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RESUMO

VITRAL, Viviane Maria de Oliveira, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, junho de 2024.
Associacao entre produtos finais de glicacio avancada séricos e incidéncia de hipertensao
arterial sistémica: ELSA-Brasil Orientadora: Leidjaira Juvanhol Lopes. Coorientadoras:
Anissa Daliry, Helen Hermana Miranda Hermsdorff e Rosane Harter Griep

A elevagdo dos niveis séricos de produtos finais de glicacdo avangada (AGEs), bem
como a interacdo com seu receptor celular (RAGE) que ativa o fator de transcricdo nuclear
kappa B (NF-kB), levando a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias e, subsequentemente,
induzindo o aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio. Estio relacionados com um
conjunto de alteracdes deletérias podem contribuir para o desenvolvimento de diversas
comorbidades, incluindo as doengas cardiovasculares, o diabetes, a obesidade, a aterosclerose,
a hipertensdo arterial sistémica (HAS) e suas complicacdes. Entretanto, estudos sobre a relagdao
entre as concentracoes séricas de AGEs e a incidéncia de HAS sdo escassos. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar a associacdo das concentracdes séricas de AGEs com a incidéncia de
HAS entre participantes do Estudo Longitudinal de Satde do Adulto (ELSA-Brasil). Tratou-se
de um estudo longitudinal, onde foram utilizados dados da linha de base (2008-2010) e do
primeiro seguimento (2012-2014) do ELSA-Brasil referentes a subamostra de participantes do
centro de investigacdo do Rio de Janeiro. As concentragdes séricas de AGEs fluorescentes
foram determinadas por espectofluorometria e expressas em unidades fluorescentes relativas,
sendo categorizadas em baixas (tercil 1) versus intermedidrias a altas (tercis 2 e 3 agrupados).
A pressdo casual foi aferida por meio de aparelho oscilométrico e a incidéncia de HAS foi
definida por critérios padriao. Foram também coletados dados sociodemograficos e
comportamentais, mediante aplicacdo de questiondrio semiestruturado, informacdes sobre o
consumo alimentar por meio de um questiondrio de frequéncia de consumo alimentar, e
medidas antropométricas e clinicas. As associagdes foram testadas por modelagem de Poisson
com variancia robusta, e foram estimados os riscos relativos (RR) brutos e ajustados por fatores
de confusdo. Ao longo de quatro anos de seguimento, foram identificados 135 casos novos de
HAS no total de 974 participantes incluidos (13,9%). A incidéncia de HAS foi
significantemente maior nos mais idosos, homens e individuos com obesidade e diabetes
melittus. Além disso, concentracdes séricas intermedidrias a altas de AGEs fluorescentes foram
associadas ao menor consumo de alimentos ultraprocessados e maior consumo de alimentos in
natura e minimamente processados. No modelo de regressdo ajustado por varidveis
sociodemogréficas e comportamentais, consumo de alimentos ultraprocessados, indice de
massa corporal e diabetes, as concentragdes séricas intermedidrias a altas de AGEs

fluorescentes foram associadas a maior incidéncia de HAS (RR = 1,42, IC95% = 1,01-2,01).



Em conclusao, os AGEs séricos fluorescentes com valores intermediarios a altos estido
associados ao maior risco de desenvolver HAS ao longo de quatro anos de seguimento. Dessa
forma, esses achados sugerem que as concentragdes séricas de AGEs fluorescentes podem ser
usadas como um marcador de risco para a HAS, viabilizando o planejamento de intervengdes

precoces para a reducao da morbimortalidade por doencgas cardiovasculares.

Palavras-chave: Produtos finais de glicosilacdo; Pressdo Arterial; Espectroscopia de

fluorecéncia.



ABSTRACT

VITRAL, Viviane Maria de Oliveira, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, June 2024. Serum
Concentrations of Fluorescent Advanced Glycation End Products and Incidence of
Systemic Arterial Hypertension: Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-
Brasil). Adviser: Leidjaira Juvanhol Lopes. Co-advisers: Anissa Daliry, Helen Hermana
Miranda Hermsdorff and Rosane Harter Griep

The increase in serum levels of advanced glycation end products (AGEs) and the interaction
with their cellular receptor (RAGE) activates the nuclear transcription factor kappa B (NF-kB),
which leads to the release of pro-inflammatory cytokines and subsequently induces increased
production of reactive oxygen species. This series of deleterious changes can contribute to the
development of several comorbidities, including cardiovascular disease, diabetes, obesity,
atherosclerosis, systemic arterial hypertension (SAH) and its complications. However, studies
on the relationship between serum concentrations of AGEs and the incidence of SAH are scarce.
Therefore, the aim of this dissertation was to investigate the association between serum
concentrations of AGEs and the incidence of SAH among participants of the Longitudinal
Study of Adult Health (ELSA-Brazil). This was a longitudinal study that used data from the
baseline (2008-2010) and the first follow-up (2012-2014) of ELSA-Brazil, which referred to
the subsample of participants from the Rio de Janeiro Research Center. Serum concentrations
of fluorescent AGEs were determined by spectrofluorimetric detection and expressed in
arbitrary units, categorizing them as low (tertile 1) versus moderate to high (tertiles 2 and 3
combined). Casual pressure was measured using an oscillometric device and the incidence of
SAH was defined using standard criteria. In addition, sociodemographic and behavioral data
were collected using a semi-structured questionnaire, food consumption information using a
food consumption frequency questionnaire, and anthropometric and clinical measurements
were determined. Associations were tested using Poisson modeling with robust variance and
crude and adjusted relative risks (RR) were estimated. During four years of follow-up, 135 new
cases of SAH were identified in a total of 974 participants (13.9%) included in the study. The
incidence of hypertension was significantly higher in older people, men and people with
overweight/obesity and diabetes mellitus. Furthermore, moderate to high serum concentrations
of fluorescent AGEs were associated with lower consumption of ultra-processed foods and
higher consumption of fresh and minimally processed foods. In the regression model adjusted
for sociodemographic and behavioral variables, consumption of ultra-processed foods, body
mass index, and diabetes, medium to high serum concentrations of fluorescent AGEs were
associated with a higher incidence of SAH (RR = 1.42, 95% CI = 1.01-2.01). In conclusion,

serum fluorescent AGEs with moderate to high levels are associated with a higher risk of



developing hypertension over four years of follow-up. These results therefore suggest that
serum concentrations of fluorescent AGEs can be used as risk markers for hypertension,
allowing the planning of early interventions to reduce morbidity and mortality from

cardiovascular disease.

Keywords: Glycosylation end products; Blood pressure; Spectroscopy fluorescence.
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1 INTRODUCAO

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs, do inglés, advanced glycation end-
products) sdo formados a partir de reacdes ndo enziméticas entre actcares redutores ou lipidios
oxidados com grupos amino livres em proteinas, lipidios e dcidos nucleicos (CHEN et al.,
2018). Os AGEs podem ser formados endogenamente no organismo, como também podem ser
encontrados em alguns alimentos, tais como, alimentos processados, especialmente, aqueles

submetidos a altas temperaturas, calor seco e baixa umidade (ZHANG; WANG; FU, 2020).

Quando as concentracdes séricas de AGEs estdo elevadas, é possivel observar a
ocorréncia de alteracdo da estrutura e disfuncao proteica devido a ligagdes cruzadas (crosslink)
anormais entre proteinas, dentro e fora das células (FISHMAN et al., 2018). Quando essas
ligacdes cruzadas ocorrem com a elastina e o coldgeno, ocasionam danos teciduais, levando,

consequentemente, a fibrose cardiaca e a rigidez arterial e miocéardica (HEGAB et al., 2012).

Além disso, a interagdo dos AGEs com seu receptor celular (RAGE) pode ativar o fator
nuclear kappa-beta (NF-kB, do inglés, nuclear fator kappa B), promovendo a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, fatores de crescimento, moléculas de adesdo e estimulo pro-
coagulante e vasoconstritor (TSIREBOLOS et al., 2023). Esse conjunto de alteracdes deletérias
pode resultar em um aumento da inflamacao, estresse oxidativo, resisténcia a insulina, danos
teciduais e fibrose e, com isso, contribuir para o desenvolvimento de diversas comorbidades,
incluindo as doencas cardiovasculares (DCV), diabetes, aterosclerose, doenga renal cronica
(DRC), doengas hepaticas, hipertensdo arterial sistémica (HAS) e suas complicacdes
(LUEVANO-CONTRERAS et al., 2017; PRASAD; MISHRA, 2017; TAVARES et al., 2020;
YUAN et al., 2019; PEREIRA et al, 2021).

Com relacdo ao aumento da pressao arterial (PA), sabe-se que a ativacdo do eixo AGE-
RAGE, o estresse oxidativo e a inflamagdo, bem como, o acimulo de AGEs no soro e nos
tecidos estdo associados a complicagdes micro e macro vasculares que podem provocar
disfun¢ado endotelial, a qual estd associada a génese da HAS (FUHR et al., 2022). Nesse sentido,
tem sido demonstrado que as concentragdes séricas de AGEs sdo mais elevadas em individuos
com HAS (SEMBA et al., 2015), enquanto os niveis de seu receptor solivel (SRAGE) e de
RAGE secretor endogeno (esRAGE) sdo reduzidos (PRASAD; MISHRA, 2017). Essas

variantes do RAGE estdo presentes na circulagdo, atuando como sequestradores de moléculas

11



de AGEs (TSIREBOLOS et al., 2023). De modo semelhante, uma dieta com alto contetido de
AGEs também tem sido associada a niveis mais elevados de PA (MIRMIRAN et al., 2018).

Apesar dessas evidéncias, estudos longitudinais sobre a associacdo entre AGEs e HAS
ainda sdo escassos (HUANG et al., 2022). Nesse sentido, torna-se relevante o desenvolvimento
de investigacdes sobre o possivel papel dos AGEs séricos no aumento do risco de HAS, uma
vez que, ainda nao se sabe se eles apenas estdo aumentados nessa condi¢ao ou se ha uma

possivel relacdo de causa e efeito.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Produtos finais de glicacao avancada

Ao observar que o aquecimento de misturas de aminodcidos e agicares resultavam na
formagdo de uma gama de compostos com aroma, sabor e cor diversificados, Louis Camille
Maillard, em 1912, descreveu pela primeira vez as reagdes de glicacdo ndo enzimdticas de
grupos amino livres em proteinas, dcidos nucleicos ou lipideos oxidados com grupos carbonila
de acucares redutores (MAILLARD, 1912). Os AGEs sao uma classe de moléculas pertencentes
a um grupo complexo e heterogéneo de compostos estaveis, que podem ser formados a partir
de diferentes mecanismos precursores por meio de reacdes quimicas e rearranjos moleculares,

sendo formados endogenamente e em fontes exogenas (TWARDA-CLAPA et al., 2022).

Esse tipo de reagdo foi denominado reacdo de glicacdo, trata-se de uma reacdo
irreversivel e pode ocorrer por trés vias: reacdo de Maillard (via cléssica), estresse carbonilico
e poliol. A reacdo de Maillard inicia-se com a formacao de bases de Schiff altamente instaveis
entre o grupamento carbonila da glicose e outros agucares redutores (manose, frutose, xilose e
galactose) e os grupos amino livres de proteinas, resultando nos produtos de Amadori
(hemoglobina glicada (HbAlc) e frutosamina), que sdo estruturas estdveis. Esses produtos
possuem grupos carbonilas reativos que reagem com grupos de aminas primdrias, gerando os
AGEs. Por sua vez, quando lipidios ou acticares sdo oxidados, a via do estresse carbonilico é
ativada, produzindo compostos dicarbonilicos reativos, como metilglioxal e glioxal
(SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2020). Estes compostos combinam-se com aminoacidos para
produzir AGEs, por exemplo, pentosidina ou carboximetillisina (CML). Além disso, a
formacdo de AGEs pode ocorrer através da via do poliol. O processo comeca quando a glicose
se transforma em sorbitol catalisado pela aldose redutase, eventualmente transformada em
frutose pela sorbitol desidrogenase. A intera¢do entre monodacidos e a-oxaldeidos, origindrios
do metabolismo da frutose, também forma os AGEs (ZHANG et al., 2009; TWARDA-CLAPA
et al., 2022). Dentre os diversos compostos AGEs presentes no organismo, a CML, a
pentosidina e os AGEs derivados do metilglioxal sdo mais estudados, sendo utilizados como

biomarcadores clinicos (WAUTIER; GUILLAUSSEAU; WAUTIER, 2017).

Os AGEs podem ser categorizados por suas caracteristicas quimicas e fisioldgicas.

Alguns AGEs possuem propriedades fluorescentes (por exemplo, pentosidina, pentolidisina, os
13



crosslines, AGE-XI, e a vesperlisina); outros, sdo ndo fluorescentes, sendo alguns incapazes de
promover a reticulacdo de proteinas (por exemplo, carboximetilisina, carboxietillisina,
pirralina) e outros reticulados ndo fluorescentes (por exemplo, ligagdes cruzadas de dimero de
metilglioxal-lisina e de dimero de glioxal-lisina). Os AGEs também podem variar em peso
molecular e composi¢cdo quanto a aminodcidos, peptideos e proteinas (REYNAERT;

VANFLETEREN; PERKINS, 2023).

Dentre as proteinas mais susceptiveis a glicagdo, encontra-se a albumina devido a
presenca de residuos de lisina e arginina em sua composi¢ao (PINTO et al., 2012). A albumina
¢ a proteina mais abundante no organismo humano e desempenha um papel importante na
manutencdo do plasma, fluidos intersticiais e transporte de substancias. Estima-se que 10% da
albumina seja glicada em individuos fisiologicamente sauddveis, mas esse valor € duas a trés

vezes maior em estado hiperglicEmico (VETTER, 2015).

O processo de glicacdo enddgena ocorre de forma lenta em niveis fisiologicos de
glicose, afetando proteinas importantes, como o coldgeno tipo I, o que contribui para acelerar
o envelhecimento (NATARAJAN et al., 2020). No entanto, em condicdes que estimulam a
formacdo de dicarbonilas, como ocorre na inflamacdo, estresse oxidativo e hiperglicemia, esse
processo acontece de forma acelerada. Nessas condi¢cdes, bem como no envelhecimento, os
sistemas de depuragdo e desintoxicacdo dos AGEs também estdo afetados (LEE; YUN; KO,
2022).

Os AGEs sao derivados, principalmente, de fontes endogenas, no entanto, apesar de
ainda ndo haver consenso entre os resultados obtidos com relacao a absor¢do e o metabolismo
dos AGEs, alguns estudos sugerem que cerca de 10% dos AGEs ingeridos na dieta sdo
absorvidos e apenas um ter¢o sdo excretados pela urina e fezes. As concentragdes séricas de
AGESs parecem ser diretamente influenciadas pela dieta e pela capacidade do organismo de
eliminar AGEs (KOSCHINSKY et al., 1997; ANGOORANI et al., 2016; SNELSON;
COUGHLAN, 2019; NIE et al, 2022). Assim, os AGEs da alimentacdo somam-se aos AGEs
enddgenos aumentando significativamente o pool circulante dessas substancias e acumulando-

se nos tecidos (CAl et al., 2012).

Os AGE:s dietéticos (dAGEs do inglés, dietary advanced glication end products) sao
formados quando os acucares redutores reagem com proteinas por meio de reagdes nao
enzimaticas. Essas reagdes podem agregar sabor e odor atrativos ao paladar, porém, conferem
consequéncias nutricionais negativas, como a formagao de compostos nocivos a satude e a perda

14



de aminodacidos essenciais (BARBOSA et al., 2016). Essa formacdo ocorre principalmente em
alimentos submetidos a altas temperaturas e com tempo de processamento prolongado, além
disso, a disponibilidade de 4gua, concentracdo de reagentes e o pH também sdo fatores
importantes para a reacdo de Maillard (DELGADO-ANDRADE et al., 2010). Além disso, os
AGE:s estao naturalmente presentes em alguns alimentos, como os alimentos de origem animal,
ricos em gordura e proteinas, que podem formar novos AGEs durante a coc¢do a altas
temperaturas com calor seco. Niveis mais elevados de dAGE foram observados em carne
bovina, queijos, aves, suinos, peixes e ovos. Por outro lado, legumes, verduras, frutas, graos e

leite contém pequenas quantidades de AGEs, mesmo apds a coccao (SCHEIJEN et al., 2016).

Outro grupo com elevado teor de dAGEs sdo os alimentos processados e
ultraprocessados, amplamente presentes nas dietas ocidentais, como nas carnes vermelhas
processadas, grios refinados, bolos/biscoitos, produtos de confeitaria e produtos lacteos
(AMES, 2007). A maioria desses produtos passa por tratamentos térmicos intensivos que visam
a seguranca e/ou melhoria do sabor, cor e aroma, o que aumenta concentracoes de AGEs
(GOLDBERG et al., 2004). Além disso, esses alimentos podem conter quantidades
significantes de agucares, gorduras e proteinas adicionadas, bem como, aditivos alimentares
que podem contribuir para a formacdo de AGEs durante o processamento (DI PINO et al.,

2016).

Outros fatores que podem contribuir para a formacdo dos AGEs nos alimentos
processados e ultraprocessados s@o os procedimentos industriais aos quais sdo submetidos
incluindo os processos de esterilizagdo, embalagem e armazenamento prolongado (ZHANG;
WANG; FU, 2020). As reagdes de glicacdo podem continuar ocorrendo de forma lenta ao longo
do tempo, mesmo em temperaturas mais baixas resultando em acumulo a longo prazo

(URIBARRI et al., 2013).

Além da alimentag¢do, outros fatores podem contribuir de maneira significativa para um
aumento das concentracdes séricas dos AGEs, como o tabagismo. Substancias chamadas
glicotoxinas estdo presentes em extratos aquosos de tabaco e na fumaca do cigarro, e podem
desencadear a formacao acelerada de AGEs in vivo (CERAMI et al., 1997; REYNOLDS et al.,
2012). Estudos também demostraram uma relacdo entre ser fisicamente inativo e apresentar
maiores valores de AGEs séricos (YOSHIKAWA; MIYAZAKI; FUIIMOTO, 2009; DRENTH
et al., 2018). Embora os resultados ainda sejam conflitantes, o Indice de Massa Corporal (IMC)

parece influenciar nas concentragdes séricas de AGEs, visto que, no tecido adiposo, ocorre o
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acuimulo, a degradacao e o catabolismo dos AGEs (SEMBA et al., 2011; REZAEI et al., 2022).
Resultados de uma revisdo sistemdtica apontam que intervengdes para o controle do peso
corporal demonstraram resultados positivos para reducao das concentracdes séricas de AGEs
(TAVARES et al., 2020). No entanto, os resultados de uma meta-andlise apontam uma
associacdo inversa entre as concentracoes séricas de AGEs e o IMC, um dos mecanismos que
poderia explicar seria a captura dos AGEs pelo tecido adiposo reduzindo os AGEs da corrente

sanguinea (TURKI JALIL et al., 2022).

Dentre as estratégias utilizadas para inibir a formacdo de AGEs, reduzir o actimulo, a
ativacdo do eixo AGE-RAGE e a expressdo de RAGE, bem como suas vias in vivo, estd a
utilizacdo de compostos capazes de quebrar as ligagdes cruzadas, como os adsorventes de AGE,
medicamentos anti-hipertensivos, antidiabéticos, estatinas e bifosfanatos, respectivamente
(YAMAGISHI et al., 2008). Também ja foi demonstrado que a aminoguanidina previne a
formacdo de novos AGEs (CORMAN et al., 1998) e que o cozimento com calor imido, baixa
temperatura, curta duragdo e com ingredientes acidos, como limdo ou vinagre, reduzem
significativamente sua formag¢do (URIBARRI et al., 2010). Dentre os inibidores diretos de
AGE:s estdo a piridoxamina e eparalrestat, capazes de inibir a formacgao de dicarbonilas reativas,
como o metilglioxal, um importante precursor de AGEs (SOURRIS; WATSON; JANDELEIT-
DAHM, 2021). Ademais, uma revisdo sistemdtica de ensaios clinicos demonstrou que o
consumo de uma dieta mediterranea rica em 4cidos graxos monoinsaturados e pobre em AGEs
dietéticos bem como a suplementagao com dcidos graxos poliinsaturados dmega-3 contribuiram
para a reducdo das concentracoes séricas de AGEs (MENDES; RIBEIRO; ALFENAS, 2021).
Os polifendis da uva, segundo uma revisdo sistemdtica, reduziram as concentracOes de
frutosamina e metilglioxal, porém ndo afetaram a concentra¢do sérica de AGEs (COELHO;
RIBEIRO; ALFENAS. 2021). Em um estudo transversal os niveis séricos de pentosidine e
CML foram inversamente associados com o indice de qualidade alimentar internacional

(FOROUMANDI; ALIZADEH; KHEIROURI, 2020).

2.2 Papel dos AGEs e da via AGEs-RAGE no desenvolvimento das doencas

cardiometabolicas

Os AGEs devem ser considerados um dos principais fatores de risco cardiometabolico

(FUHR et al., 2022). Visto que, podem causar danos nos tecidos diretamente, por meio da
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ligacdo cruzada com proteinas, ou indiretamente, mediante a ligacdo aos seus receptores
especificos (RAGE). Em geral, o dano tecidual ocorre a partir de trés mecanismos distintos. No
primeiro, hd modificacdo de proteinas intracelulares ou extracelulares pelos AGEs. O segundo
ocorre pela alteragao da composi¢do da matriz extracelular apés os precursores de AGE se
difundirem para fora da célula, levando a modifica¢gdes na sinalizacao célula-matriz. O terceiro
mecanismo, por sua vez, é caracterizado pela ligacdo de proteinas circulantes modificadas aos
receptores de AGEs, ativacao de varios tipos celulares, incluindo células endoteliais, células
mesangiais e macréfagos, e por uma cascata de respostas que levam a expressao de citocinas
inflamatérias e fatores de crescimento, associados a complicacdes vasculares relevantes

(BROWNLEE, 2001).

O RAGE ¢ um receptor que apresenta multiplos ligantes, pertencente a superfamilia de
imunoglobulinas de moléculas de superficie celular. Ele estd presente em diversos tipos
celulares, incluindo células endoteliais e imunes. Em situacdes fisioldgicas, a expressdo do
RAGE ¢€ baixa, mas em condi¢des de distirbios cardiometabdlicos, pode haver um aumento

significativo na sua expressao (PIRAS et al., 2016; YAN; RAMASAMY; SCHMIDT, 2010).

Os compostos irreversiveis AGEs também podem se ligar a outros receptores além do
receptor de membrana RAGE. Como, por exemplo, receptor AGE R1, galactina-3, receptor de
membrana CD36, sRAGE e esRAGE (OTT et al., 2014, RAMYA; CORAL;
BHARATHIDEVI, 2021). Ao contrario do RAGE, o sRAGE e o esRAGE parecem nao
apresentar efeitos deletérios a saide (RAUCCI et al., 2008; TSIREBOLOS et al., 2023). O
sRAGE ¢ formado a partir da clivagem proteolitica da forma completa de RAGE. Ligando-se
aos seus ligantes no espaco extracelular, o SRAGE € capaz de inibir completamente a ativagao
do RAGE (DONATO, 2007). O esRAGE, por sua vez, € formado a partir do splicing alternativo
que promove a delecdo dos dominios transmembrana citosdlico, atuando por meio da
eliminacdo de seus ligantes; sua expressdo parece atenuar alguns efeitos provocados pelo

RAGE (SUGIHARA et al., 2012).

Atualmente, sabe-se que a interac@o entre AGEs e os receptores celulares RAGE resulta
em uma cascata patogénica intracelular que pode levar a disfuncdo celular (BIERHAUS et al.,
2005). Isso ocorre porque a interacdo entre 0s AGEs e o receptor RAGE € um fator determinante
na ativacdo sustentada das vias de sinalizacdo intracelular responsdveis pela formagdo de

radicais livres e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (OTT et al., 2014). Dessa forma, de
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acordo com Van Nguyen (2006), quando hé ligacdo dos AGEs com o RAGE, ocorrem efeitos

deletérios a sadde.

Dentre as vias ativadas pela ligacdo AGEs-RAGE, tém-se as proteinas quinases ativadas
por mitdgenos, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH, do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced) e um complexo de enzimas que
intensificam a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species). Essas cascatas de sinalizagdo promovem a ativac¢do e translocacdo do NF-kB do
citoplasma para o nucleo, que, por sua vez, desencadeia a transcricdo de genes para vdrias
citocinas pré-inflamatdrias (interleucina-1 alfa, interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa),
moléculas de adesao intercelular-1, molécula de adesao de células vasculares-1, endotelina-1,
fator de crescimento endotelial vascular e fatores de crescimento celular. Essas citocinas e
moléculas de adesao desempenham funcdes tanto na inflamagdo quanto na disfunc¢do endotelial,
e a interacdo AGE-RAGE promove a constiancia e aumento do sinal com uma inducdo
estabilizada da resposta inflamatdria, da atividade pro-trombdtica e da expressao de moléculas

de adesdo (YUAN et al., 2019).

Esse processo pode estimular a angiogénese, estresse oxidativo, proliferacdo celular e
apoptose, que podem aumentar o risco do desenvolvimento de complicagdes micro e
macrovasculares e de diabetes mellitus tipo 2 (YOZGATLI et al., 2018). Além disso, foi
encontrada uma expressao elevada de RAGE na placa aterosclerética, sugerindo um papel ativo
do RAGE na formacdo e progressdo dessa lesio (RAMASAMY; YAN; SCHMIDT, 2012). O
acumulo de AGEs no interior dos vasos sanguineos também pode resultar em hiperatividade do
NADPH, o que leva a geracdo de ROS; como consequéncia, hd aumento na atividade da
ciclooxigenase e geracdo de tromboxano A2, o que afeta a atividade e a agregacdo das

plaquetas, favorecendo a formacdo de trombos (YUAN et al., 2019).

Outro mecanismo sdo as ligacOes cruzadas de proteinas da matriz extracelular induzidas
pelos AGEs, a glicacdo do coldgeno resulta na formacdo de moléculas resistentes a digestdo
proteolitica e com capacidade de se ligar a outras proteinas presentes no meio extracelular,
levando a perda da flexibilidade das paredes dos vasos e, consequentemente, a rigidez vascular.
J4 a glicacdo da elastina e da laminina na membrana basal prejudica a adesdo e a migragdo das
células endoteliais, interrompendo os locais de fixacdo das células. Essas alteracdes nas
interacdes entre célula e matriz estdo associadas a uma diminui¢do na producdo de 6xido nitrico

induzida por estresse pelas células endoteliais, o que pode prejudicar a vasodilatacdo devido a
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rigidez arterial, prejudicando a fisiologia de multiplos sistemas organicos e contribuindo para
hipertensio e insuficiéncia cardiaca (YAMAGISHI, 2012). Com a idade, o acimulo de AGEs
contribui para as altera¢des na funcdo e estrutura do sistema circulatério, como enrijecimento
vascular, diminuicdo da complacéncia das artérias, irregularidades miocdrdicas, formagao de
ateromas e disfungdo do endotélio, as quais podem ser potencializados pela presenca de diabetes
mellitus, HAS e DRC (PEPPA; URIBARRI; VLASSARA, 2004). Os AGEs também podem
causar disfuncdo cardiaca, estimulando a inflamacdo e o estresse oxidativo quando se ligam ao

RAGE (KOSMOPOULOS et al., 2019; VAN DER BRUGGEN et al., 2021).

Em seu estudo in vivo, Soro-Paavonen et al. (2010) observaram que os AGEs induzem
a disfuncao vascular por meio da supressao da sintese de 6xido nitrico pela 6xido nitrico sintase
endotelial. Em concorddncia com o exposto, uma mini-revisao propoe que os AGEs compdem
0o “solo comum” que afeta doengas vasculares e metabdlicas (RUIZ; RAMASAMY;
SCHMIDT, 2020).

Em um estudo caso-controle onde foram avaliados 50 participantes com DCV e 50
controles, as concentracdes séricas médias de AGEs no primeiro grupo foram significamente
maiores do que nos dltimos (2,74 £ 0,25 ng/ml versus 0,85 + 0,04 ng/ml, p = 0,001) (RASOOL
et al., 2019). Esse resultado corrobora com o encontrado no estudo de Kilhovd et al. (2004),

que observaram concentracoes séricas de AGEs aumentadas na doenga coronariana.

De acordo com um estudo prospectivo realizado com dados das coortes Cardiovascular
Health Study e Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis, os AGEs circulantes foram identificados
como preditores independentes de DCV em adultos mais velhos, mas ndo em individuos mais
jovens. Esses resultados sugerem que a contribui¢ao dos AGEs para o risco de DCV pode ser
afetada pela idade e comorbidades associadas, porém, os autores apontaram que mais pesquisas

sd0 necessdarias para confirmar essa relagio (LAMPREA-MONTEALEGRE et al., 2022).

2.3 Hipertensao arterial sistémica

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) foram responsdveis por cerca de 74,4%
das mortes globais por todas as causas em 2019, ultrapassando os 6bitos por causas externas e
doengas infecciosas (BAI et al., 2023). Além de resultarem em mortes prematuras, as DCNT

também impactam negativamente a qualidade de vida das pessoas e trazem consequéncias
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sociais e econdomicas (BHATTACHARYA et al., 2020). As DCV, por sua vez, sdo responsaveis
por de 45% de todos os 6bitos por DCNT no mundo, o que equivale a mais de 17 milhdes de
mortes por ano (OLIVEIRA et al., 2022). Dentre os fatores de risco, a HAS € o que tem maior
impacto para o desenvolvimento de DCV, afetando um a cada seis adultos em paises de renda

baixa ou média no continente americano (WHO, 2023).

No Brasil, as DCNT representam 72% de todas as mortes, sendo que 30% delas sao
causadas por DCV (NASCIMENTO et al., 2018). Em 2017, o pais registrou 141.878 6bitos
relacionados a HAS ou a causas atribuiveis a ela. Esse nimero alarmante equivale a cerca de
388,7 mortes por dia ou 16,2 mortes por hora. A maioria dessas mortes poderiam ser evitadas,
e 37% delas ocorreram precocemente, ou seja, em pessoas com menos de 70 anos de idade

(BRASIL, 2019).

A HAS ¢é uma doenga cronica multifatorial caracterizada pelo aumento sustentado da
PA. A HAS afeta o sistema vascular e envolve disfuncdo endotelial, supressio da
biodisponibilidade de 6xido nitrico, aumento de células musculares lisas, alteracdo dos canais
de cdlcio, espessamento das paredes dos vasos e aumento da resisténcia vascular periférica
(SCHIFFRIN, 2020; LACOLLEY et al., 2017, LAURENT et al., 2022). A PA pode ser aferida
utilizando método direto (técnica intra-arterial), considerado padrdao-ouro, o qual envolve a
insercdo de um cateter em uma artéria conectada a um transdutor, permitindo o registro
continuo e preciso da PA. No entanto, este método € invasivo e, devido a sua complexidade e
custo, € raramente utilizado na pratica clinica. Alternativamente, as medidas da PA podem ser
realizadas por métodos indiretos, por meio de técnica auscultatéria ou oscilométrica
(VISCHER; BURKARD, 2017). Dentre os métodos indiretos, a medida casual, realizada
usualmente em consultdrio, corresponde ao procedimento mais utilizado para mensuracdo da
PA. Para esta medida, s@o considerados com HAS os individuos que apresentam PA sistdlica >

140 mmHg e/ou PA diastélica > 90 mmHg (BARROSO et al., 2021).

Segundo a Pesquisa Nacional de Satde, em 2019, 23,9% da populagado brasileira com
18 anos ou mais referiu diagndstico médico de HAS, o que equivale a 38,1 milhdes de pessoas;
destas, 72,2% informaram ter recebido assisténcia médica no periodo, sendo que 46,6% foram
atendidos por unidades bésicas de saude (IBGE, 2020). Dados do Sistema de Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecao para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), por

sua vez, indicaram uma prevaléncia de HAS autorreferida em adultos de 26,3%, sendo mais
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frequente em mulheres do que em homens (27,1% e 25,4%, respectivamente), na populacio

mais idosa e de menor escolaridade (BRASIL, 2022).

Conforme apontado por Veras (2011), a HAS ndo apenas traz maleficios a saide, mas
também implicacdes econdmicas importantes, pois pode afetar a produtividade no trabalho,
levar a aposentadoria precoce e aumentar os custos do sistema de saide. Segundo estudo
realizado por Nilson et al. (2018) com dados do Sistema Unico de Sadde no Brasil, em 2018, a
HAS foi responsdvel por 59% dos gastos diretos com hospitalizacdes, procedimentos
ambulatoriais e medicamentos, totalizando mais de R$ 2 bilhdes anualmente aos cofres
publicos, além de ter sido a causa de 1.829.779 internacdes por doencas associadas a HAS,
como o diabetes mellitus, obesidade e DRC.

Com o aumento da expectativa de vida e com adog¢do de estilo de vida pouco saudavel,
espera-se uma crescente prevaléncia de condicdes como a HAS. Em nivel populacional, sabe-
se que uma reducdo da PA € capaz de reduzir a incidéncia de DCV em qualquer idade, mesmo
com o crescimento e envelhecimento populacional (PICKERSGILL et al., 2022).

Embora a génese exata da HAS ainda permaneca indefinida, sdo conhecidos alguns
fatores de risco para sua ocorréncia, como a idade, sexo, etnia, diabetes mellitus, dislipidemia,
sobrepeso/obesidade, apneia obstrutiva do sono, estresse psicoemocional, aspectos
socioecondmicos e genéticos. Dentre os fatores de risco, destacam-se ainda os associados ao
estilo de vida, como o consumo excessivo de bebidas alcodlicas, ingestdo elevada de sodio,
tabagismo, sedentarismo e consumo alimentar inadequado (BARROSO et al., 2021). Dessa
forma, estratégias de controle e prevencdo da HAS, bem como o conhecimento sobre seus

fatores determinantes, sdo importantes alvos para as politicas publicas de saude.

2.4 AGE:s e sua relacao com a HAS

Evidéncias crescentes t€ém confirmado a relagdo entre maiores valores de AGEs séricos
e a elevacdo da PA. Estudos experimentais com animais demonstraram uma correlacdo entre
os AGEs e o aumento do escore de célcio na artéria corondria total, alteracdo da PA sistélica e
aumento da velocidade da onda de pulso (BIRUKOV et al., 2021; DI PINO et al., 2017;
HANGALI et al., 2016). Em individuos com HAS, as concentracdes plasméticas de AGEs sdo
elevadas, enquanto os niveis de SRAGE e de esRAGE sao reduzidos (PRASAD; MISHRA,
2017).
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Recentemente, no estudo de coorte realizado por Huang et al. (2022) com a populacao
chinesa, que contou com a participa¢do de 1.051 individuos de ambos os sexos, foi encontrada
uma associacdo entre os AGEs séricos e a PA diastdlica elevada. Além disso, esse estudo
mostrou que as concentracdes plasmaticas de AGEs foram positivamente associadas a PA
sistolica central e que a incidéncia de HAS foi significamente mais alta no maior quintil de

AGE:s séricos, apds acompanhamento de 4,4 anos.

No The Maastricht Study, que avaliou 862 participantes de ambos os sexos com idade
média de 60 anos, foi observada uma associacdo da autofluorescéncia cutdnea (que estima a
presenca de AGEs nos tecidos) e da pentosidina plasméatica com uma maior velocidade de onda
de pulso carotideo-femoral (standardized B [sB]= 0, €10 e IC95%= 0,03-0,17; e sp= 0,10 e
IC95%= 0,04-0,16, respectivamente) e pressao de pulso central (sp= 0,08 e IC95%=0,01-0,15;
e sp= 0,07 e IC95%= 0,01-0,13, respectivamente), sendo que essas associacdes foram ainda
mais pronunciadas em individuos com diabetes mellitus tipo 2. Segundo os autores, estes
resultados reforcaram a hipotese de que o acimulo de AGEs nos tecidos esteja envolvido no

processo de enrijecimento arterial (VAN EUPEN et al., 2016).

Resultados semelhantes foram observados em anélises transversais da coorte European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC), que incluiu 3.535 participantes de
ambos os sexos, com idade média de 67 anos. Nesse estudo, os AGEs medidos pela
autofluorescéncia cutinea foram associados a importantes indicadores de enrijecimento
vascular, independentemente da idade e de fatores de risco cardiometabdlicos (BIRUKOV et

al., 2021).

Em uma pesquisa realizada com 44 individuos normotensos e sem diabetes, foi
demonstrado que a CML, utilizada como marcador para AGEs circulantes, foi positivamente
correlacionada a pressdo de pulso (r= 0,42; p<0,05) e negativamente correlacionada a PA
diastdlica (r = -0,51; p<0,01); no entanto, ndo foi encontrada correlagdo com a PA sistélica

(SOURRIS et al., 2014).

Finalmente, um estudo de coorte com 1.775 participantes demonstrou que o risco de
ocorréncia de HAS foi maior no grupo de individuos pertencentes ao quartil com maior ingestao
de AGEs na dieta. A partir dos resultados observados, os autores sugerem que limitar ou reduzir
o consumo de AGEs na dieta pode ser uma estratégia para prevenir e controlar a HAS e suas

complicacoes (MIRMIRAN et al., 2018).
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Considerando essas evidéncias, destaca-se a relevancia de mais pesquisas
epidemioldgicas para fundamentar e esclarecer a relagdo entre a glicacdo ndo enzimdtica de
proteinas e o desenvolvimento e agravamento de desfechos cardiometabdlicos, especialmente

a HAS. Essa abordagem € crucial para prevenir e retardar complicacdes cardiovasculares

(PEPPA; URIBARRI; VLASSARA, 2004).
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3  JUSTIFICATIVA

Ja é reconhecido na literatura que os AGEs estdo relacionados a patogénese e progressao
de diversas comorbidades, como o diabetes, aterosclerose, DCR, obesidade, dentre outras. No
entanto, ainda existem importantes lacunas no conhecimento cientifico acerca dos efeitos
dessas biomoléculas no aumento da PA, uma vez que as investigacdes sobre o tema sdo

escassas, especialmente aquelas com delineamento longitudinal.

Os poucos estudos desenvolvidos até o momento apontam para uma relacdo entre
maiores concentracdes séricas de AGEs e PA elevada, mas, nenhuma causalidade. Portanto,
mais evidéncias prospectivas sdo necessdrias para esclarecer se os AGEs podem estar
implicados no desenvolvimento da HAS, ou se estdo aumentados em individuos com HAS em
decorréncia das suas complica¢des como, inflamacao, estresse oxidativo, formacao de placas,

enrijecimento arterial e a disfungdo endotelial.

Dessa forma, a presente investigacdo tem caracteristicas inovadoras e visa gerar
subsidios para uma maior compreensdo da influéncia dos AGEs na génese e progressao da
HAS. Esses resultados contribuirdo para direcionar intervengdes visando evitar ou reverter as
consequéncias e os impactos dessa doenga na qualidade de vida e no bem-estar da populagdo.
Além disso, a espectofluorometria € um método confidvel, simples, rdpido e econdmico para

identificacdo dos AGEs caracterizando-se como um potencial biomarcador.

7z 7z

Além disso, é vélido destacar que o ELSA-Brasil ¢ uma coorte com alto rigor
metodolégico que se propde investigar associacOes entre as DCNT e fatores biologicos,
comportamentais, sociais, ocupacionais e ambientais, tendo como objetivo fortalecer pesquisas
nessa temética e com base nos resultados obtidos contribuir para que a gestdo de saide publica

ocorra de forma direcionada e assertiva.

24



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacao entre as concentragdes séricas de AGEs fluorescentes e a incidéncia

de HAS entre participantes do Estudo Longitudinal de Satide do Adulto (ELSA-Brasil).

4.2 Objetivos Especificos

e (Caracterizar a distribuicdo das concentragdes séricas dos AGEs fluorescentes e a
incidéncia de HAS segundo varidveis sociodemogrificas, comportamentais, de
consumo alimentar, antropométricas e clinicas;

e Investigar a associacdo entre as concentracOes séricas de AGEs fluorescentes e a
incidéncia de HAS;

e Analisar se o consumo de alimentos ultraprocessados atua como um modificador de

efeito da relagdo entre as concentracdes séricas de AGEs fluorescentes e a incidéncia de

HAS.
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S METODOLOGIA

5.1 ELSA-Brasil

O ELSA-Brasil é um estudo de coorte multicéntrico desenvolvido em seis institui¢des
de ensino superior e pesquisa do Brasil (Universidade Federal da Bahia, Universidade Federal
de Minas Gerais, Universidade Federal do Espirito Santo, Fundagdao Oswaldo Cruz (Fiocruz),
Universidade de Sdo Paulo, Universidade Federal do Rio Grande do Sul), que tem como
principal objetivo acompanhar e compreender a incidéncia e os fatores de risco das DCNT, com
énfase nas DCV e no diabetes. Foram considerados elegiveis para o estudo servidores publicos
ativos e aposentados das referidas instituicdes, de ambos os sexos, com idade entre 35 e 74
anos. Os critérios de exclusio foram a intengdo de sair da institui¢do em um futuro préximo,
mulheres com gravidez atual ou que estiveram gravidas ha menos de quatro meses, apresentar
grave dificuldade cognitiva ou de comunicacdo e, se aposentado, residir fora da regido

metropolitana correspondente.

A coleta de dados da linha de base foi realizada entre 2008 e 2010 com 15.105
participantes, e incluiu entrevistas, aplicacdo de questiondrio multidimensional, realizacao de
exames e afericio de medidas clinicas e antropométricas. O seguimento da coorte ocorre
mediante o retorno periddico dos participantes aos centros de pesquisa para realiza¢do de novos
exames e entrevistas a cada trés ou quatro anos. Até o momento, além da avaliacio da linha de
base (Onda 1), foram concluidas as duas primeiras avaliagdes de seguimento (Onda 2: 2012-
2014, n=14.104; e Onda 3: 2016-2018, n = 12.636). A terceira avalia¢do de seguimento (Onda
4) encontra-se em fase de coleta de dados. Além disso, sdo realizadas ligacOes telefonicas anuais
para o monitoramento de desfechos, em que sdo coletadas informagdes sobre novos
diagnosticos de doencgas, dbitos e hospitalizacdes que ocorreram desde o dltimo contato com a

equipe.

Descricdo mais detalhada dos aspectos metodologicos do ELSA-Brasil pode ser

encontrada em Aquino et al. (2013) e Schmidt et al. (2013).
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5.2 Desenho e populacao do estudo

Para realizar o presente estudo, foram utilizados dados da linha de base e da primeira
avaliacdo de seguimento do ELSA-Brasil referentes a subamostra de participantes do centro de

pesquisa da Fiocruz.

Do total de 1.784 participantes do centro de pesquisa da Fiocruz que realizaram a
avaliacdo de linha de base, foram incluidos aqueles com informacdes completas sobre as
concentracoes séricas de AGEs (n=1.726). Desse quantitativo, foram excluidos individuos com
diagnodstico de HAS na linha de base (n= 520), aqueles com dados faltantes nas varidveis do
estudo (n= 31), individuos com DRC (razdo albumina/creatinina urindria >30 mg/g e/ou taxa
de filtracdo glomerular <60 mL/min/1.73m?) (BARRETO et al., 2015) (n= 96), e as perdas de

seguimento (n= 61). Desse modo, a amostra final foi constituida por 974 participantes (Figura

1).

5.3 Aspectos Eticos

O ELSA-Brasil possui aprovacio da Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (Conep
—n° 13065; ANEXO A) e o protocolo desenvolvido no centro de pesquisa do Rio de Janeiro
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz (CEP Fiocruz/IOC - no 343/06;
ANEXO B e ANEXO C). Todos os participantes incluidos no estudo receberam informacgdes
acerca dos procedimentos e riscos envolvidos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

54 Coleta de Dados

5.4.1 Concentracdes Séricas de AGEs Fluorescentes

A medicdo das concentracdes séricas de AGEs fluorescentes na linha de base do ELSA-
Brasil foi baseada na detecgdo espectrofluorimétrica (NAKAYAMA et al., 1993). O soro foi
diluido 200 vezes com solugdo salina tamponada com fosfato (KH2PO4 1,06 mmol/L, NaCl
155,10 mmol/L. e Na,HPO4 7H,O 2,97 mmol/L, pH 7,4) e homogeneizado usando um
misturador de vértice por 10 segundos, medido em um comprimento de onda de emissao de
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445 nm e em um comprimento de onda de excitacdo de 370 nm (SpectraMax M5 ELISA
Microplate Reader, Molecular Devices, Acton, MA, United States). Uma solu¢do de BSA (1
mg/mL em 0,1 N NaOH) foi utilizada como referéncia e sua intensidade de fluorescéncia foi
definida como uma unidade de fluorescéncia. A quantidade de fluorescéncia da amostra de soro
do participante foi medida em uma concentracdo de proteina de 1 mg/mL e expressas em
unidades arbitrdrias apds normalizagdo com a preparacdo nativa de BSA (PEREIRA et al.,
2021; RODRIGUES et al., 2018). As concentracdes séricas de AGEs, foram classificadas em
tercis e posteriormente dicotomizadas sendo categorizadas em baixas (tercil 1) versus

intermedidrias a altas (tercis 2 e 3 agrupados).

5.4.2 Pressao Arterial

Na linha de base e na primeira avaliagdo de seguimento do ELSA-Brasil, foram
realizadas trés medidas casuais da PA com intervalo de dois minutos, utilizando-se
equipamento oscilométrico validado (Omron, modelo 705CP-Intellisense®, Téquio, Japdo). As
afericoes foram realizadas pela manhd, com o participante em jejum, em um ambiente
silencioso e climatizado (20 °C a 24 °C), no braco esquerdo, apds, pelo menos, cinco minutos
de repouso. O participante foi colocado na posi¢do sentada, com os pés alinhados e repousados
no chao, o brago posicionado na altura do coracdo e a palma da mao virada para cima (MILL
etal., 2013; SCHMIDT et al., 2013). O valor da PA foi obtido através da média das duas dltimas
medidas. Foram adotados os seguintes critérios para definicdo de HAS: PA sistdlica > 140 ou
PA diastélica > 90 mmHg ou uso de anti-hipertensivos (BARROSO et al., 2021).

O desfecho do presente estudo foram os casos novos de HAS identificados na primeira

avaliacdo de seguimento do ELSA-Brasil (Onda 2).

5.4.3 Covariaveis

Foram usados dados da linha de base do ELSA-Brasil sobre as covaridveis de interesse.
Informagdes sociodemograficas e comportamentais foram coletadas por meio de entrevistas
face a face, realizadas por profissionais treinados e certificados, mediante a aplicacdo de um
questiondrio multidimensional. Para o presente estudo, os dados sociodemograficos utilizados

sdo: idade (continua, em anos, e categorizada em: 35-44, 45-54, 55-64 e 65-74 anos), sexo
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(feminino ou masculino), raca/cor (preta, parda, branca e outras), escolaridade (até ensino

médio completo e ensino superior completo/pds-graduacio).

Sobre os comportamentos, foram considerados: consumo excessivo de bebidas
alcoolicas, avaliado pelo beber pesado episddico (sim ou ndo), o qual é definido pelo consumo
de cinco ou mais doses de bebida alcodlica em um periodo de duas horas, mais de uma vez por
més (PATRICK; AZAR, 2018); tabagismo (nunca fumou, ex-fumante e fumante); e o nivel de
atividade fisica no lazer, obtido por meio da aplicacdo do Questiondrio Internacional de
Atividade Fisica (IPAQ), o qual € definido pela soma ponderada do tempo de atividade fisica
por semana, em minutos metabdlicos (MET-minutos), e classificados em atividades de

intensidade fraca, moderada e vigorosa (IPAQ, 2005).

Foram também utilizados dados de consumo alimentar, obtidos através da aplicacao do
questiondrio de frequéncia de consumo alimentar, validado para a amostra do ELSA-Brasil
(MOLINA et al., 2013), semiquantitativo, com 114 itens alimentares que visam avaliar o
consumo alimentar regular nos ultimos doze meses. A composi¢do nutricional foi determinada
usando o software Nutrition Data System for Research (NDSR; http://www.ncc.umn.
edu/products/), da Universidade de Minnesota, e a Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos, da Universidade Estadual de Campinas (TACO, 2011). Para o presente estudo,
considerou-se a ingestdo caldrica em quilocalorias, macronutrientes em gramas e quilocalorias
por dia. Os alimentos foram classificados de acordo com a NOVA (MONTEIRO et al., 2016)
e descricdo detalhada pode ser obtida em publicacdo anterior (SIMOES et al., 2018). O
consumo alimentar de cada um dos grupos da NOVA foi classificado em quilocalorias e

considerando o percentual de contribui¢do para as calorias totais.

Em relacdo aos dados antropométricos, foram utilizados o peso (kg) e a altura (cm),
obtidos de acordo com técnica padrao (AQUINO et al., 2012). O indice de massa corporal
(IMC) foi calculado dividindo-se o peso corporal pelo quadrado da altura (kg/m?), e
posteriormente classificado em em baixo peso/eutrofia (< 25 kg/m?), sobrepeso (25-29.9

kg/m?), e obesidade (> 30 kg/m?) (WHO, 2000).

Para defini¢do da presenca de diabetes mellitus, foram utilizados os seguintes critérios:
histéria médica prévia de diabetes mellitus, uso de medicamentos antidiabéticos e/ou avalia¢do
clinica (glicemia de jejum > 126 mg/dL, ou glicemia de duas horas apos sobrecarga de glicose

>200 mg/dL, ou HbA1C > 6,5%) (ADA, 2014).
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5.5 Analise dos Dados

As caracteristicas sociodemograficas, comportamentais, de consumo alimentar,
antropométricas e clinicas foram apresentadas como medidas de frequéncia (absoluta e relativa)
para varidveis categéricas e média (desvio-padrdo) para varidveis continuas. O teste qui-
quadrado de Pearson foi adotado para comparar a incidéncia de HAS e a distribui¢ao dos
valores de AGEs segundo as covaridveis do estudo. Além disso, para comparar a distribui¢do
das médias das varidveis de consumo alimentar segundo as categorias de concentragdes séricas

de AGES fluorescente foi realizado o teste t de Student.

A associagdo entre as concentragdes séricas de AGEs e a incidéncia de HAS foi testada
por meio da regressao de Poisson, com variancia robusta, bruta e ajustada. Os potenciais fatores
de confusdo foram definidos a partir da elaboracdo de um grafico aciclico direcionado (Directed
Acyclic Graph - DAG), no programa DAGitty (https://www.dagitty.net/). A partir do conjunto
de varidveis de ajuste selecionadas, foram construidos quatro modelos: modelo bruto; modelo
ajustado 1 - varidveis sociodemogréficas; modelo ajustado 2 - varidveis sociodemogréficas,
comportamentais e de consumo alimentar; e modelo ajustado 3 - varidveis sociodemograficas,

comportamentais, de consumo alimentar, antropométricas e clinicas.

Adicionalmente, a presenga de interacdo entre as concentragdes sé€ricas de AGEs e o
consumo de alimentos ultraprocessados na relacdo com a incidéncia de HAS foi investigada
mediante a insercao de um termo de interagao multiplicativa no modelo final (modelo ajustado

3).

A medida de associacdo adotada foi o risco relativo (RR), com seus respectivos
intervalos de confianca de 95% (IC95%). Todas as andlises estatisticas foram realizadas no

software STATA, versao 14.0, adotando-se nivel de significancia de 5%.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tépico de resultados e discussao deste trabalho serdo apresentados no formato de artigo

original, buscando atender aos objetivos propostos.
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Titulo: Produtos finais de glicacdo avancada séricos fluorescentes sdao positivamente
associados a incidéncia de hipertensao arterial (Coorte ELSA-Brasil)

Resumo:

Introducio: Produtos finais de glicacdo avancada séricos (sAGEs) elevados podem favorecer
o desenvolvimento de alteracdes cardiometabdlicas, mas investigacdes sobre a sua relacdo com
a hipertensao arterial sistémica (HAS) sdo escassas, especialmente as longitudinais. Assim,
nosso objetivo foi avaliar a associacdo entre os SAGEs fluorescentes e a incidéncia de HAS
entre os participantes do Estudo Longitudinal de Saide do Adulto (ELSA-Brasil). Métodos:
Andlise longitudinal utilizando dados da linha de base (2008-2010) e do primeiro seguimento
(2012-2014) do ELSA-Brasil, incluindo 974 participantes de ambos os sexos, entre 35 e 74
anos. Os sAGEs foram avaliados por espectrofluorometria e categorizados em tercis. A
incidéncia de HAS foi definida por critérios padrdo. As associagdes foram testadas por
modelagem de Poisson com varidncia robusta, e foram estimados os riscos relativos (RR) brutos
e ajustados por fatores de confusdo. Resultados: Ao longo de quatro anos de seguimento, foram
identificados 135 (13,9%) casos novos de HAS. Concentrac¢des intermedidrias a altas de sSAGEs
fluorescentes (tercis 2 e 3 combinados) foram associadas a maior incidéncia de HAS (RR =
1,42, IC95% = 1,01-2,00), em comparagdo as baixas concentragdes (tercil 1), independente de
fatores sociodemogréficos e comportamentais, consumo alimentar, indice de massa corporal e
diabetes mellitus. Conclusao: Os sAGEs fluorescentes com valores intermedidrios a altos estdo
associados ao maior risco de desenvolver HAS ao longo de quatro anos de seguimento. Dessa
forma, a quantificagdo dos SAGEs fluorescentes por espectroscopia pode ser utilizada como um

biomarcador de risco para a HAS.

Palavras-chave: Produtos finais de glicagdo avancada. Pressdo Arterial. Espectrofluorometria
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INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS), caracterizada pelo aumento sustentado da
pressdo arterial (CAMPBELL et al., 2019), € considerada o principal fator de risco para doengas
cardiovasculares que sdo importantes causas de morbimortalidade em todo o mundo (KARIO
et al., 2024). Globalmente, a HAS atinge mais de 30% da populacdo adulta (GEORGE et al.,
2023) e, em 2019, niveis aumentados de pressao arterial sistolica foram responsdveis por 10,8
milhdes de mortes, o que corresponde a 19,2% de todas as mortes que ocorreram naquele ano
(MURRAY et al., 2020). Mesmo diante de seu impacto significativo para a satde publica
(CURADO et al., 2021), especialmente em paises de baixa e média renda (ZHOU et al., 2021),
observa-se um progresso lento nas agdes de prevencao, controle e tratamento da HAS, o que
destaca a crescente necessidade de estudos sobre o tema, incluindo seus determinantes

(CAMPBELL et al., 2019; ZHOU et al., 2021).

Por sua vez os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs do inglés Advanced
Glycation End Products) sao um grupo heterogéneo de compostos complexos bioativos,
formados a partir da reacao entre agucares ou produtos de peroxidagdo lipidica com proteinas,
lipideos ou 4cidos nucleicos (JOHN; LAMB, 1993). A formacao dos AGEs endégenos € lenta,
porém, quando sua producdo excede a capacidade fisiolégica de depuragdo, ocorre o actimulo
na circulacdo e nos tecidos, promovendo a inflamacdo e o estresse oxidativo celular

(SIBBERSEN; JOHANNSEN, 2020).

Existe uma ampla gama de AGEs classificados de acordo com suas caracteristicas
quimicas, que podem ser identificados por diferentes métodos (TWARDA-CLAPA et al,,
2022). Os AGEs classificados como fluorescentes possuem a capacidade de absorver luz
ultravioleta quando expostos a comprimentos de onda especificos, o que permite a sua deteccdo
e quantificacdo em amostras biolégicas e consequente utilizacdo como marcadores de actimulo
nos tecidos e de danos oxidativos, além disso, método de deteccdo dos AGEs séricos (SAGEs)
fluorescentes € ndo invasivo, mais simples e de menor custo, o que favorece a sua utilizacao
em estudos com maiores amostras e aplicacdo como ferramenta de screening na pratica clinica
(PERRONE et al., 2020). Nesse sentido, os sAGEs fluorescentes vém sendo investigados em
relac@o a sua associagdo com diferentes desfechos em satide, incluindo o diabetes tipo 2 (ALI;
RAO, 2020), eventos cardiacos adversos (RAPOSEIRAS—ROUBfN et al., 2013) e doenca
hepatica gordurosa ndo alcoolica (PEREIRA et al., 2021).
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Estudos demonstram que os AGEs também podem afetar a pressdo arterial, pois
aumentam a rigidez arterial através da ligacdo cruzada de proteinas da matriz extracelular, como
o coldgeno e elastina (ZIEMAN; MELENOVSKY; KASS, 2005; PRASAD; MISHRA, 2017),
e pela interagdo com seu receptor celular (RAGE), promovem disfuncdo endotelial vascular
(ZHANG et al., 2017), inflamacdo vascular, estresse oxidativo (BANSAL et al., 2013) e
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (DHAR et al., 2014). Dessa forma, os
AGEs podem atuar ndo apenas como marcadores, mas potencialmente como mediadores de

complicagdes vasculares cronicas (BAUMANN, 2012).

Entretanto, estudos epidemioldgicos sobre a associagdo entre os SAGEs fluorescentes e
a HAS sao ainda escassos e inconclusivos (SEMBA et al., 2015; PEKER; BOYRAZ, 2023;
ALKHAMI et al., 2023), especialmente aqueles com delineamento prospectivo (HUANG et
al., 2022). Nesse sentido, € importante o desenvolvimento de estudos longitudinais investigando
sobre o possivel papel dos SAGEs no aumento do risco de HAS, pois ainda ndo se sabe se eles
estdo apenas aumentados nessa condi¢cdo ou se hd uma relagdo causal. Assim, o objetivo deste
estudo € investigar a associacdo entre os SAGEs fluorescentes e a incidéncia de HAS em quatro
anos de seguimento dos participantes do Estudo Longitudinal de Satide do Adulto (ELSA-
Brasil).

METODOLOGIA

Coorte ELSA-Brasil

Este é um estudo longitudinal com dados do ELSA-Brasil, uma coorte multicéntrica
composta por servidores publicos ativos ou aposentados de cinco universidades (Universidade
Federal da Bahia, Universidade Federal do Espirito Santo, Universidade Federal de Minas
Gerais, Universidade Federal do Rio Grande do Sul e Universidade de Sdo Paulo) e uma
instituicdo de pesquisa (Fiocruz). Na linha de base (Onda 1: 2008-2010), foram incluidos
15.105 participantes, de ambos os sexos, com idade entre 35 e 74 anos. Na primeira avaliacdo
de seguimento (Onda 2: 2012-2014), um total de 14.014 participantes retornaram aos centros
de pesquisa para novas entrevistas e exames. A descricao detalhada dos aspectos metodolégicos
do estudo pode ser encontrada em publicacdes anteriores (AQUINO et al., 2012; SCHIMIT et
al., 2015).
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O estudo ELSA-Brasil foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP n° 13065) e nos comités de ética em pesquisa de cada uma das institui¢des envolvidas.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Populacao de Estudo

Para o presente estudo, foram usados dados da linha de base e primeiro seguimento
referentes a subamostra do ELSA-Brasil do centro de pesquisa da Fiocruz que dispunha de
informacdes sobre as sSAGEs (Figura 1). Para este estudo, foram adotados os seguintes critérios
de exclusdo: a) participantes com HAS na linha de base; b) participantes com dados incompletos
nas varidveis de exposi¢do, desfecho e/ou nas covaridveis de interesse; e ¢) individuos com
doenga renal cronica (razdo albumina/creatinina urinaria >30 mg/g e/ou taxa de filtracdo
glomerular <60 mL/min/1.73m2) (BARRETO et al., 2015). A amostra final foi constituida por
974 participantes (Figura 1).

Variavel Exposicao: Concentracao Sérica de Produtos Finais de Glicacao Avancada

Fluorescentes

A medicdo dos sAGEs fluorescentes obtidas na linha de base do ELSA-Brasil foi
baseada na deteccdo espectrofluorimétrica (NAKAYAMA et al., 1993). O soro foi diluido 200
vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (KH2 PO4 1,06 mmol/L, NaCl 155,10 mmol/L
e Na; HPOy4 -7H> O 2,97 mmol/L, pH 7,4) e homogeneizado usando um misturador de vortice
por 10 segundos, medido em um comprimento de onda de emissdo de 445 nm e de excitagdo
em 370 nm (SpectraMax M5 ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Acton, MA,
United States). Uma solu¢do de BSA (1 mg/mL em NaOH 0,1 N) foi utilizada como referéncia
e sua intensidade de fluorescéncia foi definida como uma unidade de fluorescéncia. A
quantidade de fluorescéncia da amostra de soro do participante foi medida em uma
concentracdo de proteina de 1 mg/mL e expressas em unidades arbitrarias (UA) apds
normaliza¢do com a preparacdo nativa de BSA (PEREIRA et al., 2021). Os sAGEs foram
classificados em tercis, e posteriormente dicotomizados em baixos (tercil 1) versus
intermedidrios a altos (tercis 2 e 3 agrupados).
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Variavel Desfecho: Hipertensao Arterial Sistémica

Foram realizadas trés medidas casuais da PA com intervalo de um minuto, utilizando-
se equipamento oscilométrico validado (Omron, modelo HEM 705CPINT®). As aferi¢des
foram realizadas pela manha, em um ambiente silencioso e climatizado (20 °C a 24 °C), no
braco esquerdo, apds, pelo menos, cinco minutos de repouso, com o participante sentado, pés
alinhados e repousados no chdo, o brago posicionado na altura do coragdo e a palma da mao
virada para cima (MILL et al., 2013; SCHMIDT et al., 2013). O valor da PA casual foi obtido
a partir da média das duas ultimas medidas. Para classificacdo da HAS, considerou-se PA >

140/90 mmHg ou uso de anti-hipertensivos (BARROSO et al., 2021).

Covariaveis

Informacdes da linha de base sobre as seguintes covaridveis foram consideradas: idade
(continua, em anos, e categorizada em 35-44, 45-54, 55-64 e 65-74 anos); sexo (feminino e
masculino); raca/cor autorreferida (preta, parda, branca e outras); escolaridade (até ensino
médio completo e ensino superior completo/pés-graduagdo); atividade fisica de lazer (fraca,
moderada e vigorosa), avaliada por meio do médulo de atividade fisica no lazer da versdo longa
do Questiondrio Internacional de Atividade Fisica (IPAQ, 2005); tabagismo (nunca fumou, ex-
fumante e fumante); e beber pesado episddico (binge drinking) (sim ou ndo), definido como o
consumo de cinco ou mais doses de bebida alcodlica em um periodo de duas horas, mais de

uma vez por més, nos ultimos 12 meses (PATRICK; AZAR, 2018).

O consumo alimentar foi avaliado mediante a aplicagdo de um questiondrio de
frequéncia de consumo alimentar, validado para a amostra do ELSA-Brasil (MOLINA et al.,
2013), semiquantitativo, com 114 itens alimentares, que avaliaram o consumo alimentar regular
nos ultimos 12 meses. A composi¢ao nutricional foi determinada usando o software Nutrition
Data System for Research (NDSR; http://www.ncc.umn. edu/products/), da Universidade de
Minnesota, e a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO), da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) (TACO, 2011). Os alimentos foram também classificados de
acordo com a NOVA (MONTEIRO et al., 2016) e descricdo detalhada pode ser obtida em
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publicacio anterior (SIMOES et al., 2018). O consumo alimentar de cada um dos grupos da

NOVA foi avaliado em quilocalorias e como percentual de contribuicio para as calorias totais.

Em relacdo aos dados antropométricos, foram utilizados o peso (kg) e a altura (cm),
obtidos de acordo com técnica padrao (AQUINO et al., 2012; SCHMIDT et al., 2013). O indice
de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso corporal pelo quadrado da altura

(kg/m?), e posteriormente classificado em baixo peso/eutrofia (< 25 kg/m?), sobrepeso (25-29.9

kg/m?), e obesidade (> 30 kg/m?) (WHO, 2000).

Para defini¢do da presenca de diabetes mellitus, foram utilizados os seguintes critérios:
historia médica prévia de diabetes mellitus, uso de medicamentos antidiabéticos e/ou
classificagdo pela avaliacdo clinica (glicemia de jejum > 126 mg/dL, ou glicemia de duas horas

apos sobrecarga de glicose > 200 mg/dL, ou HbA1C > 6,5%) (ADA, 2014).

Analise Estatistica

As caracteristicas sociodemograficas, comportamentais, antropométricas, clinicas e de
consumo alimentar foram apresentadas como medidas de frequéncia (absoluta e relativa) para
variaveis categoricas € média (desvio-padrdo) para variaveis continuas. O teste qui-quadrado
de Pearson foi adotado para comparar a incidéncia de HAS e a distribuicdo dos valores de
SAGEs segundo as covaridveis do estudo. Para comparar a distribuicdo das varidveis de

consumo alimentar segundo as categorias de SAGES, foi empregado o teste t de Student.

A associagdo entre SAGEs e a incidéncia de HAS foi testada por meio da regressdo de
Poisson, com variancia robusta, bruta e ajustada. Os potenciais fatores de confusdao foram
definidos a partir da elaboracdo de um grafico aciclico direcionado (Directed Acyclic Graph -
DAG) no programa DAGitty (https://www.dagitty.net/) (Figura 2). A partir do conjunto de
varidveis de ajuste selecionadas, foram construidos quatro modelos: modelo bruto; modelo
ajustado 1 - varidveis sociodemogréficas; modelo ajustado 2 - varidveis sociodemograficas,
comportamentais e de consumo alimentar; e modelo ajustado 3 - varidveis sociodemograficas,

comportamentais, de consumo alimentar, antropométricas e clinicas.

Adicionalmente, a presenca de interacdo entre SAGEs e o consumo de alimentos
ultraprocessados na relagdo com a incidéncia de HAS foi investigada mediante a inser¢do de
um termo de interacdo multiplicativa no modelo final (modelo ajustado 3). A medida de
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associacdo adotada foi o risco relativo (RR), com seus respectivos intervalos de confianca de
95% (IC95%). Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software STATA, versdo 14.0,

adotando-se nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Um total de 641 participantes foram classificados com sAGEs fluorescentes
intermedidrios a altos na linha de base do ELSA-Brasil e, ao longo de quatro anos de
seguimento, foram identificados 135 (13,9%) casos novos de HAS. A populac¢ido de estudo foi
composta, em sua maioria, por participantes com idade entre 45 e 54 anos, do sexo feminino,
que se se autodeclararam como brancos, com ensino superior completo/pds-graduacdo, com
nivel de atividade fisica de lazer fraco, ndo fumantes e sem consumo pesado episddico de
dlcool. A prevaléncia de diabetes mellitus foi de 8% e 41,9% e 16,7% da amostra foram
classificados com sobrepeso e obesidade respectivamente. A incidéncia de HAS, por sua vez,
foi significativamente maior nos participantes mais idosos, do sexo masculino, € com obesidade
e diabetes mellitus. No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre SAGEs fluorescentes segundo as caracteristicas sociodemograficas, comportamentais,

antropométricas e clinicas analisadas (Tabela 1).

O consumo de alimentos ultraprocessados foi significativamente maior nos participantes
com baixos sAGEs fluorescentes, tanto quando avaliado em kcal quanto em % da ingestao
caldrica total. Por sua vez, o consumo de alimentos in natura e minimamente processados foi
maior nos participantes com SAGESs fluorescentes de intermedidrios a altos, considerando o %

de contribui¢do para as calorias totais (Tabela 2).

No modelo de regressao ajustado por potenciais fatores de confusdo, possuir sAGEs
fluorescentes de intermediarios a altos foram associados a um aumento de 42% no risco de

HAS, em comparacio com baixos SAGEs (RR = 1,42, IC95% = 1,01-2,00) (Tabela 3).

A andlise de interag@o ndo revelou diferencas na associacdo entre SAGEs fluorescentes
e aincidéncia de HAS segundo o consumo de alimentos ultraprocessados, tanto em kcal (p para
interacdo = 0,698), quanto em % de contribuicdo para as calorias totais (p para interacdo =

0,910).
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DISCUSSAO

A partir de dados de servidores publicos brasileiros participantes de um grande estudo
de coorte, nossos resultados revelaram que SAGEs fluorescentes intermedidrios a altos estdo
associados a maior incidéncia de HAS apds quatro anos de seguimento, mesmo apds ajustes
por um amplo conjunto de potenciais confundidores incluindo fatores demograficos e

comportamentais, consumo alimentar, indice de massa corporal e diabetes mellitus.

Embora os estudos epidemioldgicos sobre o tema sejam escassos na literatura,
especialmente longitudinais, nossos achados concordam com os de outros autores. Em um
estudo de coorte com mediana de acompanhamento de 4,4 anos, a incidéncia de HAS foi
significativamente maior em participantes do quintil superior de sAGEs comparados aqueles
que se encontravam nos demais quintis agrupados (Q5= 61,5% vs. Q1-Q4 = 28,3%, p=0,02).
De modo interessante, esse resultado foi observado em participantes que apresentaram excre¢ao
urindria de NaCl <6g em 24 horas, mas, ndo nos que apresentaram excre¢do >6g. Apos ajustes
por potenciais confundidores, observou-se que o risco de desenvolvimento de HAS foi maior
nos participantes do quintil superior de AGEs do que nos participantes dos quintis 1-4 (HR =
3,73; 1C95% =1,17-11,9) (HUANG et al., 2022). Por sua vez, em um estudo caso-controle, que
comparou 88 casos com HAS resistente com o mesmo nimero de controles com HAS
controlada, os niveis de AGEs medidos pelo método de autofluorescéncia cutanea foram
significantemente mais elevados no primeiro grupo [2,1 (1,9-2,2) vs. 2,8 (2,5-3,2) UA;
p<0,001] (PEKER; BOYRAZ, 2023). Outro estudo, de delineamento transversal, com
individuos hospitalizados por diabetes mellitus nao controlado ou com complicacdes, observou
maiores niveis de AGEs autofluorescentes cutaneos nos participantes que apresentavam HAS
comparados aos normotensos (2,7+ 0,6 vs 2,6 + 0,6 UA; p = 0,016) (ALKHAMI et al., 2023).
Finalmente, um estudo também transversal realizado com idosos identificou maiores chances
de HAS entre participantes do tercil mais alto (OR = 1,32, IC95% = 1,06-1,60) e intermediério
(OR = 1,27, 1C95% = 1,05-1,53) de carboximetil-lisina (CML) em compara¢do com o tercil
mais baixo, apds ajuste por fatores de confusdo. A CML € um dos AGEs mais abundantes no

organismo e pertence ao grupo dos AGEs ndo fluorescentes (SEMBA et al., 2015).

Até o momento, o0 mecanismo mais estudado sobre o potencial papel dos AGEs no
desenvolvimento de doengas cardiometabolicas esta relacionado a ativagdo da via AGE-RAGE,

em que os AGEs se ligam ao RAGE e promovem uma cascata de sinalizacao celular, levando
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a ativacao permanente do fator de transcricio NF-KB. Como consequéncia, hd um aumento na
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias e, consequentemente, o recrutamento de células
inflamatérias (CHUAH et al., 2013). O acimulo de AGEs no organismo promove, ainda,
rigidez arterial, através da ligacdo cruzada de coldgeno no meio vascular (PRASAD; MISHRA,
2017) e induzem o aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio que interagem com o
oxido nitrico, levando a eliminag¢do ou reducdo da sua biodisponibilidade (BUCALA et al.,
1991). Sabe-se que o 6xido nitrico exerce um papel critico no desenvolvimento da HAS, visto
que, a sua bioatividade prejudicada leva a diminui¢do da vasodilatagdo dependente do
endotélio, inflamacdo, estresse oxidativo, ativacdo cronica do sistema nervoso simpatico,
desregulacdo do sistema renina-angiotensina, disfuncdo endotelial e rigidez arterial
(HERMANN; FLAMMER; LUSCHER, 2006; WO et al., 2020). Além disso, um estudo
transversal realizado com individuos com diagndstico recente de HAS, ainda ndo tratada, e sem
diabetes mellitus, observou que aqueles com baixas concentragdes de receptor solivel de AGE
(sSRAGE), que é uma variante de splicing do RAGE, apresentavam maior pressdo arterial
sistolica de 24 horas (140 £ 8 vs. 134 £ 7 mmHg, p < 0,001) e maior velocidade de onda de
pulso carotideo-femoral (8,3 £ 1,5 vs. 7,8 = 1,1 m s (-1), p = 0,003), sugerindo que o SRAGE
também esteja envolvido na prote¢do contra dano vascular hipertensivo (DIMITRIADIS et al.,

2013).

Outro mecanismo proposto pelo estudo de Huang et al. (2022) para explicar a possivel
influéncia dos AGEs no aumento dos niveis pressdricos seria que o acimulo de sAGEs estaria
associado ao aumento da reabsorcao de sédio nos tibulos renais, levando a elevagdo da pressao
arterial, mesmo em individuos que apresentam baixa ingestdo de sodio pela dieta. Essas
conclusdes corroboram com os resultados de um estudo experimental com animais realizado
por Chang et al. (2007), que havia demonstrado que os AGEs estimulavam a captacao de s6dio
nas células do ducto cortical renal em camundongos, via indu¢do de aumento da expressao de

canais de sddio.

Em nosso estudo, um resultado ndo esperado foi o maior consumo de alimentos
ultraprocessados em participantes com baixos SAGEs. Além disso, ndo observamos interagdao
entre o consumo desses alimentos e os SAGEs em relacdo a incidéncia de HAS. Os alimentos
ultraprocessados caracterizam-se por apresentar altos niveis de AGEs dietéticos (dAGEs),
devido ao alto contetdo de carboidratos e proteinas e ao processamento industrial ou domiciliar
com calor seco em altas temperaturas que leva a reacdo de Maillard (RAVICHANDRAN et al.,

2019). Alimentos com alto grau de processamento, como as batatas fritas, biscoitos, cereais,
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bolos, e produtos lacteos, estdo entre as principais fontes de dAGEs (PIPERI, 2017;
CORDOVA et al., 2020).

Atualmente, sabe-se que os dAGEs sdo biodisponiveis e absorvidos e que parte deles é
excretada, porém, o destino metabdlico da maioria dos dAGEs ainda é desconhecido
(LUEVANO-CONTRERAS et al., 2017). Uma andlise transversal realizada com os dados do
estudo Cohort on Diabetes and Atherosclerosis Maastricht (CODAM) observou que uma maior
ingestdo de CML, Ne€-carboxietil-lisina (CEL) e No&-(5-hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)-
ornitina (MG-H1), frequentemente usados como biomarcadores do processo de glicacdo, foi
significativamente associada a concentracdes mais elevadas de seus correspondentes séricos
(BemL = 0,253, IC 95% = 0,086 - 0,415; BceL = 0,194, IC 95% = 0,040 - 0,339; e Bmc-n1 = 0,223,
IC 95% = 0,069 - 0,373) ap0s ajustes para idade, sexo, glicemia, perimetro da cintura, fungdo
renal, ingestdao caldrica, tabagismo, atividade fisica, ingestao de alcool, lipoproteina de baixa
densidade e marcadores de estresse oxidativo (SCHEIJEN et al., 2018). Entretanto, conforme
apontado, os mecanismos especificos de absorcdo dos dAGEs ainda ndo estdo totalmente
elucidados e, at¢é o momento, alguns estudos sugerem que apenas 10% dos dAGEs sejam
absorvidos pela circulagdo sanguinea (KOSCHINSKY, et al., 1997; HE et al., 2001). Uma
revisdo recente sugere que o processamento térmico pode levar a desnaturacdo das proteinas
nos alimentos, reduzindo a sensibilidade dos AGEs com alto peso molecular a degradacio das
enzimas gastrointestinais, o que leva a reducgdo da absorcdo dos AGEs pelas células intestinais

(NIE et al., 2022). Estes fatores podem explicar, a0 menos em parte, nossos resultados.

Além disso, em nosso estudo, quantificamos os SAGEs fluorescentes e embora a
pentosidina (AGE fluorescente) ja tenha sido quantificada em diversos alimentos (HENLE;
SCHWARZENBOLZ; KLOSTERMEYER, 1997), a quantificacio da CML (AGE néo
fluorescente) vem sendo mais frequentemente adotada para investigacao da relacdo entre os

dAGE:s e seu correspondente sérico (SCHEIJEN et al., 2018; CHAO et al., 2010).

Em nosso estudo, a associacdo entre sAGEs e incidéncia de HAS foi fortalecida e
tornou-se estatisticamente significante apenas no modelo final ajustado, e andlises adicionais
revelaram que a varidvel responsdvel por esse efeito foi o IMC. Esse fato se justifica porque,
em nossa populacio de estudo, o IMC se associou de forma direta com a incidéncia de HAS,
mas a sua associacdo com as sAGEs, embora ndo significante, tendeu a ser inversa. Desse
modo, o IMC parece atuar com um confundidor negativo da relacdo entre SAGEs e HAS, e a

remocgao desse efeito confundidor, por meio do ajuste do modelo, tende a aumentar a magnitude
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da medida de associacdo (SZKLO; NIETO, 2014). Em linha com nossos achados, um dos
primeiros estudos a demonstrar que o excesso de peso tende a se associar a menores sAGEs foi
o de Sebekova et al. (2009), em seu estudo os sAGEs fluorescentes eram significantemente
mais baixos nas criangas e adolescentes com obesidade quando comparados aquelas com peso
normal (223 £37 (UA) vs. 318 £ 64, p<0.01). Rezaei et al. (2022) também demonstraram que
participantes com diabetes mellitus tipo 2 com peso normal apresentaram maiores SAGEs
comparados aos seus pares com sobrepeso e obesidade (77,79 £ 11,89 vs 75,78 £ 12,45 vs 72,36
+ 13,22; p=0,016). Ainda, as concentragdes séricas de CML foram inversamente associadas ao
perimetro da cintura (f =—0.357, IC 95% = —0.414 - —0.301) e ao IMC (f=—0.279, CI 95% =
—0.332 - —0.226] em um estudo com 293 participantes com diabetes mellitus tipo 2, sugerindo
que baixos niveis séricos de CML em individuos com obesidade pode ser usado como um
marcador de acimulo/sequestro de CML pelo tecido adiposo e, dessa forma, contribuir para

processos pro-inflamatdrios caracteristicos da obesidade (GAENS et al., 2015).

Este estudo apresenta como forcas o uso de dados coletados com alto rigor metodolégico
e o delineamento longitudinal. Além disso, até onde foi possivel constatar, existem poucos
estudos na literatura analisando a associacdo dos AGEs séricos com a incidéncia de HAS, sendo
este o primeiro a explorar o possivel papel modificador de efeito do consumo de alimentos
ultraprocessados nessa relagdo. Dentre as limitagdes, destacamos que, devido a complexa
heterogeneidade molecular e estrutural dos AGEs, ainda ndo existe um método padrao-ouro
para quantificacdo das suas concentracdes séricas nem mesmo uma unidade de medida padrdo
reconhecida internacionalmente (PERRONE et al., 2020), o que dificulta a comparagdo dos
nossos resultados com os de outros estudos. Além disso, o método de quantificacdo de AGEs
utilizado no presente estudo ndo € capaz de detectar os AGEs ndo fluorescentes e pode sofrer
influéncia de fluoforos ndo AGEs. No entanto, trata-se de um método simples, rdpido e de
menor custo o que favorece a sua aplicacdo na pratica clinica e em estudos com grandes
amostras. Assim sendo, destacamos a relevancia deste estudo ao observar associagdo entre as
sAGEs fluorescentes e a incidéncia de HAS, a qual pode se apresentar ainda mais forte ao se
utilizarem métodos capazes de medir um conjunto mais amplo de moléculas, incluindo os AGEs

ndo fluorescentes.

Em conclusdo, este estudo demonstrou que os SAGEs fluorescentes sdo positivamente
associados ao risco de desenvolver HAS entre servidores publicos brasileiros ao longo de quatro
anos de seguimento. Esses achados sugerem que os sSAGEs fluorescentes podem ser usados

como um marcador de risco para a HAS, viabilizando o planejamento de intervencdes precoces
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para a reducdo da morbimortalidade por doencas cardiovasculares. Mais estudos sdo
necessdrios para uma maior compreensao da relacdo entre as concentracdes séricas dos AGEs
e a HAS, incluindo a avaliacdo dos SAGEs ndo fluorescentes e o possivel papel dos dAGEs

nesta relacao.
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974 participantes incluidos

Figura 1. Fluxograma de inclusdo dos participantes.
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de alimentos ultraprocessados). AGEs — Produtos finais de glicacdo avancada. HAS -
Hipertensdo arterial sistémica. DM — Diabetes Mellitus.
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Tabela 1. Caracterizacdo da amostra, distribui¢do das concentracdes séricas dos produtos finais
de glicacdo avancada (AGEs) e incidéncia de hipertensdo arterial sistémica (HAS) segundo as

covariaveis do estudo. ELSA-Brasil, 2008-2010 e 2012-2014 (n = 974).

Concentracoes Séricas de AGEs

Baixas Intermedidrias a Incidéncia de

Variaveis N (%) (0.55-0.80 UA altas HAS

’ n= ’333) ’ (0,81-1,63 UA, (n=135)

n =641)

Faixa etdria
35 a 44 anos 377 (38,7) 136 (36,1) 241(63,9) 35 (9,3)%**
45 a 54 anos 445 (45,7) 138 (31,1) 307 (68,9) 73 (16,4)
55 a 64 anos 141 (14,5) 54 (38,3) 87 (61,7) 24 (17,0)
65 a 74 anos 11 (1,1) 5 (45,5) 6 (54,5) 3(27,3)
Sexo
Masculino 428 (43,9) 149 (34,8) 279 (65,2) 77 (17,9)%**
Feminino 546 (54,1) 184 (33,7) 362 (66,3) 58 (10,6)
Raca/Cor
Preta 93 (9,6) 27 (29,1) 66 (70,9) 17 (18,3)
Parda 285 (29,3) 98 (34,4) 187 (65,6) 45 (15,8)
Branca 566 (58,1) 196 (34,6) 370 (65.4) 71 (12,5)
Outras 30 (3,08) 12 (40,0) 18 (60,0) 2 (6,7)
Escolaridade
Até ensino médio 228 (23,4) 71 (21,3) 262 (78,7) 40 (17,6)
completo
Superior completo/pés- 746 (76,6) 157 (24,5) 484 (75,5) 95 (12,7)
graduacio
Atividade fisica de lazer
Fraca 714 (73,3) 244 (34,2) 470 (65,8) 96 (13,5)
Moderada 142 (14,6) 52 (36,6) 90 (63.4) 24 (16,9)
Vigorosa 118 (12,1) 37 (31,4) 81 (68,6) 15 (12,7)
Tabagismo
Nunca fumou 603 (61,9) 207 (34,3) 396 (65,7) 79 (13,1)
Ex-fumante 257 (26,4) 87 (33,8) 170 (66,2) 41 (15,9)
Fumante 114 (11,7) 39 (34,2) 75 (65,8) 15 (13.2)
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Beber Pesado Episodico

Nio 821 (84,3) 285 (34,7) 536 (65,3) 124 (13,6)
Sim 153 (15,7) 48 (31,4) 105 (68,6) 11 (18,0)
Classificacdo do IMC

Eutrofia 403 (41,4) 130 (32,3) 273 (67,7) 38 (9,4)%**
Sobrepeso 408 (41,9) 147 (36,1) 261 (63,9) 59 (14,5)
Obesidade 163 (16,7) 56 (34,4) 107 (65,6) 38 (23,3)

Diabetes mellitus

Nio 896 (92,0) 303 (33.,8) 593 (66,2) 116 (12,9)
Sim 78 (8,0) 30 (38,5) 48 (61,5) 19 (24,4)***

Dados expressos como n (%). *Valores de p, de acordo com o teste Qui-Quadrado de Pearson. IMC: indice de
massa corporal; HAS: hipertensio arterial sistémica. AGEs: produtos finais de glicacdo avangada. UA: Unidades
Arbitrdrias. ***p < 0,001

Tabela 2. Consumo alimentar segundo as concentragdes séricas dos produtos finais de glicagdo

avan¢ada (AGEs). ELSA-Brasil, 2008-2010 e 2012-2014 (n = 974).

Concentracoes Séricas de AGEs

Baixas Intermedidrias a altas
(0,55-0,80 UA, (0,81-1,63 UA,

n=333) n=0641)
Variaveis Média (DP) Média (DP) Valor p*
Ingestdo Caldrica (Kcal/d) 2746,2 (1044,73) 2681,1 (989,6) 0,339
Lipideos (g/d) 96,3 (40,6) 93,5 (38,3) 0,288
Carboidratos (g/d) 320,6 (134.9) 314,2 (126,8) 0,462
Proteinas (g/d) 144,3 (59,8) 140,3 (56,2) 0,305
In Natura/Minimamente Processado (Kcal/d) 1670,5 (698,2) 1664,1 (671,8) 0,888
Processados (Kcal/d) 331,2 (217,1) 327,9 (231,8) 0,835
Ultraprocessados (Kcal/d) 748,0 (377,5) 692,7 (390,7) 0,034
In Natura/Minimamente Processado (% DEI) 60,8 (9,9) 62,2 (10,8) 0,046
Processados (% DEI) 12,1 (6,7) 12,2 (6,8) 0,707
Ultraprocessados (% DEI) 27,4 (9,1) 25,8 (9,7) 0,013

Dados expressos como média (DP: desvio-padrdo). *Valores de p, de acordo com o teste t de Student. AGEs:
produtos finais de glicagao avangada. DEI: daily energy intake. UA: Unidades Arbitrarias
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Tabela 3. Associagdo entre as concentracdes séricas de AGEs (intermedidrias a altas vs. baixas)
e incidéncia de HAS. ELSA-Brasil, 2008-2010 e 2012-2014 (n = 974).

Concentracoes Séricas de AGEs

Baixas Intermedidrias a altas
Modelos
(0,55-0,80 UA) (0,81-1,63 UA)
RRIC95%) RRIC95%)
Modelo Bruto 1 (Ref)) 1,38 (0,97 - 1,96)
Modelo Ajustado 1
1 (Ref)) 1,38 (0,97 - 1,95)
(idade, sexo, raga/cor, escolaridade)
Modelo Ajustado 2
(modelo 1 + atividade fisica, beber pesado episédico, 1 (Ref)) 1,38 (0,97 - 1,96)
tabagismo, consumo de alimentos ultraprocessados)
Modelo Ajustado 3
1 (Ref) 1,42 (1,01 - 2,00)

(modelo 2 + IMC e diabetes mellitus)

Dados expressos por meio do risco relativo (95%CI) obtidos pela regressdo de Poisson, com variancia robusta. IMC: indice de
massa corporal; HAS: hipertensdo arterial sistémica. AGEs: produtos finais de glicagdo avancada. RR: risco relativo. IC95%:

intervalo de confianca. UA: Unidades Arbitrérias
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho apontam que, as concentragdes séricas de AGEs fluorescentes
com valores intermedidrios a altos estdo associados ao maior risco de desenvolver HAS entre
servidores publicos brasileiros ao longo de quatro anos de seguimento, mesmo apds ajustes por

um amplo conjunto de potenciais confundidores.

Esses achados sugerem que as concentragdes séricas de AGEs fluorescentes podem ser
utilizadas como um potencial biomarcador plasmético de risco para HAS, vidvel de ser
implementado na prética clinica por ser um método simples e de baixo custo possibilitando o
planejamento de intervengdes terapéuticas precoces para reducdo da morbimortalidade

cardiovascular.

Considerando que os AGEs desempenham um papel fundamental na patogénese da
HAS e suas complicagdes, estudos adicionais explorando inibidores de AGEs e moléculas que
possam atuar no bloqueio da via AGE-RAGE podem contribuir para novos tratamentos com
maior efetividade. Além disso, mais estudos sdo necessarios para uma maior compreensao da
relacdo entre as concentragdes séricas dos AGEs e a HAS incluindo a avaliacdo dos AGEs nao

fluorescentes e o possivel papel dos dAGEs nesta relacao.
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ANEXO A - Aprovacao do ELSA-Brasil na CONEP

.

Fls. n¢ !0:(:1: &
Rubrica

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Salde
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa

CARTA N° 976 CONEP/CNS/MS Brasilia, 04 de agosto de 2006.

Senhora Coordenadora,

Tendo a CONEP recebido desse CEP o projeto de pesquisa “Estudo Longitudinal de
Sadde do Adulto - ELSA” Registro CEP-HU/USP 659/06 - CAAE 0016.1.198.000-06, Registro
Sipar MS: n° 25000.083729/2006-38, Registro CONEP n°® 13065, verifica-se que: ;

Trata-se de protocolo a ser desenvolvido por consércio vencedor da Chamada Publica
DECIT/MS/FINEP/CNPq que foi constituido por sete instituicdes de ensino superior e pesquisa de
seis estados, das regides Nordeste (Universidade Federal da Bahia), Sudeste (FIOCRUZ/RJ,
USP, UERJ, UFMG e UFES) e Sul (UFRS). Sera um estudo de coorte de 15 mil funcionarios de
instituicdes publicas com idade igual ou superior a 35 anos. A coorte sera acompanhada
anualmente para verificag@o do estado geral e, a cada trés anos, serd chamada para avaliagbes
mais detalhadas que incluem exames clinicos. .Os sujeitos de pesquisa serdo entrevistados por
pessoas treinadas e certificadas e os exames serdo realizados por profissionais de saude. O
estudo tem como objetivos principais: estimar a incidéncia do diabetes e das doengas
cardiovasculares e estudar sua histéria natural; investigar associagdes entre fatores bioldgicos,
comportamentais, ambientais, ocupacionais, psicolégicos e sociais relacionados a essas doengas
e complicagdes decorrentes, buscando compor modelo causal que contemple suas inter-relagdes;
descrever a evolugdo temporal desses fatores e os determinantes dessa evolugdo; identificar
modificadores de efeito das associagdes observadas; identificar diferenciais nos padrdes de risco
entre os centros participantes que possam expressar variagdes regionais relacionadas a essas
doencgas no pais. Dentre os objetivos secundarios consta “estocar matenal biolégico, para estudos
futuros com diversos tipos de marcadores relacionados a inflamag&o, coagulagdo, disfungcdo
endotelial, resisténcia a insulina, obesidade central, estresse e fatores de risco tradicionais, bem
como prover a extragdo de DNA para exames genéticos futuros”. De acordo com informacio da
pag. 11 do protocolo, item “coleta de sangue”, as amostras de sangue serdo estocadas para

Esplanada dos Ministérios, Bloco “G ™, Ministério da Saiide -Edificio Ancxo, Ala “B™- 1° andar — Sala 145 — CEP 70058-900- Brasilia / DF
Telefones : (61) 3315.2951/ 3226.6453 Fax : (61) 3226.6453 - E-mail: gonep@saude.gov.br - homepage : hitp://conselho.saude.gov.br
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exames adicionais e formag&o de banco de DNA. Havera um laboratério central que fard as

Cont. Carta CONEP n° 976/2006

“determinagdes basicas do estudo em amostras encaminhadas pelos centros de investigagéo”, as
“determinagdes simples” serdo feitas nos proprios laboratérios. O banco de material biolégico esta
em fase de planejamento com local e coordenador a serem definidos. 7

Diante do exposto, embora nos objetivos do estudo verifica-se que havera também
pesquisa genética, pelas informagdes do protocolo tal pesquisa ndo sera realizada no momento,
ndo estando descrito ainda (nem no protocolo, nem no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido-TCLE) os procedimentos para tal. Portanto, nesse primeiro momento do estudo nédo
- se trata de projeto da area tematica especial “genética humana” (Grupo I), conforme registrado na
folha de rosto, mas sim, do grupo lll. Nesse caso, a aprovagio ética é delegada ao Comité de
Etica em Pesquisa da instituigio, devendo ser seguido o procedimento para projetos do grupo Ill,
conforme o fluxograma disponivel no site : hﬁg:llcoﬁselho.saude.gov.br € no Manual Operacional
para CEP. Nao cabe, portanto, a referéncia a CONEP no 3° paragrafo da pag. 1 e no 6° paragrafo
da pag.2 do TCLE. Evidenciamos, entretanto, que o armazenamento e utilizagdo de materiais
biolégicos humanos no ambito de projetos de pesquisa esta regulamentado pela Resolucdo CNS
347/2005 e que o projeto em questdo deve incluir as determinagdes dessa resolugédo. Quando for
elaborado o protocolo para os estudos genéticos, devera também ser cumprida a Resolugdo CNS
340/04 incluindo obtengdo de TCLE especifico. Em se tratando de pesduisa com funcionérios de
instituicdes publicas, cabe ressaltar o disposto no item IV.3 “b” da Res. 196/96.

Atenciosamzt:, %
CORINA BONTEMPO DUCA DE FREITAS

Secretéaria Executiva da !
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

A Sua Senhoria

* Sr(a) Maria Teresa Zulini da Costa
Cordenadora Comité de Etica em Pesquisas
Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo- HU/USP
Av. Prof® Lineu Prestes, 2565
Cidade Universitiria Sao Paulo
Cep:05.508-900

C/ c6pia para os CEPs: UFBA, FIOCRUZ/RJ,UERJ, UFMG, UFES e UFRS

Esplanada dos Ministérios, Bloco “G ”, Ministério da Satide -Edificio Anexo, Ala “B"- 1° andar - Sala 145 — CEP 70058-900- Brasilia/ DF
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ANEXO B - Aprovacao do protocolo de pesquisa da onda 1 no CEP Fiocruz-10C

Ministéno da Saude
Fundagio Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA.CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 18 de setembro de 2006

~_ PARECER

Titulo do Projeto: “Estudo longitudinal de saude do adulto - ELSA”
Protocolo CEP: 343/06

Pesquisador Responsavel: Dora Chor
Instituicdo: ENSP

Deliberagao: APROVADO

Trata-se de uma pesquisa sobre doencgas cardiovasculares, diabetes e
outras doencas crénicas, pioneiro no Brasil, multicéntrico e com um grande numero
de sujeitos envolvidos (15.000)

O estudo objetiva investigar os fatores que estejam relacionados a essas
doengas em qualquer estagio de desenvolvimento, visando sugerir medidas mais
eficazes de prevencéo e tratamento :

O CEP da USP ja aprovou o referido projeto de pesquisa no ultimo dia 19 de
maio do corrente ano assim como ja fez o correspondente encaminhamento ao
CONEP. conforme declaragao anexa assinada pela coordenagao do CEP-USP.

Os pesquisadores envolvidos no Rio de Janeiro apresentam curriculos
experientes, 0s capacitando plenamente para a realizagao do estudo no estado do
Rio de janeiro,

Apds analise das respostas as pendéncias emitidas no parecer datado de
19/06/2006 por este colegiado, tendo por referéncia as normas e diretrizes da
Resolucao 196/96 foi decidido pela APROVACAO do referido protocolo.

Informamos, outrossim, que deverao ser apre.sentados relatérios
parciais/anuais e relatério final do projeto de pesquisa.

Além disso, qualquer modificagdo ou emenda ao protocolo original devera
ser submetida para apreciagao do CEP/FIOCRUZ.

Marlene Braz
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Em Seres Humanos da Fundagao Oswaldo Cruz
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ANEXO C - Aprovacao do protocolo de pesquisa da onda 2 no CEP Fiocruz-10C

Ministério da Salde
Fundac8io Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 29 de outubro de 2012.

BrEa PARECER: EMENDA APROVADA

Titulo do Projeto: “Estudo longitudinal de satiide do adulto - ELSA”,
Protocolo CEP: 343/06

Pesquisador Responsével: Dora Chor

Instituicdo: ENSP

Foram submetidos a apreciacdo do CEP Fiocruz/IOC e APROVADOS, a emenda ao
"Estudo Longitudinal de Saudde do Adulto"” (ELSA-Brasil), na qual os novos procedimentos
sdo apresentados e justificados para execugdo na segunda fase de coleta de dados do estudo,
além do TCLE versao definitiva. Em sua 176" Reuniao Ordinaria, realizada em 29.10.2012, o
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de acordo com as
atribuigoes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se por aprovar a emenda e o TCLE
submetidos para avaliagao do CEP Fiocruz/IOC.

Informamos que deverdo ser apresentados relatérios parcials e relatorio final do projeto
de pesquisa. Além disso, qualquer modificacdo ou emenda ao protocolo original deverd ser
submetida para apreciacdo do CEP/Fiocruz.

José Henrique da Silva Pilotto
Matriculs SIAPE 0627357

S | CRM 52.37828-7
Vo enesqur Az S vnl.o wo
1 José Henrique da Silva Pilotto
3 Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP Fiocruz-I0C)

Gerson Rosenberg - Membro
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