigarros na sua vida? D Nao

I:‘ Sim e continuo

D Sim, mas ja parel

Caso tenha marcado a 2% Opgéo (Sim e continuo) ou 3% Opgio (Sim, mas ja parei) responda:
Cluantos cigarros por dia (em media) fumava ou fuma em determinada idade?

ldade Cigarros/dia

<15anos | [ |Nenhum [ [1a4 [ ]5a15 [ |15a24[ |25a34[ [35a44[ [450u+
15a19anos | [ |Nenhum [ [1a4 [ [5a15 [ |15a24[ |25a34] [35a44[ [450u+
20a29anos | [ |Nenhum [ [1a4 [ [5a15 [ |15a24[ |25a34] [35244[ [450u+
30a39anos | [ |Nenhum [ [1a4 [ [5a15 [ |15a24[ [25a34] [35a44] [450u+

Caso tenha marcado a 3 Opgao (Sim, mas ja parei), responda fambem:

Ha guanto tempo parou de fumar? D < 1ano

[ ] 1a2anos
[ ] 2a5anos
[ ] 6aganos
[ ] 100u+anos



UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

PROJETO MARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

INSTRUCOES PARA © PREENCHIMENTO DO REGISTRO DE 72 HORAS E COLETA DAS UNHAS

REGISTRO DE 72 HORAS

Vocé esta recebendo trés formularios para registrar todos os alimentos e/ou bebidas consumidos durante o
periodo de 3 dias (72 horas) nao consecutivos, sendo 2 dias da semana e um de final de semana (sabado ou
domingo);

Indicar as datas e os dias da semana referentes ao seu registro;

O formulério € constituido de trés colunas:

12) Hora: Anotar os horarios nos quais foram consumidos todos os alimentos e/ou behidas relatados;
23) Alimentos ou Behida/Caracteristica: Vocé deve anotar o tipo de alimentos e/ou bebida e todas as
caracteristicas possiveis:

No caso dos produtos industrializados, relate a marca e a quantidade;

No caso de preparactes relate o tipo de preparacdo (cru, cozido, frito, assado, etc.);

Indique se o alimento ou bebida € integral, desnatado, light, diet, sem aclicar, etc.;

Indique se o alimento é pré-preparado (congelados);

338) Quantidade: Ao anotar as quantidades de alimentos e bebidas procure ser o mais exato possivel,
relatando as medidas caseiras (Ex.: colher de sopa, copo duplo, copo americano, prato fundo...) efou
unidades (Ex.: 1 pdo, 3 biscoitos agua e sal, 2 copao, xicara, prato, etc.) conforme orientacdes recebidas;

Vocé ndo deve mudar os seus habitos alimentares em funcdo do registro;

Para evitar que se esqueca de registrar algum alimento ou bebidas, vocé deve anota-los logo apos a
ingestao;

N&o se esqueca de registrar os alimentos consumidos fora de casa;

N&o se esqueca de registrar o que come fora das refeicGes principais (o que “belisca”). Exemplos: bala,
chicletes, chocolate, bombons, salgadinhos, etc.;

Ndo se esqueca de registrar das bebidas alcodlicas;

Caso adicione agucar, sal ou azeite aos alimentos ou behidas, ndo se esqueca de registrar a quantidade

COLETA DAS UNHAS

Vocé esta recebendo uma embalagem plastica, na qual devera colocar as unhas coletadas;

As unhas dos pés e das maos, previamente lavadas com agua e sabdo, devam ser cortadas;
Colocadas na embalagem, que em seguida deve ser fechada e entregue no préximo encontro;
No caso das mulheres, solicita-se que o esmalte seja retirado antes da coleta das unhas.
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DATA:

conico [ ]

DIA DA SEMANA: [ |SEG [ |TER [ Jaua [ Jaur [ |seEx [ [sAB [ |pom

HORA

ALIMENTO ou BEBIDA/CARACTERISTICA

QUANTIDADE (Medida Caseira)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Avaliagdo do estado oxidativo e miflamatdrio de uma populacio universitaria:
possivel associacdo com o desenvolvimento de sindrome metabdlica

Local de Execuciio: Universidade Federal de Vigosa - UFV, Departamento de Nutrigdo e Saude -
DNS, Laboratorio de Metabolismo Energético e Composigao Corporal - LAMECC

Pesquisadores:

Prof* Josefina Bressan, D.S. , DNS, UFV

Prof* Neuza Brunoro Costa, D.S. . DNS, UFV

Prof* Rita de Cassia G Alfenas. D.S. . DNS, UFV

Amna Carolina Pinheiro Volp, M.S. Doutoranda, DTA, UFV

Kiriaque Barra Ferrewra Barbosa, M.S., Doutoranda, DTA, UFV

Contatos:
Telefones (24 Horas): 031 8783-1841/031 9775-6960
Telefone LAMECC (3:00 45 12:00 & 14:00 as 18:00): 031 38993388

email: projetonutricao@vahoo.com.br

Objetivo do Estudo: Investigar a estado inflamatorio e de estresse oxidativo e associaco com o
desenvolvimento da sindrome metabdlica em populagio universitaria

Critérios de Inclusio:

Ter idade compreendida entre 18 e 35 anos

N&o estar enfermo

Ser aluno de graduacio ou pés-graduacio da UFV

Nio estar fazendo dieta ou participando de programa para controle de peso

Critério de Exclusio: Nio cumprimento de algum dos critérios estabelecidos no item 5.

Descricao do Estudo:

Primeira Etapa: Aplicacdo de questionarios para obtengdo de informagdes relacionadas a alimentacio
e ao estilo de vida. Avaliagdes antropomeétricas nfo mvasivas (peso, altura e circunferéncias). Sera
dispomibilizada uma embalagem plastica para a coleta de unhas dos pés e das méos, previamente
limpas, que deverdo ser entregues na proxima etapa.

Segunda Etapa: Avaliacdo da composicdo corporal por biounpedancia elétrica (método nio
invasivo, indolor, baseado na passagem de corrente elétrica, através do corpo, de mwto baixa
voltagem. a qual nfo causara nenhum dano & satde). Afericio da pressdo arterial. Extracfio de
sangue.

Terceira Etapa: Orientagdes em relacdo aos resultados obtidos

Beneficios: Os participantes poderdo conhecer e receber orientacdes quanto ao estado nutricional,

antropometria e composi¢io corporal, adequagcdo do consumo alimentar e condigdes geras de

saude: pressdo arterial, niveis de colesterol e ghicermua.
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9. Riscos: O estudo nfo oferece niscos. Os equipamentos e materiais usados em todos os
procedimentos serfio estéreis e/ou descartaveis. Os participantes ndo serdo submetidos a nenhum
tipo de intervencido que possa causar danos a sande, visto que todos os procedimentos adotados sdo
indeuos e tém respaldado na literatura cientifica.

10 Privacidade: Os resultados do estudo serdo publicados, sem citagdo dos nomes envolvidos, havendo
total proteciio 4 participacdo dos mdividuos. Os resultados poderio estar disponivels para a Agéncia
Financiadora da Pesquisa, observando a privacidade dos nomes envolvidos.

* Eu entendo que munha participaciio € voluntaria e posso recusar-me a participar ou posso mterromper
minha participagio em qualquer hora, sem penalizacio.

e Minha participaciio neste estudo ndo mmplica em contrato de trabalho.

e Fu comunicado da mocwdade de todos os procedunentos realizados neste estudo, assim qualquer
enfermidade que surja durante o estudo, devera ser tratada por conta propria, ou seja, o estudo que
participo ndo assume nenhum compromusso no fratamento da mesma. Nestes casos, deversl
comugicar & equipe do projeto todas as informacgodes referentes a enfermidade e o seu tratamento e
ndio poderel mais participar do estudo

e Eu nio receberei qualquer compensacao financeira para participar do estudo.

e Se existir alguma intercorréncia decorrente da pesquuisa, poderel me comunicar com os pesquisadores
através dos telefones: 031 8783-1841 ou 031 9775-6960, em qualquer hordrio do dia ou da noite.

e Fu esclarecido em relacdo a todos os procedimentos que serdo realizados neste estudo. Minhas
dividas foram respondidas. Eu entendo que perguntas adicionais relacionadas ao estudo devem ser
dingidas aos mvestigadores listados acima. Eu entendo que, se tenho diuvidas sobre dureitos dos
voluntarios, posso contatar o Comité de Etica da UFV. Eu concordo com os termos acima e acuso o

recebimento de uma copia deste consentimento.

Vigosa, de de 2008.

Voluntario

Testemunha

Pesquisador
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