LARISSA OLIVEIRA CHAVES

_ BIOMARCADORES PRECOCES DO ESTRESSE OXIDATIVO NA
SINDROME METABOLICA E SUA ASSOCIACAO COM A INFLAMACAO
E O PERFIL LIPIDICO

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Péds-
Graduacgao em Ciéncia da Nutricao, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2017



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Chaves, Larissa Oliveira, 1986-
C512b Biomarcadores precoces do estresse oxidativo na sindrome
2017 metabdlica e sua associacdo com a inflamacao e o perfil lipidico

/ Larissa Oliveira Chaves. — Vicosa, MG, 2017.
xv, 129f. : 1l. ; 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador: Josefina Bressan.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Inclui bibliografia.

1. Sindrome metabdlica. 2. Stresse oxidativo.
3. Inflamagdo. 4. Lipidios. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Nutri¢do e Saude. Programa de Pés-graduacao
em Ciéncia da Nutricdo. II. Titulo.

CDD 22. ed. 616.39




LARISSA OLIVEIRA CHAVES

BIOMARCADORES PRECOCES DO ESTRESSE OXIDATIVO NA
SINDROME METABOLICA E SUA ASSOCIACAO COM A INFLAMACAO E
O PERFIL LIPIDICO

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pos-Graduagido em Ciéncia
da Nutrigdo, para obten¢do do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 23 de fevereiro de 2017.

"?/f (LD~ & *cb;gz‘ﬂl,

Julia Ctistina Cardoso Carraro Fernanda de Carvalho Vidigal

(Coorientadora)

M‘L&*M )mla"ma /}%MSSQ h

Maria do Carmo Gouvela Peluzio Josefina Bress

(Coorientadora) (Orientadora



Dedico aos meus pais Clarinda e Wilson, guerreiros e exemplo de for¢a e dedicagao,
aos meus irmaos Thiago e Jaisa, pelo companheirismo e irmandade, amor infinito, e
ao meu noivo Rafael, companheiro de vida, por todo seu apoio, presenga, amor e
companheirismo.



“E preciso que vocé se torne a mudanga que deseja ver no mundo”

(Mahatma Gandhi)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela minha vida e por sempre me guiar, iluminando todos os

meus passos e estando sempre ao meu lado. Obrigado meu Senhor!
A Nossa Senhora Aparecida pela intercessdo e protecao em todos os momentos.

Aos meus pais, Wilson e Clarinda, pelo amor incondicional, exemplos de forca e
dedicacdo. Com todas as dificuldades nunca mediram esforcos para que eu e meus
irmaos estuddssemos e tivéssemos uma formacdo de qualidade, mostrando a
importancia dos estudos em nossas vidas. Essa vitoria é toda de vocés, e espero de
coragdo poder retribuir pelo menos um pouquinho de tudo o que ja fizeram pela

gente. Amo vocés!!!

Aos meus irmdos, Thiago e Jaisa, por todo o carinho, irmandade e a fiel parceria de

sempre, com voc€s com certeza a caminhada foi mais leve.
As minhas lindas avés, exemplos de amor, amo muito VOcés.

Ao meu noivo, Rafael, por todo seu amor, carinho, cuidado e dedicagdo. Um
companheiro exemplar, sempre me apoiando e nos momentos de cansaco e desanimo
sempre com palavras de forca e apoio. Obrigado meu amor, por ser esse homem

humano e fantastico que voce é.

A Universidade Federal de Vigosa, que me acolheu de bracgos abertos e proporcionou
momentos inesqueciveis, desde a graduacdo até os dias de hoje. Em especial ao
Departamento de Nutricdo e Sauide, todos os professores e funciondrios, que

contribuiram muito para a minha formacao académica e pessoal.

A minha orientadora, Josefina Bressan, pela confianca em mim depositada, pelas
oportunidades que me proporcionou desde os tempos de graduagdo, anos de muito
trabalho e aprendizado. Agradeco por todo seu apoio, ensinamentos e carinho e por
me ajudar a concretizar esse sonho. Tenho muita admiracdo e respeito pelo seu

trabalho! Obrigada por tudo!



A minha coorientadora, Jilia Carraro, a quem dedico em especial esse trabalho, por
toda sua orientacdo e dedicacdo, com certeza parte do que me tornei na vida
académica devo a ela. Uma pessoa de coragdo gigante, sempre pronta para ajudar,
indmeras foram as vezes em que me socorreu, € quantos foram os ensinamentos.
Obrigada por toda essa caminhada comigo, pela leveza e amizade, s6 tenho a
agradecer. Saiba que tenho grande admiracdo por voce, pelo seu trabalho e pela

pessoa que é.

A minha coorientadora, Maria do Carmo Gouveia Peluzio, por todo o apoio, carinho,
atencdo, contribui¢des e disponibilidade em ajudar, principalmente por ter me
acolhido tdo bem em seu laboratério para que pudesse realizar parte de minhas

andlises. Obrigada!

A equipe LATINMETS Brasil, Fernanda Vidigal, Julia Carraro e Vanessa Reis, por
toda ajuda, amizade e companheirismo. Principalmente a Fernanda, a quem tenho um
carinho imenso e me confiou entrar nesse grande projeto, compartilhando momentos

inesqueciveis.

A estudante de graduacdo Daniela Avelino, por toda a ajuda nas andlises, pela

companhia e momentos de descontragdo.

Aos professores coordenadores dos laboratérios utilizados para realizacdo das
minhas andlises, Maria do Carmo Gouveia Peluzio, Mariella Bontempo Duca de

Freitas e minha orientadora Josefina Bressan.

Aos amigos do LAMECC, pela amizade, ajuda e horas de trabalhos compartilhadas.
Nao posso esquecer dos inimeros cafés da tarde que proporcionavam momentos de
descontracdo e altas risadas, deixando os nossos dias mais leves e alegres. O meu

muito obrigado!

Aos colegas do LABIN, que me acolheram de bragos abertos e me ajudaram na

conducdo dos experimentos.

As estressadas oxidativas, Ana Paula Caldas, Flavia Galvao, Adriane Machado e
Leticia Linhares, uma equipe maravilhosa, onde aprendemos muito umas com as

outras. Obrigada meninas, por toda ajuda e amizade.



A técnica do LAC, Solange Bigonha, por toda a ajuda, ensinamentos € momentos de
descontragdo, pessoa leve e especial, muito obrigada por ter feito parte dessa

caminhada.

A doutoranda Jerusa de Oliveira, pela fundamental ajuda e disponibilidade para me

ensinar as analises dos marcadores de estresse oxidativo.

Aos voluntarios do estudo pela valiosa colaboracdo e comprometimento. Sem a ajuda

de vocés a realizac@o deste sonho nao seria possivel!

Aos funcionarios do laboratério de andlises clinicas da Divisao de Saude da UFV

pelo empenho na execugdo de suas atividades e por todo o auxilio.
A Adriana Marques e a ElisAngela por toda ajuda durante a coleta de sangue.
A CAPES pela concessdo da bolsa de mestrado.

Ao CNPq pelo financiamento do projeto de pesquisa (CNPq n° 14/2011 - processo:
481518/2011-8 e CNPq n° 14/2012 - processo: 481019/2012-0).

A todos meus queridos amigos pelo carinho, apoio, torcida, consolo, conselhos, e

risadas. Muito obrigado pela grande amizade e por fazerem parte da minha vida!
A toda minha familia, pelo amor, amizade e apoio em todos 0s momentos.

Por fim, obrigado a todos que direta ou indiretamente contribuiram para transformar

este sonho em realidade. Vocés sdo muito especiais!

Vi



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

LISTA DE ILUSTRACOES E TABELAS
RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO GERAL
2. HIPOTESE

3.1. Objetivo geral
3.2. Objetivos especificos

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Sindrome metabdlica

4.2. Estresse oxidativo

o LN W BB W

4.3. Inflamagao

5. METODOLOGIA GERAL

5.1. Delineamento do estudo

5.2. Populagao alvo e amostra do estudo

5.3. Coleta de dados
5.4. Metodologia aplicada

5.4.1. Andlise de consumo alimentar e estilo de vida

5.4.2. Avaliag¢do antropométrica

5.4.3. Avaliag¢do da composig¢do corpora |

5.4.4. Afericdo da pressdo arterial

5.4.5. Coleta de sangue

5.4.6. Determinagdo de marcadores metabdlicos e inflamatorio
5.4.7. Andlise do perfil de dcidos graxos plasmdtico
5.4.8. Andlise dos marcadores de estresse oxidativo

5.4.9. Dosagem de hemoglobina
5.5. Defini¢ao da Sindrome metabdlica
5.6. Analises estatisticas
6. RESULTADOS
6.1. Artigo 1
6.2. Artigo 2
7. CONCLUSOES GERAIS
8. ANEXOS

—
(O8]

4.4. Estresse oxidativo, inflamacao e sindrome metabdlica

—
(o)

N 0B B RN W W W W W W W W W W W
0 = O L Ut AN O Co OO\ i AW W N = = =

105
106

vii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGPI - Acidos graxos poli-insaturados

AU - Acido trico

BIA - Bioimpedancia elétrica tetrapolar horizontal
CT - Colesterol Total

DCNT - Doencas cronicas nao transmissiveis
DCYV - Doenga cardiovascular

DMT?2 - Diabetes Mellitus Tipo 2

ERN - Espécies reativas de nitrogénio
EROS - Espécies reativas de oxigénio

GJ - Glicemia de jejum

GPx - Glutationa peroxidase

GR - Glutationa redutase

GSH - Glutationa reduzida

GST - Glutationa S-transferase

H,0; - Peréxido de hidrogénio

H,S04- Acido sulfirico

H;PO, - Acido fosférico

HCL - Acido cloridrico

HDL-c - Lipoproteina de alta densidade
HEI - Healthy Eating Index

HOMA-IR - Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance
IAC - Indice de adiposidade corporal
ICAM-1 - Molécula de adesao intercelular-1
ICO - Indice de conicidade

IDF - International Diabetes Federation

1J - Insulinemia de Jejum

IL-10 - Interleucina - 10

I1-1B - Interleucina - 1B

IL-6 - Interleucina — 6

IL-8 - Interleucina - 8

IMC - Indice de massa corporal

IPAQ - International Physical Activity Questionnaire

viii



KCAL - Quilocalorias

LAC - Laboratdrio de andlises clinicas

LAMECC - Laboratério de metabolismo energético e de composicao corporal
LDL-c - Lipoproteina de baixa densidade

MCP-1 - Proteina quimiotdtica de mondcitos-1
MDA - Malondealdeido

NOe - Radical 6xido nitrico

02 - Oxigénio singlet

02 - Radical superéxido

OHe - Radical hidroxila

OMS - Organizag¢do Mundial de Saude

ON - Oxido nitrico

PAD - Pressdo arterial diastolica

PAI-1 - Inibidor da ativagao de plasminogénio-1
PAS - Pressao arterial sistolica

PC - Perimetro da cintura

PCR - Proteina C reativa

PCR-us - Proteina C reativa Ultrassensivel

PQ - Perimetro do quadril

QFA - Questiondrio de Frequéncia Alimentar Semi-quantitativo
RCE - Relag@o cintura/estatura

RCQ - Relagdo cintura/quadril

SM - Sindrome metabdlica

SOD - Superdxido dismutase

TBA - Acido tiobarbittrico

TBARS - Substancias reativas ao dcido tiobarbiturico
TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido
TG - Triglicerideos

TNF-a - Fator de necrose tumoral

TyG - Indice TyG

VCAM-1 - Molécula de adesdo celular vascular-1
VLDL - Lipoproteina de densidade muito baixa
WHO - Organizacdo Mundial de Saude



LISTA DE ILUSTRACOES E TABELAS

Pagina
Metodologia Geral
. . 33

Figura 1: Desenho experimental do estudo
Artigo 1
Tabela 1: marcadores de estresse oxidativo de acordo com o nimero 60
de componentes da sindrome metabdlica.
Tabela 2: Caracterizacdo dos individuos segundo os quartis de 61
malondialdeido plasmaético.
Figura 1: Correlagdo entre as concentragdes de malondialdeido 63
(MDA) plasmdtico e eritrocitdrio, mostrando o diferente
comportamento entre eles.
Tabela 3: Correlacdo entre os marcadores oxidativo e os parametros

63
metabolicos, inflamatorios e lipidicos, apresentando seus diferentes
comportamentos.
Tabela 4: Andlise de regressdo linear multipla mostrando a
contribuicdo independente das concentracdes de malondialdeido 64
plasmatico sobre o nimero de componentes da sindrome metabdlica.
Artigo 2
Tabela 1: Correlacdes entre marcadores do estresse oxidativo e os
componentes da sindrome metabdlica. 86
Tabela 2: Caracterizacdo dos individuos segundo as concentracdes de
acido drico (AU) por sexo. 88
Figura 1: Concentragdes de dcido drico segundo o nimero de

89

componentes da sindrome metabdlica (SM). Valores de p + desvio

padrao mediante teste de ANOVA, seguido de post hoc de Tukey.



Tabela 3: Correlagdo entre o dcido urico e marcadores do estresse

oxidativo.

Tabela 4: Andlise de regressdao linear mdaltipla da concentragdo de
acido drico (mg/dL) como fator preditor do nimero de componentes

da sindrome metabdlica.

90

90

Xi



RESUMO

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

Introducao: A Sindrome Metabdlica (SM) é um conjunto de alteragdes metabdlicas
relacionadas ao maior risco de doencas cardiovasculares e diabetes, sendo as
principais alteracdes a pressdo arterial aumentada, dislipidemia, obesidade central e
glicemia de jejum elevada. Seu desenvolvimento pode estar relacionado a vdrios
fatores, como a inflamacao, fatores ambientais e o estresse oxidativo. Este por sua
vez, ¢ um estado caracterizado pelo desequilibrio entre o sistema antioxidante e
oxidante, sendo associado a todos os componentes individuais da SM e com o
aparecimento  de  complicacdes cardiovasculares.  Objetivo:  Identificar
biomarcadores precoces do estresse oxidativo no desenvolvimento de componentes
da SM, bem como sua associa¢do com a inflamac¢ao e perfil lipidico. Metodologia:
Trata-se de um estudo transversal, com participacio de 226 individuos
aparentemente saudaveis e idade entre 20 e 59 anos. Foram analisadas caracteristicas
antropométricas, de composi¢do corporal, marcadores metabdlicos, de estresse
oxidativo e inflamatérios e o perfil de dcidos graxos plasmaéticos dos individuos. A
ingestdao dietética foi avaliada por meio de questiondrio de frequéncia alimentar
semi-quantitativo ¢ a qualidade da dieta de acordo com o Indice de qualidade da
dieta. A resisténcia a insulina foi estimada pelo indice HOMA-IR e TyG.
Resultados: Os componentes da SM estiveram associados a marcadores do estresse
oxidativo como o malondialdeido (MDA) plasmatico e eritrocitdrio e o AU. Além
disso, o MDA plasmdtico e o AU predisseram o numero de componentes da
sindrome mesmo apds ajustes. Individuos com maiores concentragdes de MDA
plasmdtico apresentaram maiores valores de triglicerideos (TG), LDL-c, VLDL,
resisténcia a insulina e interleucina-6, e diminuicdo de &4cido linoleico. Quando
correlacionados aos parametros metabdlicos e inflamatérios, o MDA eritrocitario
associou-se negativamente ao TG (r= -0,147; p<0,05), LDL/HDL (r= - 0,151;
p<0,05), CT/HDL (r= - 0,178; p<0,05) e 4cido linolelaidico (r= - 0,082; p<0,05) e
positivamente ao HDL-c (r= 0,143; p<0,05) e IL-6 (r= 0,163; p<0,05). Em

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

Xii



p<0,05) e 4cido linoleico (r= - 0,243; p<0,05) e positivamente aos TG (r= 0,138;
p<0,05), LDL-c (r= 0,146; p<0,05), colesterol total (r= 0,138; p<0,05), VLDL (r=
0,138; p<0,05), TyG (r= 0,137; p<0,05), IL-1B (r= 0,154; p<0,05), IL-6 (r= 0,251;
p<0,01) e acido linolelaidico (r= 0,267; p<0,01). Em relagcdo ao AU, verificou-se que
homens com maiores concentracdes de AU apresentaram maior idade e maiores
concentracdes de colesterol total, LDL-c e acido estedrico, e menores valores de
pressao arterial diastélica. Mulheres com maiores concentragdes de AU apresentaram
menores valores de glicemia e IL-10, além disso, o AU associou-se negativamente
com a enzima glutationa S-transferase (r=- 0,171; p<0,013). Conclusao: Marcadores
do estresse oxidativo estdo associados aos componentes da SM. As concentragdes de
MDA plasmético e de AU sérico podem ser bons preditores precoces do nimero de
componentes da SM e estdo relacionados as alteragdes metabodlicas e inflamatorias.
Além disso, 0 MDA plasmatico e o eritrocitirio podem apresentar comportamentos
inversos, sugerindo que o MDA plasmaético e ndo o eritrocitario esteja relacionado as

alteracdes metabolicas e inflamatorias.
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ABSTRACT

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

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

and inflammatory changes.
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1. INTRODUCAO GERAL

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

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

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

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

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

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

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



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

A relagdo entre os graus de estresse oxidativo e o nimero de componentes da SM
¢ vdlida (AVELAR et al., 2015). Sanchez-Rodriguez et al. (2010) relatam que existe
um maior risco de exacerbacdo de estresse oxidativo em individuos que t€ém mais
componentes da SM. O estresse oxidativo tem sido associado a todos os
componentes individuais e com o aparecimento de complicagdes cardiovasculares
em individuos sindromicos (FURUKAWA et al.,, 2004; STOCKER; KEANEY,
2004).

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

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

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

de comunidades, familias e individuos.



2. HIPOTESE

A hipétese deste estudo € de que as concentracdes circulantes de marcadores do
estresse oxidativo, sendo eles, malondialdeido, 6xido nitrico, per6xido de hidrogénio,
glutationa S-trasnferase e super6xido dismutase podem ser utilizadas como
biomarcadores precoces para detectar o desenvolvimento de desordens metabdlicas

relacionadas a sindrome metabdlica.



3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

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

adultos aparentemente saudaveis.

3.2.0bjetivos Especificos

= Avaliar indicadores antropométricos e do consumo alimentar na populagcdo
estudada;

= Determinar as concentragdes séricas de marcadores metabodlicos: glicose,
colesterol total e fragdes, triglicerideos, insulina e dcido urico séricos;

* Determinar as concentracdes plasmaticas de biomarcadores inflamatorios:
adiponectina, IL-10, IL-6, PAI-1, TNF-q, IL-1p, proteina C reativa (PCR) e
complemento C3 dos individuos;

* Determinar as concentracoes dos marcadores do estresse oxidativo:
malondialdeido plasmatico e eritrocitdrio, 6xido nitrico eritrocitdrio, per6xido
de hidrogénio eritrocitdrio, glutationa S-transferase eritrocitario e superéxido
dismutase eritrocitdrio;

* Determinar o perfil de dcidos graxos plasmatico;

= Avaliar a associagdo entre os marcadores do estresse oxidativo e o0s
componentes da SM;

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

relagdo a marcadores do estresse oxidativo.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.Sindrome metabolica

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

As doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) sdo as principais causas de
perda de qualidade de vida, incapacidades e limitacdes no trabalho e no lazer, fato
que leva a um impacto econdmico para as familias, comunidades e a sociedade
(OMS, 2011). No Brasil, as DCNT sao responsaveis por 72% das causas de 6bitos,
destacando doengas do aparelho circulatério, cancer, diabetes e doenca respiratoria
cronica. Este fato atinge todas as camadas socioecondmicas com prevaléncia maior
em idosos e em individuos de baixa renda e escolaridade (OPAS/OMS, 2011). Sendo
assim, faz-se necessaria melhoria na aten¢do a saude, deteccao e tratamento precoce
destas doengas (SCHMIDT et al., 2011).

Alguns autores relatam como fatores relacionados a SM, o aumento do
estresse oxidativo e a redugdo das defesas antioxidantes (MATSUDA;
SHIMOMURA, 2013), metabolismo de carboidratos e lipidios prejudicados, bem
como alteracdes nas fungdes do tecido adiposo, cardiaco, vascular e na funcdo
hemostatica, sindrome do ovario policistico, aterosclerose, estado pré-inflamatério,
estresse oxidativo e hiperuricemia, causada pela acdo uricostrica da glicose e pelo
papel antioxidante do 4cido trico (SCHMIDT et al., 2011; FERREIRA et al., 2011).

Nao hd consenso universal para o diagndstico da SM, visto que hd uma

diversidade de defini¢des e presenca de caracteristicas impares de cada populacdo,



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

Entre as defini¢des de SM mais utilizadas para o seu diagndstico destacam-se
a National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel 11l (NCEP-ATP
Ill), que é baseado na presenca de trés ou mais alteragdes, dentre: perimetro da
cintura, triglicerideos séricos, pressdo arterial e glicemia de jejum aumentada além da
redugcdo dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL-C) (NCEP-ATP III,
2001). Esta classificacdo tem sido amplamente empregada na pratica clinica e em
estudos epidemioldgicos (NCEP-ATP III, 2001). Além disso, devido a sua
simplicidade e praticidade € a definicdo recomendada pela Sociedade Brasileira de
Hipertensao por meio da I Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da SM
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde, a SM pode ser definida pela
presenca de intolerancia a glicose, DMT?2 ou resisténcia a insulina, associada a duas
ou mais das seguintes alteracdes: pressao arterial e triglicerideos séricos aumentados,
reducdo de HDL-C, obesidade abdominal aumentada definida pelo perimetro da
cintura e microalbuminuria (WHO, 2000).

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

E importante ressaltar que a resisténcia 2 insulina é definida como um estado
que requer maior producdo e liberacdo de insulina para a obtencdo dos efeitos
biolégicos necessdrios em relacdo a um individuo sauddvel, dessa forma, qualquer
alteracdo nesta cascata pode levar ao desencadeamento da resisténcia a insulina
(SALTIEL; KAHN, 2001). A cascata de sinalizacdo da insulina € iniciada pela
ativacdo de seu receptor-tirosina quinase e fosforilacdo dos substratos de receptor de
insulina (BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN, 2014). Entre as vias de
sinalizacdo, as proteinas fosfoinositol-3-quinase (PI3K) e Akt regulam a maioria das
acoes da insulina, como a supressdo da producao de glicose hepatica e transporte de

glicose para o musculo esquelético e adipdcitos (BOUCHER; KLEINRIDDERS;
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KAHN, 2014). Varias etapas destas vias de sinalizag@o tais como enzimas e fatores
de transcri¢do envolvidos podem ser alterados pelo aumento da adiposidade, levando
a resisténcia a insulina (SALTIEL; KAHN, 2001).

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

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

no maior quintil de ades@o a uma alimentacio rica em cereais, pescados, legumes,



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

Apesar de ndo estar bem consolidado, o desenvolvimento da SM em nossa
populagcdo também poderia estar relacionado com a alimentacdo “ocidentalizada”,
rica em gorduras, particularmente de origem animal, aguicar, alimentos refinados e
reduzidos em carboidratos complexos e fibras, aliado ao sedentarismo (CHOI et al.,
2015). Este fato pode ser observado atualmente, devido ao aumento de distirbios
metabdlicos tais como obesidade, dislipidemias, DMT2 e pressao arterial aumentada,

fatores estes que cursam com a SM (CHOI et al., 2015; LUSTIG, 2015).

4.2.Estresse oxidativo

Radicais livres e o processo oxidativo

A geracdo de radicais livres constitui um processo continuo e fisiolégico, e
em propor¢Oes adequadas eles cumprem funcdes bioldgicas importantes como a
geracdo de energia (ATP) por meio da cadeia transportadora de elétrons; fertilizacao
do 6vulo; ativacdo de genes; e participacdo de mecanismos de defesa durante o
processo de infeccdo (BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015). No entanto, sua
producdo excessiva e continua durante os processos metabodlicos pode conduzir a
danos oxidativos (TANGVARASITTICHAI, 2015). Os radicais livres séo
produzidos durante o metabolismo celular nas mitocondrias, membranas celulares e
no citoplasma, podendo ser favorecidos pelos ions ferro e cobre, sendo a mitocondria
a principal fonte geradora de radicais livres, por meio da cadeia transportadora de
elétrons (BARBOSA et al., 2010). Possuem um ou mais elétrons desemparelhados
sendo altamente reativos, € podem se combinar com uma grande variedade de
biomoléculas com capacidade de alterar suas caracteristicas fisico-quimicas. Podem
causar danos as proteinas, lipidios e 4dcido desoxirribonucleico (DNA) (DADHEECH
et al., 2008). As principais classes de radicais livres s@o as espécies reativas de
oxigénio (EROS) e nitrogénio (ERN) sendo que, o balanco de radicais livres sofre
influéncias genéticas, ambientais, nutricionais (AVELAR et al., 2015).

O perodxido de hidrogénio (H>O;), apesar de ndo ser um radical livre, possui
um alto potencial reativo, participando da gera¢do do radical hidroxila (OHe). A

formacgdo do radical OHe se da por meio da reacdo entre H,O, com os ions ferro e
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cobre, chamada reacdo de Fenton (HO et al., 2013). Diferente dos radicais livres, o
H,0O; tem vida longa e € capaz de atravessar as membranas celulares apresentando-se
potencialmente téxico para as células (BARBOSA et al., 2010). O radical superéxido
(O2¢) também participa de reagdes de geragdo do radical OHe por meio da reacao de
Haber-Weiss, onde os ifons ferro e cobre catalisam a reacdo entre o HyO, e O2e ¢
também pode reagir com o radical livre 6xido nitrico (NOe¢) formando o peroxinitrito
(ONOO), também potencialmente reativo. O radical OHe possui potente acdo
deletéria, uma vez que é considerado o mais reativo dos radicais livres, pois pode
alterar qualquer estrutura celular, desempenhando importante papel na peroxidagdo
lipidica e sendo o principal iniciador deste processo (TANGVARASITTICHAI
2015).

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

A causa do estresse oxidativo pode ser devida a exposicdo ambiental aos
oxidantes, ingestdo inadequada de antioxidantes ou alteracOes enzimaticas,
resultando em niveis patolégicos de danos oxidativo (POLJSAK; SUPUT;
MILISAYV, 2013). H4 uma forte evidencia de que o estresse oxidativo tem um papel
importante na patogénese de muitas doencas (KIM et al., 2015).

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

al., 2010). Elevadas concentracdes de MDA refletem o estresse oxidativo do
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organismo, por isso € considerado um excelente biomarcador (AYALA; MUNOZ;
ARGUELLES; 2014). A cronicidade do processo em questiio tem implicacdes sobre
a etipatogenia de DCNT, entre elas, aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos

neurodegenerativos e cincer (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).

Sistemas antioxidantes

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

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

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

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

O controle da quantidade de H,O, no organismo € extremamente importante,
uma vez que ele culmina na geracdo do radical OHe, contra o qual ndo h4 sistema
enzimatico de defesa, por isso, a manutencao do perfeito equilibrio entre as enzimas
antioxidantes € necessdria, com o propdsito de promover a manutengcdao da
integralidade celular (SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 2004).

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

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

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

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

A vitamina A (retinol), apresenta atividade antioxidante antes de iniciar a
peroxidacdo lipidica (PALACE et al., 1999). A vitamina C € importante na varredura
do anion O2e, H,0,, do radical OHe, oxigénio singlet (02) e de 6xido de nitrogénio
reativo (BARROS et al., 2011). A vitamina E, por sua vez, interrompe a peroxida¢ao
lipidica, doando o hidrogénio fendlico para o radical peroxil (LOOH), formando o
radical tocoferoxil, que ndo € reativo e incapaz de continuar a cadeia de oxidagdo
(BURTON et al., 2008).

Temos também os carotenoides, que sdo pigmentos naturais sintetizados por
plantas e microrganismos, como o licopeno, betacaroteno e xantofilas, apresentam
capacidade de neutralizar a acio do oxigénio singlet (POLJSAK; SUPUT;
MILISAV, 2013). Os 4cidos fendlicos presentes nos tecidos vegetais também
apresentam atividade antioxidante, como agentes quelantes de metais e scavengers
de radicais livres (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013)

Além destes, os minerais possuem importante papel antioxidante, sendo o
selénio e zinco os mais ativos. O selénio ndo age diretamente sobre os radicais livres,
mas é uma parte indispensdvel em muitas enzimas antioxidantes, como a GPx, as
quais ndo teriam nenhuma agdo sem esse mineral (TABASSUM; BRISTOW;
VENKATESWARAN, 2010). O zinco também ndo age diretamente sobre os
radicais livres, porem, é importante na sua prevencao e formacgao, inibindo NADPH
oxidase que produz o radical oxigénio singlet, e faz parte da enzima SOD, que
converte o O2 em H,O, (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009) (PRASAD,
2009).

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

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

ao chumbo podem contribuir para elevar as concentracdes de AU (JOHNSON et al.,

12



2013). O AU € um poderoso eliminador de radicais livres, estando associado a 60%
da capacidade de eliminacdo de radicais no plasma, protegendo contra o estresse
oxidativo (FABBRINI et al., 2014).

O AU ¢é o antioxidante aquoso mais abundante no organismo, e estd
envolvido em diferentes mecanismos de acao (SAUTIN; JOHNSON, 2008). Seus
efeitos antioxidantes sdo considerados benéficos por inibir a a¢do de radicais livres,
como o O2e, oxigénio singlet e peroxinitrito sobre as moléculas organicas; por criar
complexos estdveis com fons de ferro, mecanismo esse que inibe a rea¢do de Fenton
e Haber-Weiss impedindo a formacdo do radical hidroxila. Este é considerado o
efeito antioxidante mais importante do AU, no entanto, também estd relacionado a
melhora da fun¢do endotelial, por prevenir a perda de ON nas células endoteliais
expostas ao peroxinitrito, um oxidante potencialmente nocivo (LOBO et al., 2010;
SOLTANI et al., 2013; KANDAR et al., 2014).

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

2011).

4.3.Inflamacao

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

No local do estimulo h4 infiltragdo de células inflamatdrias, como neutroéfilos,
mondcitos e linfocitos (BISWAS, 2016). A participagdo de um certo nimero de
moléculas de adesdo incluindo selectinas, molécula de adesdo celular intercelular-1
(ICAM-1), molécula de adesdao celular vascular-1 (VCAM-1) e seus respectivos

receptores de leucdcitos € quimiocinas, proteina quimiotética de mondcitos-1 (MCP-
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1) e interleucina-8 (IL-8) € crucial para a infiltracdo celular inflamatéria (COLLINS,
1999). No local da inflamacdo, as células inflamatérias ativadas liberam muitas
enzimas, como as proteases neutras, elastase, colagenase, fosfatases e lipases, além
das espécies reativas e nao reativas como o radical O2e, OHe, H,O,. Também
liberam mediadores quimicos como os eicosandides, citocinas, quimiocinas € ON, e
induzem assim lesdes teciduais e estresse oxidativo (COLLINS, 1999).

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

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

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

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

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

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

4.4.Estresse oxidativo, inflamacao e sindrome metabdlica

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

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

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

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

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

Nao hd didvida de que o processo inflamatério cronico de baixo grau
desempenha um papel na patogénese de muitas doengas cronicas. As células
inflamatorias liberam vérias espécies reativas e, no local da inflamacdo hd um
aumento do estresse oxidativo (BISWAS, 2016). Por outro lado, um nimero de
EROS e ERN podem iniciar uma cascata de sinalizac¢do intracelular que aumenta a
expressdao de genes pro-inflamatdrios, assim, a inflamacdo e o estresse oxidativo
estdo intimamente ligados fisiopatologicamente (KABE et al., 2005).

A SM ¢€ associada com o aumento do estresse oxidativo e inflamagdo
subclinica, e estes por sua vez, contribuem para o inicio e desenvolvimento de
doencas aterosclerdticas (KORKMAZ et al.,, 2013; SARBIJANI; KHOSHNIA;
MARJANI, 2015). O aumento do estresse oxidativo tem emergido como papel
central na SM e de seus componentes e pode ser um fator unificador na progressao
da doenca (LASSEGUE; GRIENDLING, 2010). Em um estado patolégico tal como

a SM uma capacidade aumentada de oxidantes associada a diminui¢c@o da capacidade
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antioxidante cria um ambiente desequilibrado que resulta em estresse oxidativo
(HUTCHESON; ROCIC, 2012). O aumento dos niveis de EROS e ERN,
manifestados durante o estresse oxidativo, tém efeitos toxicos sobre células e tecidos
através da oxidag¢do aumentada de carboidratos, lipidios e proteinas, por isso eles
desempenharam um papel importante no desenvolvimento e progressio da DCV
(HUTCHESON; ROCIC, 2012). Foi sugerido que o estresse oxidativo poderia ser
um evento precoce na patologia das doengas cronicas associadas com a SM, ao invés
de meramente uma consequéncia desta desordem (KORKMAZ et al., 2013).

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

O aumento do estresse oxidativo associado a diminuicdo das defesas
antioxidantes pode levar a transtornos metabdlicos e altera¢des na sinalizacdo celular
(AVELAR et al., 2015). Na SM, o estado pré-oxidativo pode prejudicar a via de
sinalizacdo da insulina e levar a uma acdo nociva ao endotélio (AVELAR et al.,
2015). Os mecanismos responsaveis pela associacdo entre o estresse oxidativo € a
resisténcia a insulina sdo a via peroxinitrito, ferritina (Fe+++) adiponectina e
angiotensina II (angio-II) (FERREIRA et al., 2011). A producdo exagerada do
peroxinitrito na SM pode desencadear a lipoperoxidacdo (KAGOTA et al., 2006).
Em relacdo a ferritina, a resisténcia a insulina estd associada ao seu aumento gerando
o radical OHe e, consequentemente a lipoperoxida¢do (FACCHINI; SAYLOR,
2003). A resisténcia a insulina, por sua vez, esta relacionada com a diminui¢do da
adiponectina, citocina esta anti-aterogénica e amplificadora da sensibilidade a
insulina (YAMAUCHI et al., 2003). Paralelamente, ja € relatado que, o aumento da

N

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

O aumento do estresse oxidativo associado a resisténcia a insulina parece ser
uma das principais causas de aterosclerose e também pode levar ao desenvolvimento
de DMT?2 (AVELAR et al., 2015).

Outro ponto importante € o0 AU, que além de ter um papel como antioxidante,
suas concentragdes elevadas estdo associadas com a gota, doencgas renais, efeito
inibitério do ON, indu¢do da agregacdo plaquetdria, doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica, atividade pré-inflamatdria, aterosclerose, intolerancia a glicose, resisténcia
a insulina, hipertensdo e dislipidemia, um conjunto de doencas metabdlicas que
podem levar a SM e consequentemente a DMT2 e DCV (NETO et al., 2011;
FABBRINI et al., 2014; BABIO et al., 2015; CARVALHO et al., 2015). O elo
existente entre o0 AU e SM pode ser devido a capacidade da insulina de diminuir a
depuracdo de AU resultando em aumento de sua concentragdo, e/ou pode ser que o
aumento de AU em individuos com SM seja devido a um mecanismo compensatorio
ao aumento do estresse oxidativo associado a sindrome, visto que o AU ¢é
considerado um importante antioxidante (MOCAN et al., 2013; SARBIJANI;
KHOSHNIA; MARJANI, 2015). Ha cada vez mais estudos mostrando que o AU
possa predizer o desenvolvimento da SM, porem seu papel patogé€nico ainda ndo estd
claro (MASUO et al., 2003; SOLTANTI et al., 2013; KANBAY et al., 2013).

A relacdo entre os graus de estresse oxidativo e o nimero de componentes
SM ¢ valida (AVELAR et al., 2015). Sanchez-Rodriguez et al. (2010) relatam que
existe um maior risco de exacerbagdo de estresse oxidativo em individuos que t€ém
mais componentes da SM. O estresse oxidativo tem sido associado a todos os
componentes individuais € com o aparecimento de complicagdes cardiovasculares
em individuos sindrémicos (FURUKAWA et al.,, 2004; STOCKER; KEANEY,
2004).

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

propagacdao de alteracdes oxidativas realizando assim um estado de estresse
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oxidativo sist€émico (VENDEMIALE et al., 1995; SAHAF et al., 2005). Estas
consideragdes podem explicar o aparecimento e desenvolvimento de fatores de risco
associados a sindrome, como a produgdo excessiva de radicais livres e os danos
oxidativo (BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015).

Avelar et al. (2015), sugerem que o tratamento para a redug¢do ou o
desaparecimento de componentes da SM deva ser focado em reduzir o estresse
oxidativo nesses pacientes (AVELAR et al., 2015). Um estudo de intervengao mostra
que a mudanga de estilo de vida, dieta equilibrada e exercicios, afeta positivamente o
estresse oxidativo em pacientes com SM e pode diminuir as chances de desenvolver

outras doengas crdnicas associadas a sindrome (ROBERTS; SINDHU, 2009).
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5. METODOLOGIA GERAL

5.1.Delineamento do estudo

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

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

dos mesmos.

5.2.Populacao alvo e amostra do estudo

A populacdo alvo do estudo foi constituida por profissionais de saide de 20 a 59
anos que trabalhavam em estabelecimentos de satide e, ou, em instituicdes de ensino
superior no municipio de Vigosa (MG) e estudantes dos dois ultimos anos de cursos
da drea da saude. Os profissionais de saude (médicos, enfermeiros, nutricionistas,
educadores fisicos, fisioterapeutas, odont6logos, farmacéuticos, bioquimicos,
psicélogos e afins) foram identificados a partir dos registros de cada instituicao
(estabelecimento de saude e, ou, instituicdo de ensino superior) do municipio. Foi
construido um banco de dados com o cadastro dos profissionais e informacdes sobre
profissdo, idade, e/ ou data de nascimento e sexo, sendo cadastrados 976
profissionais de satde, os quais foram convidados a participar do estudo, por meio de
telefonemas, divulgacdo em websites, redes sociais, radios locais e panfletos. Os
estudantes dos dois dltimos anos de cursos da drea da satide foram convidados da

mesma maneira.

31



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

de inclusao/exclusio.

Critérios de inclusdo

Profissionais de satide com nivel superior (médicos, enfermeiros, nutricionistas,
educadores fisicos, fisioterapeutas, odont6logos, farmacéuticos, bioquimicos,
psicélogos e afins) que trabalhavam em estabelecimentos de saude e, ou, em
institui¢do de ensino superior e estudantes dos tltimos dois anos de cursos da drea da
saude. Voluntérios aparentemente sauddveis, com idade entre 20 a 59 anos, que

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

Critérios de exclusio

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

5.3.Coleta de dados

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

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

voluntério (Figura 1).

de Vigosa —MG [ n=9T76)

Levantamento dos profissionais de salde do municipio

4

Divulgacdo do projeto

+
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I |
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Retorno aos voluntarios

Figura 1: Desenho experimental do estudo.

5.4.Metodologia aplicada

5.4.1. Anadlise de consumo alimentar e estilo de vida
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O consumo habitual de alimentos foi estimado por meio do questiondrio de
frequéncia alimentar semi-quantitativo (QFA) (ANEXO 3) adaptado do estudo
PREDIMED, validado para a populagio espanhola (FERNANDEZ-BALLART et al.,
2010). Avaliou-se o conteddo energético (kcal) e de nutrientes: lipidios totais (g),
acidos graxos poli-insaturados (g), 4cidos graxos monoinsaturados (g), 4cidos graxos
insaturados(g), colesterol (mg), dlcool (g), carboidratos totais (g), fibras (g), proteina
(g), célcio (mg), magnésio (mg), foésforo (mg), ferro (mg), sédio (mg), potdssio (mg),
cobre (mg), zinco (mg), retinol (mcg), tiamina (mg), riboflavina (mg), niacina (mg),
vitamina C (mg). Os dados dietéticos foram calculados com auxilio do software Diet
Pro, e posteriormente corrigidos para 1000 kcal.

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

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

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

5.4.2. Avaliagdo antropométrica

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

crista ilifaca e foi expressa em centimetros (WHO, 1995; SOCIEDADE
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BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2005). O perimetro do quadril (PQ) foi aferido
na drea de maior protuberancia na regido glitea, com auxilio de fita métrica flexivel

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

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

Indice _de massa _corporal (IMC): calculado a partir das varidveis

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

Relacdo cintura/quadril (RCQ): obtida por meio do quociente entre as

medidas do PC (cm) e o PQ (cm) (OMS, 1995).

Relacdo cintura/estatura (RCE): obtida por meio do quociente entre as

medidas do PC (cm) e da estatura (cm) (PITANGA et al., 2006).

Indice de conicidade (ICO): calculado utilizando a seguinte férmula

(VALDEZ, 1991):

PC(m)

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

1CO =

Indice de adiposidade corporal (IAC): calculado utilizando a seguinte

formula (BERGMAN et al., 2011):

PO(cm)

Estatura(m ].\,-"IEsm turalm)

JAL = —18

5.4.3. Avaliacao da composigao corporal
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A composi¢do corporal foi avaliada por meio da analise de bioimpedancia
elétrica tetrapolar horizontal (BIA), utilizando o aparelho Biodynamics modelo
310®. Os voluntdrios foram orientados a seguir o protocolo para realizacdo do teste.
O protocolo do préprio aparelho sugere ndo consumir dlcool nas 24 horas que
antecedem o teste, ndo praticar exercicio fisico e nio ingerir alimentos nas 4 horas

anteriores ao teste.
5.4.4. Afericdo da pressdo arterial

A pressdo arterial foi aferida em repouso e em triplicata, utilizando-se
esfigmomandmetro semi-automético (Omro HEM-705CP, Holanda), seguindo o
procedimento recomendado pela European Society of Hypertension e pela European

Society of Cardiology (MANCIA et al., 2007).
5.4.5. Coleta de sangue

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

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

5.4.6. Determinagdo de marcadores metabdlicos e inflamatorios

Foram dosados no soro a glicemia de jejum pelo método de glicose oxidase;
Lipoproteina de alta densidade (HDL-c) apds precipitacdo; colesterol total e
triglicerideos por métodos enzimaéticos, sendo calculados os valores de Lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c) pelo método de Friedewald et al (1972). A insulina
plasmatica foi determinada pelo método ELISA (Thermo Scientific Multiskan FC)
com a utilizacdo de kit para insulina humana (Human Insulin ELISA Kit - Linco

Research®).
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A resisténcia a insulina foi estimada por meio do indice HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance), calculado a partir da férmula
sugerida por Matthews et al (1985), bem como pelo método TyG, recentemente

sugerido por Simental-Mendia et al (2008):

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

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

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

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

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

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

LAC do Departamento de nutri¢ao e Saude da UFV.

5.4.7. Andlise do perfil de dcidos graxos plasmdtico

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

por 20 minutos). O Fluxo do gds de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto. Cada
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acido graxo foi expresso em percentual em relacio a massa total. Esta andlise foi
realizada no Laboratério de Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutri¢do e

Sadade da UFV.

5.4.8. Analise dos marcadores de estresse oxidativo

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

da UFV.

o  Malondealdeido (MDA ) plasmdtico

A concentracdo de produto da oxidagao de lipidios no plasma, o malondialdeido
(MDA), foi feita pela determinacdo do produto de reacio entre o acido tiobarbittirico
(TBA) e os aldeidos produzidos durante a oxidagdo de lipidios. As andlises das
substancias reativas ao acido tiobarbittirico (TBARS) foram realizadas por meio de
protocolo adaptado de Buege e Aust (1978), em duplicata. Foram adicionados ao
tubo de ensaio rosquedvel 400 uLL de plasma, sendo adicionados em seguida 800 uL
de solugdo TBARS (4cido tricloroacético a 15% e 4cido tiobarbitirico a 0,375%,
dissolvidos em é&cido cloridrico (HCL) 0,25 N. A mistura permaneceu em banho-
maria a 80 °C por 15 minutos. Apds a incubacao, foi resfriada e centrifugada a 1000
xg. O sobrenadante foi utilizado para leitura de absorbancia a 535 nm em
espectrofotometro (Shimadzu®, modelo UV — 1601), e os resultados expressos em
nanomol de equivalentes de MDA por mL de plasma, utilizando-se o coeficiente de

extin¢do molar de 1,56 x 105 M'cem.

o  Malondealdeido (MDA ) eritrocitdrio
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Para determinacdo da concentracio de MDA foi preparada a solucdo
eritrocitaria, o lisado 1 de hemdcias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (50mM),
obtendo uma dilui¢do final de 125 vezes (lisado 2).

A dosagem do MDA nos eritrécitos foi realizada em duplicata. O método
baseia-se na determinacdo do produto de reacdo entre o dcido tiobarbitirico (TBA) e
os aldeidos produzidos durante a oxidacdo de lipideos. Foi utilizado o método
descrito por Buege e Aust, (1978) com modificacdes. Primeiramente, foi realizada a
curva padrdo, como descrito abaixo, e a solu¢do padrao foi preparada com o 1,1,3,3-

Tetrametoxipropano (TMPO) (10mM) e diluida a 1:500 (v/v).

Curva Padrao

[] 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 g/ml

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

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

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

expressos em pmol/ mg de hemoglobina.

e  Oxido nitrico
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Para determinacio da concentragio de Oxido nitrico (ON) eritrocitério foi
preparada a solugdo eritrocitdria, o lisado 1 de hemdcias foi diluido 25 vezes em
tampao fosfato (50mM), obtendo uma dilui¢ao final de 125 vezes (lisado 2).

O método baseia-se na detec¢ao do nitrito usado como indicador da sintese de
oxido nitrico pelo Reativo de Griess, composto por 1 % de sulfanilamida e 0.1 %
naftil-etileno-diamina em 2,5 % de é&cido fosférico (Hs;PO,) (GRISHAM;
JOHNSON; LANCASTER, 1996). Primeiramente foi adicionado em uma placa de
96 pocos, 50 uL da solucido eritrocitdria em duplicata e separado dois pocos para a
realizacdo do branco, que constou de 50 uL de tampao fosfato (50Mm). Logo ap0s,
foi feita a curva padrdo com oito dilui¢des, composta por 50 uL de tampao fosfato e
em seguida adicionado ao primeiro po¢o 50 pL do padrdo (nitrito de sodio —
6,9mg/400ml de d4gua destilada), e entdo, procedido a diluicdo seriada
homogeneizando bem, retirando 50 pL da primeira diluicdo e passando para a
segunda dilui¢do e assim sucessivamente. A concentracdo do primeiro pogo € igual a
125mM. Foi adicionada a todos os pocos 100 pL da solucdo A (Sulfanilanida 1% em
H3PO4 2,5%) + B (Naftil etileno amida dithydrochloride 0,1% em H3PO4 2,5%) nas
proporg¢des 1:1, e esperou reagir por 10 minutos no escuro. A leitura foi realizada em
espectrofotometro  (Multiskan™ GO  Microplate ~ Spectrophotometer) em
comprimento de onda a 570nm. A concentragdo de 6xido nitrico nas amostras foi
calculada com o uso de uma curva padrdo com concentragdes conhecidas. Os valores

finais foram expressos em puM/ml de hemoglobina.

Curva padrao do 6xido nitrico

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

0,9765

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

0,058

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

e Peroxido de hidrogénio (H>0>)
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Para determinacdo da concentragdo de H,O, eritrocitdrio foi preparada a
solugdo eritrocitéria, o lisado 1 de hemdcias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato
(50mM), obtendo uma dilui¢do final de 125 vezes (lisado 2).

A producdo de H,0O, foi determinada segundo metodologia adaptada de
Nourooz-Zadeh (1999). Primeiramente, uma aliquota 50 puL de cada amostra em
duplicata foi adicionada em microplacas juntamente com 50 upL dea
Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) e 50 uL de peroxidase (tipo II) 15 mM. A
microplaca foi incubada por 60 min em estufa a 37 °C. Apds a incubacdo, a reacao
foi interrompida com a adi¢do de 50 uL/poco de acido sulfurico (H,SO4) 2M, e em
seguida foi realizada a leitura em leitor de microplacas a 450 nm. A concentracdo de
H,0; nas amostras foi calculada com o uso de uma curva padrio constituida de H,O,

com concentracdes conhecidas. Os valores finais foram expressos em mmol/ml de

hemoglobina.
Curva padrao do H,O,
H,0, (uL) Tampao (pH [H,0,] Absorbancia
7) (uL) (mmol/L)

1° ponto 600 400 1,2 1,2600
2° ponto 550 450 1,1 1,2150
3° ponto 500 500 1,0 1,0955
4° ponto 450 550 0,9 0,9845
5° ponto 400 600 0.8 0,8780
6° ponto 350 650 0,7 0,7470
7° ponto 300 700 0,6 0,7110
8° ponto 250 750 0,5 0,5730
9° ponto 200 800 0,4 0,4590
10° ponto 150 850 0,3 0,3525
11° ponto 100 900 0,2 0,2345

y=1,0434x+0,0433
R2=10,9961
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o  Superoxido de dismutase (SOD)

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

O método baseia-se na capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do
superéxido (O2¢) em H,O; diminuindo assim a razdo de auto-oxidag¢do do pirogalol
(MARKLUND; MARKLUND, 1974). A quantificagdo desta enzima é dada em
unidades relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do pirogalol. Antes da anélise,
foi feito um mapa da placa, e sua montagem feita em ambiente com pouca luz. O
branco, padrdo e amostra foram realizados em triplicata. Antes de iniciar os testes,
foi feita a leitura da placa vazia a 570nm. A placa foi montada conforme quantidade
recomendada, para o branco, 144 pL de tampao fosfato (5S0mM) + 6 uL. Brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (1,25mM), para o padrdo, 129
pL de tampao fosfato (S0mM) + 6 pL de MTT (1,25Mm) + 15 pL de pirogalol
(100mM) e para a amostra, 99 puL de tampao fosfato (S0mM) + 30 uL de amostra +
6 uL de MTT (1,25mM) + 15 pL de pirogalol (100mM). Apds esta etapa a placa foi
protegida da luz com papel aluminio e incubada a 37°C por 5 minutos em estufa. Em
seguida foi adicionada em todos os pocos 150 puL de Dimetilsulféxido ou Sulféxido
de dimetilo (DMSO) a fim de paralisar a reac@o. Feito isso, foi realizada a leitura da

placa a 570nm. Os valores finais foram expressos em U de SOD/mg de hemoglobina.

o  Glutationa s-transferase (GST)

Para determinagdo da atividade da GST eritrocitaria foi preparada a solugdo
eritrocitaria, o lisado 1 de hemacias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (S0mM),
obtendo uma dilui¢do final de 125 vezes (lisado 2).

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

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

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

onde £ =9.6 mM "' cm’!

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

5.4.9. Dosagem de hemoglobina

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

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

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

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

Fator de Calibracio (46,7343) = Concentracgio do Padrio (11,6
g/dL)/Absorbancia do padrao

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

5.5.Definicao da sindrome metabélica

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

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

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

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

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

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

insulina.

5.6.Analises estatisticas

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

Para os testes de associagdes foi utilizado o coeficiente de correlagdo de
Pearson para varidveis com distribui¢cdo normal ou Spearman nos demais casos.

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

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

5%.

Referéncias Bibliograficas

ALBERTI, K. G. M. M. et al. Harmonizing the metabolic syndrome: A joint interim
statement of the International Diabetes Federation Task Force on Epidemiology and
Prevention; National Heart, Lung, and Blood Institute; American Heart Association;
World Heart Federation; International Atherosclerosis Society; and International

Association for the Study of Obesity. Circulation, v. 120, n. 16, p. 1640-1645, 2009.

BERGMAN, R. N. et al. A better index of body adiposity. Obesity, v. 19, p. 1083-
1089, 2011.

BRASIL, A. R. et al. C-reactive protein as an indicator of low intensity inflammation
in children and adolescents with and without obesity. J Pediatr, v. 83, n. 5, p. 477-
480, 2007.

BUEGE, J. A. .; AUST, S. D. Microsomal Lipid Peroxidation. In: Methods in
Enzymology. p. 302 — 310, 1978.

46



FERNANDEZ-BALLART, J. D. et al. Validation of a semiquantitative food-
frequency questionnaire in an elderly Mediterranean population of Spain. British

Journal of Nutrition, In press, v. 103, n. 12, p. 1808-1816, 2010.

FOLCH, J.; LEES, M. G. H. STANLEY, G. H. S. Simple method for the isolation
and purification of total lipides from animal tissues. J. Biol. Chem, v. 226, p. 497-

509, 1957.

FRIEDEWALD, W. T.; LEVY, R. I.; FREDRICKSON, D. S. Estimation of the
concentration of low-density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the

preparative ultracentrifuge. Clin Chem, v. 18, p. 499-502, 1972.

GRISHAM, B. .; JOHNSON, G. .; LANCASTER, J. Quantitation of Nitrate na
Nitrite in Extracellular Fluids. Methods, v. 268, n. 1986, p. 237-246, 1996.

GUENTHER, P. M.; REEDY, J.; KREBS-SMITH, S. M. Development of the
Healthy Eating Index-2005. Journal of American Dietary Association, v. 108, n.
11, p. 1896-1901, 2008.

HABIG, H.; PABST, M. J.; JAKOBY, W. B. Glutathione S-Transferases: The first
enzymatic step in mercapturic acid formation. The Journal of Biological

Chemistry, v. 249, n. 22, p. 7130-7139, 1974.

HARTMAN, L.; LAGO, R. C. A. Rapid preparation on fatty acid methyl esters from
lipids. Laboratory practice, 1973.

International Diabetes Federation. The IDF consensus word wide definition of the

metabolic syndrome. 2006. http://www.idf.org/webdata/docs/IDF Meta def final.pdf.

MANCIA, G. et al. Guidelines for the Management of Arterial Hypertension: The
Task Force for the Management of Arterial Hypertension of the European Society of
Hypertension (ESH) and of the European Society of Cardiology (ESC). Journal of
Hypertension, v. 25, n. 6, p. 1105-87, 2007. Erratum in: Journal of Hypertension,
v.25,n. 8, p. 1749, 2007.

47



MARKLUND, S.; MARKLUND, G. Involvement of the superoxide anion radical in
the autoxidation of pyrogallol and a conveniente assay for superoxide dismutase.

Eur J Biochem, v. 47, p. 469-474, 1974.

MATSUDO, S. et al. Questionario internacional de atividade fisica (IPAQ): estudo
de validade e reprodutibilidade no Brasil. Atividade fisica e saide, v. 6, n. 2, p. 5-
18, 2001.

MATTHEWS, D. R. et al. Homeostasis model assessment: insulin resistance and
beta-cell function from fasting plasma glucose and insulin concentrations in man.

Diabetologia, v. 28, p. 412-419, 1985.

NOUROOZ-ZADEH, J. Ferrous ion oxidation in presence of xylenol orange for
detection of lipid hydroperoxides in plasma. Methods in enzymology, v. 300, p. 58-
62, 1999.

Organizaciéon Mundial de la Salud. El estado fisico: uso e interpretacién de la
antropometria: informe de un Comité de Expertos de la OMS. Ginebra: Oragizacion

Mundial de la Salud; 1995.

PETERSSON, H.; DARYANI A.: RISERUS, U. Sagittal abdominal diameter as a
marker of inflammation and insulin resistance among immigrant women from the
Middle East and native Swedish women: a cross-sectional study. Cardiovasc

Diabetol, v. 6, 2007.

PITANGA, F. J. G.; LESSA, 1. Razao cintura-estatura como discriminador do risco
coronariano de adultos. Rev Assoc Med Bras, v. 52, n. 3, p. 157-161, 2006.

PREVIDELLI, A. et al. A revised version of the Healthy Eating Index for the
Brazilian population. Revista de Satide Publica, v. 45, p. 794-798, 2011.

48



SIMENTAL-MENDIA, L. E., RODRIGUEZ-MORAN, M.; GUERRERO-
ROMERO, F. The Product of Fasting Glucose and Triglycerides As Surrogate for
Identifying Insulin Resistance in Apparently Healthy Subjects. Metabolic Syndrome
and Related Disorders, v. 6, n. 4, p. 299-304, 2008.

Sociedade Brasileira de Hipertensdo, Sociedade Brasileira de Cardiologia, Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, Sociedade Brasileira de Diabetes,
Sociedade Brasileira de Estudos da Obesidade. I Diretriz brasileira de diagndstico e

tratamento da sindrome metabdlica. Arq Bras Cardiol, v. 84, p. 3-28, 2005.

VALDEZ, R. A simple model-based index of abdominal adiposity. J Clin
Epidemiol, v. 44, n. 9, p. 955-956, 1991.

World Health Organization. Obesity: preventing and managing the global epidemic.
Report of a WHO Consultation. Geneva: World Health Organization; 2000.

49



6. RESULTADOS

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

malondialdeido eritrocitdrio.
6.2. Artigo 02: Acido iirico prediz o mimero de componentes da sindrome

metabolica em adultos aparentemente sauddveis: Implicacoes metabdlicas e

inflamatorias.
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Resumo

Introducdo: O numero de componentes da sindrome metabdlica (SM) pode
aumentar o estresse oxidativo, e este, estd relacionado a processos inflamatdrios e
metabolicos. A cronicidade deste processo tem implicagdes sobre a etiopatogenia de
doencas cronicas nao transmissiveis, entre elas, a aterosclerose e diabetes. Objetivo:
Identificar as possiveis relagdes entre os marcadores do estresse oxidativo e o
nimero de componentes da SM, assim como avaliar a relacao entre o malondialdeido
(MDA) plasmédtico e o eritrocitirio quanto aos parametros metabdlicos e
inflamatérios. Metodologia: Trata-se de um estudo transversal, com participagdo de
210 individuos, de ambos os sexos, aparentemente sauddveis e idade entre 20 e 59
anos. Foram analisadas caracteristicas antropométricas, de composi¢do corporal,
marcadores metabdlicos, de estresse oxidativo e inflamatérios e o perfil de acidos
graxos plasmadticos. A ingestao dietética foi avaliada por meio de um questionério de
frequéncia alimentar semi-quantitativo e a qualidade da dieta foi avaliada de acordo
com o Indice de qualidade da dieta. A resisténcia 2 insulina foi estimada pelo indice
HOMA-IR e TyG. Resultados: O MDA plasmitico apresentou maiores
concentragdes no grupo >2 componentes da SM, diferindo significativamente do
grupo zero componente (p=0,001). Individuos com maiores concentracdes de MDA
plasmdtico apresentaram maiores valores de TG, LDL-c, VLDL, resisténcia a
insulina e IL-6, e diminuicdo de 4cido linoleico. O MDA eritrocitdrio associou-se
negativamente ao TG, LDL/HDL, CT/HDL e acido linolelaidico e positivamente ao
HDL-c e IL-6. Em contrapartida, o MDA plasmatico associou-se negativamente ao
HDL-c e 4cido linoleico e positivamente aos TG, LDL-c, CT, VLDL, TyG, IL-1§,
IL-6, 4cido linolelaidico. O MDA plasmatico predisse o nimero de componentes da
SM mesmo apés ajustes. Conclusao: O MDA plasmdtico apresenta papel preditor
em relacdo ao numero de componentes da SM. Além disso, 0 MDA plasmaético € o
eritrocitario revelaram comportamento inverso, sugerindo que o MDA plasmatico e
ndo o eritrocitario esteja relacionado as alteracdes metabdlicas e inflamatorias,

indicando ser um potencial biomarcador precoce do risco cardiometabdlico.
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Palavras-chaves: Estresse oxidativo, malondialdeido plasmético, malondialdeido

eritrocitario, MDA, sindrome metabdlica, inflamacao.
Introducao

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

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

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

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

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

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

inflamatorios em individuos aparentemente saudéveis.
Materiais e métodos

Sujeitos
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Trata-se de um estudo transversal realizado com profissionais de satde do
municipio de Vigosa. Foram convidados a participar do estudo, profissionais de
satide e estudantes de graduacdo dos dois dltimos anos dos cursos da drea da saude,
com idade entre 20 e 59 anos. Foram incluidos aqueles que ndo estavam em uso de
corticoides e antibidticos, sem interna¢do e doenga grave nos dltimos anos, € no caso
de mulheres, que ndo estivessem grdvidas ou amamentando. Uma amostra de 210
voluntarios foi selecionada para este estudo, e todos assinaram o termo de
consentimento livre esclarecido. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Ref. 005/2011),

de acordo com os Principios da Declara¢iao de Helsinque.
Antropometria, composi¢cdo corporal e pressdo sanguinea

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

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

Ingestdo dietética e estilo de vida

A ingestdo dietética foi avaliada por meio de um questiondrio de frequéncia
alimentar semiquantitativo validado, com 136 itens alimentares (FERNANDEZ-
BALLART et al., 2010). A qualidade da dieta foi calculada de acordo com a
adaptacao do Healthy Eating Index (HEI) (GUENTHER; REEDY; KREBS-SMITH,
2008) para a populagdo brasileira (PREVIDELLI et al., 2011), de acordo com as

recomendacdes de ingestdo para cada grupo alimentar.
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A pratica de atividade fisica foi avaliada por meio do Questiondrio
Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), versdao longa (MATSUDO et al., 2001),
sendo classificados como ativos os individuos com pratica de atividade fisica >150
minutos/semana. Dados sobre hdbito de fumar foram investigados em questiondrios

estruturados.

Marcadores metabolicos e inflamatorios

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

utilizando um kit comercial (Invitrogen).

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

A andlise de peroxidacdo de lipidios baseou-se na dosagem das espécies
reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS), que tem como produto o malondialdeido
(MDA). Foi realizada, em duplicata, em plasma e eritrécitos. O MDA plasmatico foi
determinado de acordo com metodologia descrita por Buege e Aust (1978), e os
resultados foram expressos em nanomol de equivalentes de MDA por mL de plasma,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 1,56 x 105 M"'.cm”. Para
determinacdo do MDA eritrocitério, o lisado 1 de hemécias foi diluido 25 vezes em
tampao fosfato (50mM - pH 7,0) e, posteriormente, conforme a mesma metodologia,
com modificagdes (BUEGE J.A; AUST, 1978). Os valores finais foram expressos
em pumol/ mg de hemoglobina.

Para avaliacdo da concentracdo de 6xido nitrico (ON), o lisado 1 de hemécias
foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (5S0mM - pH 7,0) e, em seguida, as andlises
foram realizadas em duplicata por meio do Reativo de Griess (sulfanilamida a 1% e
naftil-etileno-diamina a 0,1% em H3PO4 a 2,5%) (GRISHAM; JOHNSON;
LANCASTER, 1996). Sua concentracdao foi determinada utilizando-se uma curva
padrdao com concentragdes conhecidas de nitrito de sédio que variou de 0-125 uM/L
e os valores finais foram expressos em pM/ml hemoglobina.

Para determinacdo da concentragdo de peroxido de hidrogénio (H»O»), o
lisado 1 de hemadcias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (S0mM - pH 7,0), logo
ap6s, a andlise foi realizada em duplicata segundo metodologia adaptada de
Nourooz-Zadeh (1999). Sua concentracdo foi calculada com o uso de uma curva
padrao constituida de H,O, com concentra¢des que variaram de 0,2-1,2 mmol/L e os
valores finais foram expressos em mmol/ml de hemoglobina.

A atividade da super6xido dismutase (SOD) baseou-se na capacidade desta
enzima em catalisar a rea¢ao do superéxido (O;") em H,O,, diminuindo assim a razao
de auto-oxidacdo do pirogalol. Primeiramente, o lisado 1 de hemadcias foi diluido
(1:500) em tampao fosfato (50mM - pH 7,0) e, em seguida, realizada a andlise em

triplicata segundo metodologia adaptada (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Os
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valores finais foram expressos em U de SOD/mg de hemoglobina. Para determinagao
da enzima glutationa S-transferase (GST), o lisado 1 de hemdcias foi diluido 25
vezes em tampao fosfato (50mM - pH 7,0), e, posteriormente, sua atividade foi
mensurada a partir da formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e
estimada pela variacdo da absorbancia a 340 nm por 90s, em triplicata, segundo
metodologia adaptada (HABIG; PABST; JAKOBY, 1974). O coeficiente de extin¢do
molar do CDNB (340 = 9,6 mM-1 cm-1) foi utilizado para os cdlculos e a atividade
da GST foi expressa em pmol/ min/ ml de hemoglobina.

Para a dosagem de hemoglobina, a massa eritrocitdria foi diluida em quatro
partes iguais de 4gua destilada gelada, em seguida, foi determinada por ensaio
colorimétrico mediante a utilizagdo de kit especifico de Hemoglobina (Bioclin
ref.K023; Belo Horizonte-MG, Brasil) e padrao de hemoglobina (Bioclin ref. K029;
Belo Horizonte-MG, Brasil). As andlises de hemoglobina foram realizadas em

duplicata.

Perfil de dcidos graxos plasmdtico

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

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

Andlises estatisticas
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As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa SPSS (versao
22.0). Os resultados foram apresentados como média + desvio-padrdo ou mediana
(intervalo interquartilico), de acordo com a normalidade das varidveis, a qual foi
testada pela aplicacdo do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os individuos foram
categorizados em trés grupos de acordo com o nimero de componentes da SM: zero,
um e maior ou igual a dois, e também, segundo os quartis do MDA plasmatico,
comparando-se o primeiro (< 0,345 nmol/ml) e o quarto quartil (>1,433 nmol/ml).
Para comparacdo de médias entre dois grupos, utilizou-se teste ¢ de Student ou Mann-
Whitney, de acordo com a distribui¢ao dos dados, e o teste de Qui-quadrado (y2) para
comparag¢do de frequéncias das varidveis categdricas (sexo, atividade fisica e hébito
de fumar). A comparacdo de médias entre trés grupos foi obtida por meio dos testes
ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguidos respectivamente pelos testes post hoc de
Tukey’s e Dunn’s. Para os testes de associacdes foi utilizado o coeficiente de
correlacdo de Pearson para varidveis com distribuicdo normal ou Spearman nos
demais casos. Andlise de regressdo linear multivariada foi realizada para avaliacao
do efeito da concentracdo de MDA plasmatico sobre a predicdo do numero de
componentes da SM, ajustando-se pelas varidveis de confusdao. O nivel de

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

Duzentos e dez individuos foram incluidos no estudo, sendo 73,8% do sexo
feminino. A mediana de idade foi de 27 (24-31) anos e a média de IMC 22,7 + 3.4
kg/m2. Verificou-se uma prevaléncia de 14,8% (n=31) de individuos com presenca
de dois ou mais componentes da SM e 36,7% (n=77) de apenas um. Além disso, o
MDA plasmatico apresentou maiores concentracdes no grupo > 2 componentes da
SM, diferindo significativamente ao grupo zero componente (p<0,05). As enzimas
antioxidantes GST e SOD apresentaram suas maiores atividades no grupo de

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

componentes da sindrome metabdlica.

Marcadores

Total

Niumero de componentes da SM ]
Oxidativos (n=210)
0 1 >2
(n=102) n=77) (n=31)

GST 0,083 (0,055-1,64) 0,087 (0,056-0,175) 0,080 (0,052-0,153) 0,067 (0,054-0,091) 0,217
SOD 4,925 (1,787-6,980) 5,175 (1,715-6,943) 5,085 (2,348-7,375) 3,77 (1,645-5,833) 0,353
MDA p. 0,694 (0,345-1,433) 0,763 (0,383-1,419)* 0,784 (0,498-2,153)* 1,182 (0,423-1,837)" 0,023
MDA e. 1,660 (1,480-2,070) 1,655 (1,505-2,252) 1,640 (1,447-1,860) 1,680 (1,518-2,085) 0,351
Oxido 0,205 (0,189-0,222) 0,205 (0,189-0,224) 0,201 (0,182-0,216) 0,215 (0,196-0,225) 0,131
nitrico

Peréxido de 0,005 (0,004-0,006) 0,005 (0,005-0,006) 0,005 (0,005-0,006) 0,005 (0,005-0,005) 0,744
hidrogénio

p <0,05

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

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

Unidades dos marcadores: GST, pmol/ min/ ml de hemoglobina; SOD, U SOD/ mg hemoglobina; MDA p., nmol de MDA/ml de
plasma; MDA e., umol /mg hemoglobina; 6xido nitrico, uM/ml hemoglobina; peréxido de hidrogénio, mmol/ml de hemoglobina.

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

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

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

plasmatico.
Variaveis Total Quartis do MDA plasmatico
(n=210)
1° quartil (< 0,345 4° quartil (>1,433 p
nmol/ml) nmol/ml)
(n=52) (n=51)
Idade (anos)* 27 (24-31) 26 (24,5-28.5) 26 (24-28) 0,176
Sexo
Feminino 155 (73,8%) 36 (47,4%) 40 (52,6%) 0,218
Masculino 55 (26,2%) 11 (36,7%) 19 (63,3%)
Atividade Fisica
Ativo 178 (84,8%) 39 (42,4%) 53 (57,6%) 0,001
N3o ativo 32 (15,2%) 21 (77,8%) 6 (22,2%)
Habito de fumar
Fumante, ex-fumante 7 (3,6%) 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0,601
Nio fumante 186 (96,4%) 41 (43,6%) 53 (56,4%)
Parametros
antropomeétricos
Peso (kg)* 60,7 (54,3-72,0) 59,6 (55,4-79,7) 62,8 (59,2-66,9) 0,264
Altura (cm)t 1,67 £ 0,083 1,67 £0,08 1,68 £ 0,08 0,679
PC (cm)* 77,2 (72,0-85,0) 74,9 (71,5-98,8) 79,0 (73,8-83,5) 0,654
PQ (cm)t 98,71 £ 6,51 99,23 £5,51 99,19 £ 6,00 0,971
RCQ* 0,79 (0,75-0,84) 0,79 (0,77-0,92) 0,82 (0,74-0,83) 0,691
IMC (kg/m?)} 22,7+34 22,6 3,6 23,0+2.8 0,581
Gordura corporal (%)T 22,7 +6,5 22,7 +7,0 21,7+6,4 0,418
Parametros metabdolicos
PAS (mmHg)* 106,7 (100,5-116,7) 107,5 (99,0-123,8) 103,2 (96,3-133,0) 0,345
PAD (mmHg)} 672+7,7 67,8+73 66,8 + 8,3 0,529
Colesterol total (mg/dL)+ 184,0 £ 36,4 188,3 +33,3 178,1 £36,6 0,141
HDL-c (mg/dL)¥ 59,3+ 153 60,3 +15,0 57,0+ 15,6 0,268
Triglicerideos (mg/dL)* 86,5 (60,0-116,0) 74,0 (55,0-104,5) 78,0 (62,0-119,0) 0,020
LDL-c (mg/dL)¥ 105,8 +30,9 101,4 112,5 +27,2 112,5+27,2 0,049
29,4

VLDL (mg/dL)* 17,2 (12,0-23,2) 14,8 (11,0-20,9) 15,6 (12,4-23,8) 0,020
CT/HDL* 3,1 (2,6-3,8) 3,35 (3,24-3,55) 2,67 (2,55-3,38) 0,604
LDL/HDLY 1,90 £ 0,77 1,99 + 0,69 1,93 +0,91 0,726
Glicemia de jejum 86,0 (80,0-93,0) 77,0 (72,5-89,5) 91,0 (84,0-94,0) 0,400
(mg/dL)*
Insulina (WUI/mL)* 6,5 (4,6-8,8) 7,0 (6,4-13,5) 7,9 (6,9-9,8) 0,111
HOMA-IR* 1,35 (0,94-1,89) 1,36 (1,19-2,79) 1,69 (1,60-2,20) 0,068
Indice TyG? 8,22 +0,47 8,02 £0,40 8,25+0,47 0,009
Acido trico (mg/dL)* 3,8 (3,2-4,8) 3,9 (3,4-4,5) 3,2 (0,0-4,9) 0,258
Parametros inflamatorios
PAI-1 (pg/mL)¥ 1279,0 £ 516,2 1099,0 +294,2 1440,0 + 843,5 0,348
IL-10 (pg/mL)* 1,63 (1,38-2,15) 2,18 (1,34-3,22) 1,71 (1,10-1,82) 0,637
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IL-1B (pg/mL)* 1,08 (0,94-1,30) 1,08 (1,08-1,30) 1,08 (1,08-1,08) 0,102

IL-6 (pg/mL)* 1,28 (0,96-1,30) 0,93 (0,93-1,22) 1,05 (0,93-1,48) 0,019
TNF-a (pg/mL)* 6,32 (5,03-7,98) 6,09 (4,58-14,02) 6,06 (5,81-6,77) 0,977
Adiponectina (mcg/mL) * 13,4 (9,4-18,2) 14,4 (10,5-16,2) 12,1 (7,8-15,6) 0,221
Complemento C3 (mg/dL)*  101,0 (87,9-115,3) 91,9 (83,3-105,5) 101,0 (0,0-113,0) 0,220
PCR (mg/L)* 1,0 (0,5-2,0) 1,0 (1,0-4,5) 0,6 (0,0-1,0) 0,397
Perfil lipidico

Acidos graxos totais* 0,0022 (0,0014- 0,0037 (0,0027- 0,0032 (0,0029- 0,574

0,0035) 0,0045) 0,0033)

Acido palmiticot 3,749 £ 3,11 3,328 £2,875 3,383 +2,979 0,949
Acido estedrico* 6,30 (5,12-7,22) 7,14 (5,95-7,86) 6,42 (6,30-7,04) 0,237
Acido oleicot 4,83 £2,81 5,15+£2,78 4,71 £2,80 0,598
Acido linoleicot 5,19 +2.80 6,53 +1,76 3,94 +2.84 <0,001
Araquid6nico* 0,000 (0,000-0,792) 0,784 (0,185-5,893) 0,194 (0,000-0,653) 0,103
Acido linolénico* 0,803 (0,293-1,690) 0,615 (0,000-1,149) 0,646 (0,298-0,857) 0,797
Acido erticicot 4,83 £2,33 4,40 +£2,36 5,22 £2,19 0,213

*Varidveis ndo paramétricas

tVaridveis paramétricas

p <0,05

Teste do Qui-quadrado (y2) para varidveis categdricas apresentadas como N (%). Teste ¢ para varidveis paramétricas
apresentadas como média + desvio-padrdo. Teste de Mann-Whitney para varidveis ndo paramétricas apresentadas como
mediana (intervalo interquartilico).

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

De modo interessante, as concentracoes de MDA plasmatico e eritrocitario
foram negativamente associadas (r= -0,216; p= 0,002), o que sugere um
comportamento diferente entre eles (Figura 1). Quando analisados separadamente,
comportaram-se de modo oposto em relacdo aos parametros metabodlicos,
inflamatérios e aos 4cidos graxos plasmdticos. O MDA eritrocitdrio apresentou
associacdo negativa com TG, LDL/HDL, CT/HDL e concentracio de 4&cido
linolelaidico, e associacdo positiva com, HDL-c e IL-6. No entanto, o MDA
plasmdtico associou-se negativamente ao HDL,c e 4cido linoleico plasmético, e
positivamente aos TG, LDL-c, CT, VLDL, TyG, IL-1pB, IL-6 e 4cido linolelaidico
(Tabela 3).
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Figura 1: Correlagdo entre as concentragdes de malondialdeido (MDA) plasmaético e

eritrocitario.

Tabela 3: Correlacdo entre os marcadores oxidativo e os parametros metabdlicos,

inflamatorios e lipidicos.

Variaveis MDA plasmatico (r) MDA eritrocitario (r)
Parametros metaboélicos
Triglicerideos (mg/dL) 0,138* - 0,147*
HDL-c (mg/dL) -0,132% 0,143*
LDL-c (mg/dL) 0,146* -0,127
Colesterol total (mg/dL) 0,138* -0,104
LDL/HDL - 0,047 - 0,151%*
CT/HDL - 0,001 -0,178
VLDL (mg/dL) 0,138* -0,134
Parametros inflamatdérios
TyG 0,137* -0,111
IL-1B (pg/mL) 0,154* - 0,088
IL-6 (pg/mL) 0,251 %* 0,163*
Perfil lipidico
C18:2n6t (acido linolelaidico) 0,267** - 0,082*
C18:2n6 (4acido linoleico) -0,243* 0,035
*#p <0,01
*p <0,05
Teste de correlacdo de Pearson para varidveis paramétricas e correlacdo de Spearman para as ndo
paramétricas.

MDA, malondialdeido; HDL-c, lipoproteina alta densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade;
VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa; CT/HDL, rela¢do colesterol total/HDL; LDL/HDL,
relacdo LDL/HDL; TyG, triglyceride-Glucose Index; IL-1, interleucina 1f3; IL-6, interleucina-6.
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Por fim, uma andlise de regressdo linear multipla demonstrou que maiores
concentracdes de MDA plasmatico contribui de forma independente para o aumento

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

Tabela 4: Andlise de regressdo linear multipla mostrando a contribuicao
independente das concentracdes de malondialdeido plasmdtico sobre o nimero de

componentes da sindrome metabdlica.

Variavel dependente B IC (95%) R? Valor de p

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

'sexo, perimetro da cintura e atividade fisica.
*Ingestio de lipidio, zinco e gordura saturada.
MDA, malondialdeido; SM, sindrome metabdlica; IC, intervalo de confianca.

Discussao

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

Neste contexto, este estudo fornece uma forte evidéncia da relacdo entre
MDA plasmatico e os componentes da SM, e seu papel prejudicial frente aos
parametros metabdlicos e inflamatérios. Maiores concentragdes de MDA plasmatico
foram observados em individuos que apresentavam dois ou mais componentes da SM
comparados com aqueles sem nenhum componente. De fato, a relacdo entre o grau
de estresse oxidativo e o numero de componentes da SM € existente, porém, ainda
nao é bem compreendido, mas sabe-se que hd um risco aumentado de produtos
oxidativos levando ao estresse quando o individuo possui mais componentes
(SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2010). O estresse oxidativo tem sido associado a
todos os componentes da SM e com o aparecimento de complicacdes

cardiovasculares em individuos sindromicos (FURUKAWA et al., 2004; STOCKER;
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KEANEY, 2004). O possivel mecanismo envolvido € que os individuos portadores
de componentes da SM apresentam maior ativagdo de vias bioquimicas que ocasiona
o aumento das EROS, diminui¢do da prote¢do antioxidante e consequentemente
aumento do estresse oxidativo, no entanto, ainda nio se sabe ao certo a influencia do
nimero de componentes presentes (GRATTAGLIANO et al., 2008).

Ja € sabido que a SM ¢ associada a inflamagdo subclinica (SARBIJANI;
KHOSHNIA; MARJANI, 2015). Além do mais, a hiperglicemia, por si s6, bem
como a tolerancia prejudicada a glicose, perpetua o estimulo a maior produgdo de
citocinas inflamatérias (MULLER et al., 2002; TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et
al., 2002). O aumento de citocinas inflamatdrias leva a liberacao de varias espécies
reativas e, no local da inflamacdo podem conduzir a um aumento de estresse
oxidativo, além disso, o estresse oxidativo induz a transcri¢ao de fatores sensiveis ao
estado redox nas células imunes, como o fator de necrose k B (NFkB), o qual esta
relacionado ao aumento na transcricdo de citocinas pro-inflamatérias, tais como
TNF-a, IL-1pB, IL-6 e proteinas de fase aguda, como a PCR (CAWTHORN; SETHI,
2008; CHUNG et al., 2009), estabelecendo assim um ciclo vicioso (NUNN; BELL;
GUY, 2009).

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

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

de componentes da SM.
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Observou-se no presente estudo, que individuos mais ativos apresentaram
maiores concentragdes de MDA plasmadtico. Um estudo de interven¢do em humanos
mostrou elevada concentragdo de MDA apds exercicio fisico de alta intensidade
(LIU et al., 1999), por outro lado, exercicios regulares de baixa intensidade
apresentaram efeito contrdrio (NIKOLAIDIS et al., 2007). O efeito da atividade
fisica sobre biomarcadores do estresse oxidativo deve-se ao fato de que durante o
exercicio hd um maior consumo de oxigénio e consequentemente maior produgdo de
EROS (YANG; JENSEN, 2015). No entanto, este efeito, assim como sobre a
inflamacdo, € normalmente passageiro e adaptativo (RADAK et al., 2016).

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

Estudos relatam a associagdo existente entre inflamacgdo e estresse oxidativo,
apresentando a estreita ligacdo entre eles (NIHY et al.,, 2010; MATSUDA;
SHIMOMURA, 2013; BISWAS, 2016). As células inflamatoérias liberam varias ROS
no local da inflamacdo levando ao estresse oxidativo, por outro lado, as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio podem iniciar uma cascata de sinalizacdo
intracelular aumentando a expressdo de genes pro-inflamatérios (BISWAS, 2016).
Os resultados do presente estudo respaldam tal hipdtese, uma vez que os individuos
com maiores concentracdes de MDA plasmdtico evidenciaram um aumento nas
concentragdes de IL-6. O estresse oxidativo pode induzir a inflamacao, por meio da
ativacdo do fator de transcricdo NF-xB, e também a ativagdo da NOD-like receptor

protein 3 (NLRP3) (BISWAS, 2016).
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No que se refere ao perfil de acidos graxos plasmaticos verificou-se que
individuos com maiores concentragcdes de MDA plasmdtico apresentaram menores
valores de dcido linoleico plasmatico. Acidos graxos com maior grau de insaturagio
em suas estruturas moleculares estdo mais propicios a oxidacdo (LLUIS et al., 2013;
AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). O mecanismo pode ser descrito pelo
processo no qual os oxidantes atacam os lipideos, especialmente os AGPI, em uma
reacdo que envolve a captagdo de hidrogénio a partir do carbono, com a insercdo de
oxigénio. Tal processo resulta na producdo de radicais peréxidos e hidroperéxido,
sendo 0 MDA um dos produtos finais da peroxidacdo sendo considerado o mais
confidvel e o mais utilizado como biomarcador para a peroxidacdo lipidica,
principalmente de dcidos graxos dmega-3 e dmega-6 (LABUDDA, 2013; AYALA;
MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

O envolvimento da peroxidacdo lipidica induzida por radicais livres e o papel
dos antioxidantes estdo bem estabelecidos (BASTOS et al., 2016). A peroxidacdo
lipidica demonstra ser responsdvel por alteracOes na estrutura e nas fungdes da
membrana celular, incluindo diminuicdo da fluidez, maior permeabilidade,
inativacdo de enzimas ligadas a membrana e perda de dcidos graxos (HOPPS et al.,
2010; AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; BASTOS et al, 2016).
Curiosamente, nossos resultados elucidaram um comportamento diferente entre o
MDA plasmatico e o eritrocitario. O aumento do MDA eritrocitario esteve associado
a condi¢cdes metabodlicas e inflamatérias mais favordveis, ao passo que o MDA
plasmético apresentou uma correlagdo inversa.

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

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

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

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

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

como biomarcador precoce da SM.
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Resumo

Introducao: O estresse oxidativo € um importante fator na patogénese da sindrome
metabodlica (SM) tornando-se um importante alvo de investigacdo. O dcido drico
(AU) tem sido relatado como o mais abundante antioxidante em meios aquosos,
envolvido em diferentes mecanismos, inclusive na patogénese de doencas
metabolicas que podem levar a SM. Objetivo: Identificar as possiveis relacdes entre
os marcadores oxidativos e os componentes da SM, bem como avaliar a relagdo entre
as concentracdes de AU e os parametros metabdlicos e inflamatérios. Metodologia:
Trata-se de um estudo transversal que incluiu 224 adultos de 20 a 59 anos. Foram
analisadas caracteristicas antropométricas, de composi¢do corporal, marcadores
oxidativo, metabdlicos, inflamatérios e o perfil plasmético de dcidos graxos dos
individuos. A ingestdo dietética foi avaliada por meio de questiondrio de frequéncia
alimentar semi-quantitativo e a qualidade da dieta foi avaliada de acordo com o
Indice de qualidade da dieta. A resisténcia a insulina foi estimada pelo indice
HOMA-IR e TyG. Resultados: Os componentes da SM estiveram associados a
marcadores do estresse oxidativo como o malondialdeido plasmaético e eritrocitario e
o AU. Homens com maiores concentragdes de AU apresentaram maior idade e
maiores concentragdes de colesterol total, LDL-c e 4cido estedrico, € menores
valores de pressdo arterial diast6lica. Mulheres com maiores concentracdes de AU
apresentaram menores valores de glicemia e IL-10. Verificou-se maiores
concentracdoes de AU em individuos com trés ou mais componentes da SM. O AU
associou-se negativamente com a enzima glutationa S-transferase, e foi capaz de
predizer o nimero de componentes da SM mesmo apds ajustes por sexo, idade, peso
e atividade fisica. Conclusao: Os marcadores oxidativos estdo associados aos
componentes da SM, estando o AU relacionado a alteracdes metabodlicas e
inflamatdrias. Além disso, elucidamos a importancia do AU como preditor do

nimero de componentes da SM.

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

biomarcadores, inflamacao.
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Introducao

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

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

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

aterosclerose, intolerancia a glicose, hipertensdo e dislipidemia, um conjunto de
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doencas metabdlicas que podem levar a SM e consequentemente a diabetes e DCV
(NETO et al., 2011; DA SILVA et al., 2015).

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

A busca por biomarcadores precoces de enfermidades antecipa a ocorréncia
da enfermidade, melhorando o diagndstico e sua terapéutica. O estudo de individuos
sauddveis permite avaliar pequenas alteragdes de um determinado marcador, antes
mesmo da instalacdo da doenca. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi
identificar as possiveis relacdes entre os marcadores do estresse oxidativo e os
componentes da SM, bem como avaliar a relagdo entre as concentracdes de AU e os
pardmetros metabdlicos e inflamatdrios em individuos adultos aparentemente

saudaveis.

Materiais e métodos
Sujeitos

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

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

Avaliagcdo antropométrica e de composicdo corporal

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

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

adiposidade.
Ingestdo dietética e estilo de vida

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

Os voluntarios foram questionados sobre hdbito de fumar de acordo com
questiondrio estruturado. A atividade fisica foi avaliada por meio do Questiondrio
Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), versdao longa (MATSUDO et al., 2001),
sendo categorizados como ativos os individuos com pratica de atividade fisica >150

minutos/semana.

Pressao arterial e avaliagoes bioquimicas e inflamatorias

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

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

colesterol-lipoproteina de alta densidade (HDL-c), glicose e insulina foram
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mensurados por testes colorimétricos, conforme instrucdes do fabricante. As
concentracdes de colesterol-lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e lipoproteina
de densidade muito baixa (VLDL) foram calculadas segundo equacdes de
Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). A resisténcia a
insulina foi estimada pelo HOMA-IR, definida como [glicemia de jejum (mmol/L) x
insulina de jejum (IU/mL)] / 22,5 (MATTHEWS et al., 1985) e o indice de TyG,
calculado como Ln [(triglicerideos (mg/dL) x (glicose (mg/dL)/2] (SIMENTAL-
MENDIA; RODRIGUEZ-MORAN; GUERRERO-ROMERO,  2008). O
complemento C3 sérico foi determinado pelo método imunoturbidimétrico e as
concentracdes séricas de proteina C-reativa (PCR) foram determinadas por ELISA
(Multiskan FC, Thermo Scientific) utilizando-se kit ultrassensivel da proteina DSL-C
reativa. O 4cido udrico foi determinado por método colorimétrico enzimético (Cobas
Mira Plus - Roche Diagnostics, Basel, Suica). As concentracdes plasmaéticas de fator
de necrose tumoral alfa (TNF- a), interleucinas (IL-6, IL-1f, IL-10) e adiponectina
foram determinadas por ELISA, utilizando-se kit comercial Biosource/Sellex. As
concentracdes plasmaticas de PAI-1 foram determinadas por ELISA, utilizando um

kit comercial (Invitrogen).

Avaliacdo do perfil de dcidos graxos plasmdtico

O perfil de 4cidos graxos plasmdtico foi determinado por cromatografia
gasosa. A extracdo de lipidios foi obtida de acordo com a metodologia descrita por
Folch et al (1957). Apos extragdo, os lipidios foram submetidos a saponificacdo e
esterificacdo, segundo metodologia de Hartman e Lago (1973). As andlises foram
realizadas em cromatégrafo a gids (CG Solution, SHIMADZU) equipado com
detector FID. Para registro e andlise dos cromatogramas, o aparelho foi acoplado a
um microcomputador, utilizando-se o programa GC Solution. Os compostos foram
separados e identificados em uma coluna capilar Carbowax (30 m x 0,25 mm). Para a
separacdo cromatografica, 1 pL. de amostra foi injetado em sistema Split = 5. O gas
nitrogénio foi utilizado como carreador com velocidade linear programada para 43.2
cm/s e os gases hidrogénio e ar sintético formaram a chama no detector. As
temperaturas do injetor e do detector foram controladas isotermicamente em 200°C e

220°C. A temperatura inicial da coluna foi de 100°C (mantida por 5 minutos),
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aumentando em 4°C por minuto até atingir 220 C (mantida por 20 minutos). O fluxo

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

Os eritrécitos foram diluidos em duas etapas (lisado 1: as hemdcias foram
diluidas em quatro partes iguais de dgua destilada gelada; lisado 2: a partir do lisado
1, foi realizada uma segunda diluicdo em tampdo fosfato (50mM - pH 7,0) para
obtencao da solucdo eritrocitaria, com diluicdo especifica para cada marcador).

A andlise de peroxidacdo de lipidios baseou-se na dosagem das espécies
reativas ao dcido tiobarbitdrico (TBARS), que tem como produto o malondialdeido
(MDA). Foi realizada, em duplicata, em plasma e eritrécitos. O MDA plasmatico foi
determinado de acordo com metodologia descrita por Buege e Aust (1978), os
resultados foram expressos em nanomol de equivalentes de MDA por mL de plasma,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 1,56 x 105 M'.cm?!. Para
determinacao do MDA eritrocitério, o lisado 1 de hemaécias foi diluido 25 vezes em
tampao fosfato (50mM - pH 7,0) e, posteriormente, foi utilizado o método descrito
por Buege e Aust, (1978) adaptado. Os valores finais foram expressos em umol/mg
de hemoglobina.

Para a estimativa da concentracdo de 6xido nitrico (ON), o lisado 1 de
hemadcias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (S0OmM - pH 7,0) e, em seguida, as
andlises foram realizadas em duplicata por meio do Reativo de Griess (sulfanilamida
a 1 % e naftil-etileno-diamina a 0,1 % em H3PO4 a 2,5 %) (GRISHAM; JOHNSON;
LANCASTER, 1996). Sua concentracdo foi determinada utilizando-se curva padrado
com concentragdes conhecidas de nitrito de sédio que variou de 0-125 pM/L, e os
valores finais foram expressos em uM/mL hemoglobina.

Para determinacdo da concentracdo de peréxido de hidrogénio (H,O,), o
lisado 1 de hemadcias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (S0mM - pH 7,0), logo
apos, a andlise foi realizada em duplicata segundo metodologia adaptada de
Nourooz-Zadeh (1999). Sua concentracdo foi calculada com o uso de uma curva
padrao constituida de H,O, com concentra¢des que variaram de 0,2-1,2 mmol/L e os
valores finais foram expressos em mmol/mL de hemoglobina.

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

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

Para determinacdo da enzima glutationa S-tranferase (GST), o lisado 1 de
hemicias foi diluido 25 vezes em tampao fosfato (S0mM - pH 7,0), e,
posteriormente, sua atividade foi mensurada a partir da formagcdo do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e estimada pela variagdo da absorbancia a
340 nm por 90s, em triplicata, segundo metodologia adaptada de Habig et al. (1974).
O coeficiente de extingdo molar do CDNB (340 = 9,6 mM-1 cm-1) foi utilizado para
os cdlculos e a atividade da GST foi expressa em pmol/min/mL de hemoglobina.

Para a dosagem de hemoglobina, a massa eritrocitdria foi diluida em quatro
partes iguais de 4gua destilada gelada, em seguida, foi determinada por ensaio
colorimétrico mediante a utilizacdo de kit especifico de hemoglobina (Bioclin
ref. K023, Belo Horizonte-MG, Brasil) e o padrao de hemoglobina (Bioclin - ref.
K029, Belo Horizonte-MG, Brasil). As andlises de hemoglobina foram realizadas em

duplicata.

Andlises estatisticas

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

distribuicdo normal ou Spearman nos demais casos. Andlise de regressao linear
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multivariada foi realizada para avaliacdo do efeito da concentragdo de AU sobre a

predi¢do do nimero de componentes da SM, ajustando-se por varidveis de confusao.
As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for

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

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

Resultados

Dos 224 individuos incluidos no estudo, 74,6% eram do sexo feminino € a
mediana de idade foi de 28 anos. Verificou-se correlacdo entre os componentes da
SM e marcadores de estresse oxidativo, no entanto, com diferentes comportamentos.
O MDA plasmatico apresentou correlagdo positiva com TG e negativa com HDL-c,
ao passo que MDA eritrocitdrio apresentou uma associacdo inversa. A concentragao
de 6xido nitrico e peréxido de hidrogénio foram positivamente associados a glicemia
de jejum, no entanto, o per6xido ainda associou-se negativamente a PAD. Quanto as
enzimas antioxidantes, apenas a GST correlacionou-se com os componentes da SM,
estando associada positivamente ao TG. Além disso, o AU associou-se

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

Tabela 1: Correlagdes entre marcadores do estresse oxidativo e os componentes da

sindrome metabodlica.

Componentes da sindrome metabélica

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

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

Teste de correlacdo de Spearman para as varidveis ndo paramétricas.

MDA, malondialdeido; SOD, superéxido dismutase, GST, glutationa s-transferase, PC, perimetro da cintura; PAS,
pressdo arterial sistdlica; PAD, pressdo arterial diast6lica; HDL-c, colesterol-lipoproteina de alta densidade; TG,
triglicerideos.

Unidades dos marcadores: GST, umol/ min/ ml de hemoglobina; SOD, U SOD/ mg hemoglobina; MDA p., nmol de
MDA/ml de plasma; MDA e., pmol/mg hemoglobina; 6xido nitrico, uM/ml hemoglobina; peréxido de hidrogénio,
mmol/ml de hemoglobina; Acido urico, mg/dL.
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Os homens com maiores concentracdes de AU apresentavam maior idade e
maiores concentracdoes de CT, LDL-c e 4cido estedrico plasmatico, além de menor
PAD. Entre as mulheres, aquelas com maiores valores de glicemia e IL-10
apresentaram menores concentragdes de AU sérico (Tabela 2).

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

mostrados).
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Tabela 2: Caracterizacdo dos individuos segundo as concentragdes de acido urico

(AU) por sexo.
Variaveis Homens Mulheres
Baixo AU Alto AU p Baixo AU Alto AU p
(n=33) (n=24) (n=86) (n=81)
Idade 28 (26,3-37,5) 34 (22,5-40,5) 0,029 27,0(25,5-32,5) 25,0(23,0-27,00 0,562
Atividade Fisica
Ativo 30 (58,8%) 21 (41,2%) 0,679 70 (50,4%) 69 (49,6%) 0,250
Nio ativo 3 (50%) 3 (50%) 17 (60,7) 11 (39,3%)
Hdbito de fumar
Fumante 2 (50%) 2 (50%) 0,735 1(33,3%) 2 (66,7%) 0,552
Ex-fumante, nao fumante 27 (58,7%) 19 (41,3%) 78 (50,6%) 76 (49,4%)
Pardametros
antropométricos
Peso (kg)* 79,2 (65,5-86,0) 78,0 (69,3) 0,783 58,8 (55,2-62,8) 58,1(52,1-66,9) 0,361
Altura (cm)t 1,76 £ 0,06 1,79 £ 0,06 0,201 1,64 £ 0,06 1,64 £ 0,06 0,968
PC (cm)* 84,2 (79,2-92,2) 88,4 (76,9-99,0) 0,286 74,9 (69,8-78,9) 73,8(70,8-78,5) 0,215
PQ (cm)f 101,6 +7,3 100,4 + 4,2 0,461 98,1 £5,8 97,8+17,1 0,767
RCQ* 0,83 (0,79-0,94) 0,90 (0,80-0,96) 0,143 0,75 (0,73-0,80) 0,77 (0,75-0,79) 0,105
RCE* 0,46 (0,43-0,54) 0,51 (0,43-0,56) 0,184 0,45(0,42-0,48) 0,45(0,43-0,48) 0,214
IMC (kg/m?)t 253 +3,7 24,7+2,8 0,499 21,7+£29 222+33 0,271
Pressdo arterial e
gordura corporal
PAS (mmHg)* 117,4 (113,1-128,3) 123,2 (107,6- 0,087 102,0 (97,4- 104,8 (101,2- 0,396
130,3) 106,1) 111,2)
PAD (mmHg)} 70,8 £9,2 67,0+7,6 0,034 66,0 £ 6,1 67,4+84 0,248
%GC (%)t 17,9 £6,5 15,3+6,0 0,124 246+48 245459 0,908
Parametros metabolicos
CT (mg/dL)t 167,1 £32,2 188,6 + 27,6 0,009 186,6 + 39,7 184,7 + 36,1 0,755
HDL-c (mg/dL)t 50,6 £ 13,1 49,8 +11,0 0,820 64,2 +12,8 60,7 £ 16,8 0,122
TG (mg/dL)* 66,0 (45,5-122,3) 76,0 (64,5-154,5) 0,344 76,0 (54,0- 71,0 (59,0- 0,275
118,5) 123,0)
LDL-c (mg/dL)¥ 100,6 + 28,9 118,3 £ 100,6 0,027 104,5 + 33,3 103,8 + 28,9 0,880
VLDL (mg/dL)* 13,2 (9,1-24,5) 15,2 (12,9-30,9) 0,344 15,2(10,8-23,7) 14,2(11,8-24,6) 0,335
CT/HDL* 3,5(3,1-5,4) 3,2 (2,8-6,0) 0,077 3,02(2,61-3,33) 2,88 (2,47-3,27) 0,086
LDL/HDL+} 2,50 £0,95 2,16 £0,97 0,195 1,68 £0,61 1,81 £ 0,64 0,188
Glicose (mg/dL)* 87,0 (76,0-98,3) 94,0 (84,0-95,00 0,164 87,0(79,0-91,5) 81,0(77,0-94,0) 0,045
Insulina (WUI/mL)* 6,85 (6,05-11,68) 8,20 (4,80-12,60) 0,645 6,8 (4,5-9,6) 7,9 (3,6-9,4) 0,517
HOMA-IR* 1,43 (1,16-2,84) 1,90 (1,13-2,58) 0,878 1,36 (0,96-2,13) 1,68 (0,79-2,13) 0,362
TyG indext 8,31 £0,49 8,13 +£0,40 0,140 8,18 £0,43 8,25 £ 0,51 0,393
Pardmetros
inflamatorios
PAI-1 (pg/mL)T 1392,8 £1126,5 1251,2 £204,9 0,822  1216,7 £466,0 13272 +4164 0,482
IL-10 (pg/mL)* 1,61 (1,46-2,00) 2,15 (1,66-2,60) 0,070 1,71 (1,38-1,93) 1,50(1,10-2,09) 0,010
IL-1PB (pg/mL)* 1,08 (1,05-1,30) 1,08 (1,01-2,05) 0,671 1,08 (1,08-1,30) 1,08 (1,08-1,30) 0,434
IL-6 (pg/mL)* 1,11 (0,93-1,97) 1,22 (0,93-1,29) 0,535 0,93 (0,93-1,28) 1,28 (0,93-1,28) 0,537
TNF-a (pg/mL)* 6,56 (4,99-7,68) 8,36 (6,04-10,58) 0,948 6,45(5,72-7,62) 6,06 (5,34-7,98) 0,215
Adiponectina (mcg/mL) 12,99 (8,63-15,85) 12,13 (7,09- 0,235 15,5(12,2-18,9) 15,6 (11,9-19,3) 0,822
* 13,91)
Complemento C3 89,4 (60,5-95,4) 96,3 (40,1-135,5) 0,091 99,9 (89,6- 101,0 (86,0- 0,119
(mg/dL)* 111,0) 118,0)
PCR (mg/L)* 0,83 (0,45-4,00) 0,38 (0,15-2,000 0,533 1,30(1,00-3,00) 0,75 (0,20-3,00) 0,815
Perfil lipidico
Lipidios totais* 0,0032 (0,0014- 0,0036 (0,0015- 0,116  0,0022 (0,0012-  0,0032 (0,0016- 0,707
0,0040) 0,0073) 0,0035) 0,0039)
Miristico* 0 0 0,346 0 0 1,000
Palmitico¥ 345+3.23 2,66 +£2,23 0,407 4,621 £ 3,251 3,517+3,119 0,136
Palmitoléico* 0 0 0,097 0 0 0,879
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Estedrico* 4,59 (120-6,46) 6,97 (639-7,96) 0,011 632 (549-6,52) 6,31 (5,05-6,97) 0,806

Oléicot 5,49 +3.36 3,93 0,139 532742601  4503+2743 0,186

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

Linoléicot 4,92 +2.86 5,07 3,36 0,889  5,632+£2275  4,867+3,046 0215

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

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

Erticicot 4,46 + 2,48 542422 0245 5,179 +2469  4502+2,152 0,164

*Varidveis ndo-paramétricas

tVariaveis paramétricas

P <0,05.

Teste do Qui-quadrado (2) para varidveis categdricas apresentadas como N (%). Teste ¢ para varidveis paramétricas
apresentadas como média + desvio-padrdo. Teste de Mann-Whitney para varidveis ndo paramétricas apresentadas como mediana
(intervalo interquartilico).

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

Quando correlacionado com os outros marcadores de estresse oxidativo, o

AU associou-se de forma negativa com a enzima GST (Tabela 3).

p = 0,002

p=0,012

4 - I I

(mg/dL)

Concentragdo de acido urico

0-1 2 >3
Numero de componentes da SM

Figura 1: Concentragdes de 4cido urico segundo o nimero de componentes da sindrome
metabdlica (SM). Valores de p + erro padrao mediante teste de ANOVA, seguido de post
hoc de Tukey.
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Tabela 3: Correlacdo entre o acido trico e marcadores do estresse oxidativo.

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

Legenda: MDA, malondialdeido; AU, 4cido urico. Teste de Correlag@o de Spearman. * p <0,05.
Unidades dos marcadores: GST, umol/ min/ ml de hemoglobina; SOD, U SOD/ mg hemoglobina; MDA
p., nmol de MDA/ml de plasma; MDA e., umol/mg hemoglobina; 6xido nitrico, uM/ml hemoglobina;
perdxido de hidrogénio, mmol/MI de hemoglobina.

Finalmente, a andlise de regressdo linear multipla demonstrou que o AU
predisse o nimero de componentes da SM, independente de sexo, idade e outras

variaveis de confusio (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise de regressdo linear multipla da concentracdo de dcido urico

(mg/dL) como fator preditor do niimero de componentes da sindrome metabolica.

Variavel dependente B IC (95%) R? Valor de p

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

: Sexo, idade

2 Peso e atividade fisica

Discussao

Apesar de ainda ndo estar claro as identidades de todos os oxidantes, seus
metabolitos e as vias que modulam o estresse oxidativo, sabe-se que este contribui
para o desenvolvimento de inumeras alteracdes metabodlicas tais como resisténcia a
insulina, esteatose hepatica, dislipidemias, diabetes e DCV (KELLEY et al., 2017).
Estudos vém apresentando a clara correlacdo entre o estresse oxidativo e o0s
transtornos metabdlicos que podem ser uteis na identificacdo de novos
biomarcadores, para uma prevencdo e terapia mais precoces € eficazes (REUTER et
al., 2011; BRAUN; BITTON-WORMS; LE ROITH, 2011; RANI et al., 2016). Além
disso, o estresse oxidativo desencadeia ou exacerba processos bioquimicos que
acompanham a SM, e tem sido associado a todos os seus componentes individuais

(BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015).
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A SM se correlaciona ao estresse oxidativo, o que pode ser observado com a
associacdo de MDA plasmaético e eritrocitdrio, HyO,, ON, GST e AU em relacdo aos
seus componentes. De fato estudos evidenciam estas relacoes e mostram que 0s
radicais livres desempenham papel importante em processos patolégicos estando
diretamente ligados aos componentes da SM, como a hiperglicemia ou resisténcia a
insulina, hipertensdo arterial, obesidade e dislipidemia (BARBALHO et al., 2015). Ja
estd bem documentada a relacdo entre os radicais livres e concentragdes diminuidas
de HDL-c e aumentadas de TG. Uma explicagdo para a ocorréncia da dislipidemia
devido ao estresse oxidativo € que quando a resisténcia a insulina estd instalada,
ocorre um aumento dos dcidos graxos livres em decorréncia da lipdlise e menor
atividade da lipase lipoproteica, o que afeta o metabolismo das lipoproteinas, como a
troca de lipideos que ocorre entre a HDL-c e lipoproteinas ricas em TG, afetando a
estrutura da molécula de HDL-c, tornando-a pequena, mais densa e com menores
propriedades anti-aterogéncias (TANGVARASITTICHAIL 2015). Assim como
verificado em nosso estudo, De Mattos et al. (2012) observaram a elevacdo dos
marcadores oxidativos na presenca de hipertrigliceridemia e baixas concentracdes de
HDL-c (DE MATTOS et al., 2012).

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

Estudos relatam a ligacdo existente entre a hiperglicemia e o estresse
oxidativo, devido a formacdo de produtos avancados de glicacdo, que por sua vez
relacionam-se a inflamacdo (LI et al., 2015). Esses produtos formam-se quando ha
glicacdo de proteinas, lipideos e &cidos nucleicos, que podem colaborar com a
instalacdo do estresse oxidativo e subsequente desenvolvimento de processos
inflamatérios e oxidativos (NOWOTNY et al., 2015). Os produtos avangados de
glicacdo também promovem o aumento da concentracdo de espécies reativas de
oxigénio prejudicando a fungdo dos sistemas antioxidantes (NOWOTNY et al.,

2015).
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O envolvimento da peroxidagdo lipidica induzida por radicais livres e o papel
dos antioxidantes estdo bem estabelecidos (BASTOS et al., 2016), porém, de forma
interessante, nossos resultados elucidaram um comportamento diferente entre o
MDA eritrocitario e o plasmdtico. Por mais que a membrana dos eritrdcitos seja mais
vulnerdvel a peroxidagdo lipidica, devido a constante exposi¢do a altas tensdes de
oxigénio e por serem ricas em AGPI, ela é considerada um modelo de exceléncia, e
possui um importante sistema antioxidante, enzimatico e nao enzimético, sendo que
o sistema antioxidante enzimdtico estd presente predominantemente no meio
intracelular e desempenha um papel crucial na defesa dos eritrécitos contra o estresse
oxidativo (PANDEY; RIZVI, 2010; PAZZINI et al., 2015). Por isso, sugere-se que
pelo fato dos lipidios dos eritrécitos estarem em sua membrana e por terem um
sistema antioxidante forte e eficiente sdo mais dificeis de serem oxidados, ja os
lipidios plasmédticos por estarem livres no plasma, sdo mais fdceis de oxidar,
causando mais alteracdes metabdlicas.

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

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

2013). Acreditamos que a explicac@o para a associacdo entre AU e PAS ocorre pela
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provdvel reducdo do ON e por estimulo direto do sistema renina-angiotensina,
ambos, mecanismos causadores de vasoconstri¢do e, portanto, de elevacdo da pressio
arterial, conforme observado em estudos experimentais com animais, apds indugao
de hiperuricemia (CHOI; FORD, 2007).

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

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

A dieta também pode exercer um papel importante nessa inter-relacdo, no
entanto nao foi observado nos nossos resultados. Sabe-se que fatores dietéticos
podem aumentar as concentragdes de AU, como por exemplo, alimentos ricos em
purinas (carne, frutos do mar e leguminosas), frutose e consumo de alcool (SLUIJS

et al., 2013; KANBAY et al., 2015).
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No que se refere as possiveis relagdes entre as concentracdoes de AU e os
antioxidantes da dieta, o primeiro estudo a avaliar essa relacdo observou uma
associagdo inversa entre os mesmos. Os antioxidantes analisados foram os o-
carotenos, licopeno, luteina, e zeaxantina, € permaneceram estatisticamente
significativos mesmo apds ajuste para fatores de estilo de vida, consumo total de
energia, proteinas, vitaminas, consumo de dlcool, tabagismo e para a funcio renal
(RUGGIERO et al., 2007). Segundo os autores, hd evidéncias da associagdo positiva
entre marcadores pré-inflamatérios e as concentracoes de AU, o que realgca as
potenciais propriedades anti-inflamatdrias dos antioxidantes, mas também sugerem
que o AU se comporta mais como um composto pré-inflamatério do que
antioxidante. Isso pode explicar o fato de nossos resultados terem destacado de forma
interessante a relagdo inversa entre as concentracdes de AU e a enzima antioxidante
GST. Esta enzima estd envolvida na desintoxicacdo celular de uma vasta gama de
substratos quimicos, como as EROS secunddrias, gerados durante a oxidacdo de
membranas ou de outros constituintes celulares, também atua na desintoxicagdo de
hidroperéxidos organicos e protege as células da morte celular induzida por peréxido
(POUR et al., 2014; LAVANYA; SHOBHARANTI, 2015).

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

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

estd, todavia, instalada.
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Este estudo apresenta algumas limitag¢des, principalmente por se tratar de um
estudo transversal, o que ndo permite o estabelecimento de relacdo de causa e efeito,
apenas sugestdes de associacdes. Além do mais, a populagdo estudada é composta
apenas por profissionais de saide e estudantes dos ultimos anos da drea da saide, por
isso, a extrapolacdo dos dados devem ser interpretados com cautela. Um fator
limitante, mas considerado ponto forte do estudo € o fato desta populacido consistir
de individuos aparentemente sauddveis, o que € importante para determinar as
mudancas que precedem o estabelecimento da doenga, de modo que possam ser
utilizados como marcadores precoces da SM.

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

favorecam a prevencdo e tratamento de doengas cronicas nao transmissiveis.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Marcadores do estresse oxidativo estdo associados aos componentes da
SM.

As concentragdes de MDA plasmaético e de AU sérico podem ser bons
preditores precoces do nimero de componentes da SM, ji que se
encontram alterados antes mesmo do desenvolvimento da enfermidade,
além do que, estdo relacionados as alteragdes metabdlicas e inflamatorias,
o que pode desencadear um aumento do risco de DCV.

O MDA plasmético e o eritrocitdrio podem apresentar comportamentos
inversos, sugerindo que o MDA plasmético e ndo o eritrocitdrio esteja
relacionado as alteragdes metabodlicas e inflamatorias.

Diante disto, a prevencdo e o tratamento da SM podem ser aperfeicoados
por meio de novos e apropriados biomarcadores, que podem ser de
fundamental importincia se tiver como alvo individuos jovens e
sauddveis, de forma a antecipar a ocorréncia da enfermidade, melhorar o

diagndstico e otimizar seu tratamento.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

3 g MINISTERIO DA EDUCACAO

i UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
L_‘ COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
Campus Universitario - Vicosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-1269

Of. Ref. N° 005/2011/Comité de Etica

Vigosa, 18 de fevereiro de 201 1.
Prezada Professora:

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

Atenciosamente,

Professor Gilberto Paixdo Rosado
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Presidente

Professora
Josefina Bressan
Departamento de Nutrigdo e Saude

/rhs.
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ANEXO 2

Universidade Federal de Vigosa
Departamento de Nutricao e Satde
Programa de Pés-Graduac¢io em Ciéncia da Nutricio

Nome: Data: /1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

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

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

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

Os resultados de todas as medidas e exames realizados serdo apresentados,
comunicados e/ ou publicados nas dreas de prevengdo e promogdo da satide e seu nome
serd mantido confidencial.

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

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

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

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

Fernanda de Carvalho Vidigal Voluntdrio
Doutoranda em Ciéncia da Nutri¢dao
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ANEXO 3

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

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

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

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

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

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

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

109



COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Eu,
(nome e sobrenomes do pesquisador)

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

Data

Assinatura
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FOLHA DE ASSINATURAS

Toda pessoa que tenha participado na complementacdo deste CCD devera constar
na seguinte lista de assinaturas:

Nome e sobrenomes

Assinatura

Data

Relagdao com o projeto
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CRITERIOS DE INCLUSAD

sim [] Nsa [

Idade entre 20 e 5% anos

Sim [ NE&o [

Profissional de saude formado gue trabalha em hospitais afou instituigdo de ensino
SUperior

CRITERIOS DE EXCLUSAD

Sim [ N&e [

Gestantes ou mulheres que estejam amamentando

Sim [J] NEa O

Use de corticdides ou antibidticos no momento do estudo

Sim [J N&a O

Enfermidade grave que precise de hospitalizagdo

Sim [] NEa [

Presenca de cincer ou gue tenha tido cdncer nos dltimos 3 anos

Sim [] N3a []

Dificuldades para pesar, medir ou aferir a pressao artenal

Sim [J N&o [

Dificuldadas para realizar a coleta de sangue

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

Termo de Consentimento Livee & Esclarecido assinado: Sim [] Nio [

Assinatura do pesquisador:

Imprescindivel assinar o Tenmna de Consentimento Livre & Esdarecido para continsar o eatuda

PARA A PROXIMA VISITA:

Sim [] N3a [

D & dats da prdxima vislks

Sim [ M&a [

Peca ao packents que venha em j@jum na prixkmia visita para a realizacsio $os exames de SAngsE & Giee
traga a medicagdo gque. boima noamakmente. [Com a NMnalidade de garamir o nome correlos dos

medicamentos & agueles que s2jam realments consumkiog)

DADDS PARA CONTATO:

Telefone residencial/ trabalho:

Celular:

email:

Endereco:
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Dados demograficos

HISTORIA CLINICA

Fais:

BlR|A|S|I|L

Cldade:

vir|clo|s|a

Tarmainha da ddade:

Mil habitarteas

stk Ba:

1 |:| Universidade parthoulas
2 |:| Hospital ou consultoria
particular

3 [ Hospital ou universidade

pridblica

1 [0 Hospital S&o SebasiiSo
2 [ Hospital S50 Joks Batista

| |:| Diwisia de Salide da Uiniversidade Federal de Vigosa

4 [ Cinica Santa Maris

5[] prefeitura Municpal de Vieass
& [ universidade Federal de Vicosa
7 O Univigosa

& [ Qulra

S

|:| MaEsruling

|:| Farmiiving

Cata de Nasdmenko:

= - oo - MM

- AA

Proficado:

i O ue. em Enfermagem

2 [0 Ue em Medicina

3 O Ui em Nutrigho

4 [ Ue. em Fisioterapia

5[0 uec. em Psicoiogia

& [ U em Odentalagha

7 [0 uc. em Educacss Fisica

8 [ uUc. em Farmédis & Bieguimica
% [ outra

Etnda

1 [ Africa-Subsariana

2 |:| Aimericana

3 [ Asidrics

4 [ Caucasians

5 [ Armrica Central e de Sul

& [ China

7 [ Orente Médio, Mediberrines
a8l Europeia

= |:| Japonesa
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Antropometria

Mos altimos 3 meses tem

aumentado de peso

Mos altimos 3 meses tem

perdido peso
Py J Kg Estatura
Cindaera 1 o CQuadrll
Pressao Arterial
Braco direito
Pressio arterial 1 Sisthlica:
Pressiho arteral 2 Sisbdlica:
Pressio arterial 3 Siskhlica:
Frequéncia cardiaca 1
Frequéncia cardiaca 2
Frequéncia cardiaca 3
Braco esquerdo
Pressio arterial 1 Sistdlica:
Prasshio arterial I Sistdlica:
Pressio arterial 3 Siatdlica:
Frequéncia cardiaca 1
Frequéncia cardisca 2
Frequéncia cardisca 3

Sim [0 MNZo[d Quantos Kg

Sim [0 M2 Quantos Kg

Kodmt

Kg
Kg
om IMC
om
Diiastolica:
Dilaskdlica:
Diaskdlica:
p/rmin
pmiln
pmin
Dilastdlica:
Dilastdlica:
Diasbiiica:
pirmin
pmin
pmin

mrmHg
mmHg

mmHg

mimHg
mimHg
mimHg

As medidas de pressSo arterlal serdo reallzadas com inbervaio de 1-2 mimtos e depols de haver
transcortido pelo menos 5 minutes de descanss para a primelra das medidas.

Anamnese - (Fresncher em caso de muher |

Data da ultima menstruacio: Dla

Mas

Ana
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TESTE DE IMAGEM CORPORAL

Escolha: 1) Atual:

2) A que gostaria de ter (Meta):

3) Ideal: Feminino: Masculing:

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

Gordura Corporal (9%)

Peso da gordura corporal [Kg)

Peso da massa magra [Kg)

Taxa Metabolica Basal [TMB) (calf dia)

Agua Corporal (L}

» S5 peso 0o COrpo
* 9% massa magra

Bioresisténcia (chms)

Reactanda [ohms}

DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Valor Unidades

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

ATIVIDADES FISICAS

SEMANA

AND

Dias% de pratica

Minutosidia

Disi de pritica

Minubces/dia

CAMINHAR /DANCAR /SUBIR ESCADAS

1, Caménhar

2, Andar para casa) trabalha ou trabadhof casa (de
fisrma continus, dursnte = 10 min)

1, Anclas (carnho de compras )

4, Andar (fazer compras) saoolaz)

=, Suhir escadas

B, Caminhar no camps {oortinuo, termena plans ou
oodulado, por pedo menos, 2 horas, sem mochila)

¥. Excursdes com mochia {= 9 ¥g)

B. Escplar mantanhas

S, Andar de bicidets (frabalbo au lazer]

10, DEncar

11. Aertbica oo ballsf

12. Brincar com criancas (comer, saltar, athvidades
gue el cert nivel de esfomn, L)

EXERCICIOS DE MAMUTENCAD GERAL

19 Ewercica em msa

14. Exercicg em acadernia

15 Caminhar rdpida

LE. Trotar {fopging)

17 Correr 8-11 Em /R

EH. Coirer 12-18 Kmfh

1% Levantemento de pesos

ATIVIDADES AQUATICAS

Hl. Esqul aquitico {mimerc total de wvoles
muttiglicar por 5)
X1. Surf

I3 Navegar a vela

I3, Camnoagem ou rermar por distracia

I4. Canoagem ou memar por competiclo

25, Farer uma viagem de canca, "Rafing™

FE. Nadar (> 150 metros ma plscna)

I8, NMadar no mar

28_ Mergulho

ATINIDADES FISICAS

SEMAMNA

AND

Cras de
pratica

Mirutee/ dis

[Cas de pratica

Minutesidis

ESPORTES DE INVERMNO

X9, Expular

11, Patinar (rodas ou gelo)
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ATIVIDADES FISICAS

SEMAMA

AN

Dims de pritica

Minutas/dia

Dins de pritice

Pinutos/ o

OUTRAS ATIVIDADES

2 Montar a cavado

3. Boliche

34 valeibol

35 Ténis de mesa

3. Ténk individual [(mdmeg de sets -
muftiplicar por 20 min)

I7. Tén= em dopla (nimern dée sebs -
multiplicar par 15 minj

8. Badminton

I3 Basjuete [sem competic)

4. Bazquete {competicSo)

i1, Basyuete (atuando como &rbira)

42 Squash

41, Futehod!

i, Golfe

45 Handebol ! ! |

48 Arten manciais

445, Motodcismo (competicBo)

0. Oclismo de esdrada ou montanha (> &0
min)

]

SEMANA

ARD

ATIVIDADES FISICAS

Dlas de pritica

Mirnutosdia

Cias de pritica

Minutosdia

ATIVIDADES EM JARDIMAGEM

51. Cortar o gramado com miguina

5&. Cortar o grasnado manualmente

53 Limpera e jscdinagem

L4, Cavar o jardim

SEMANA

ARD

ATIVIDADES FISICAS

Diz= de pratca

Minutos'dia

Dias de prética

Minutos/dia

THRABALHOS E ATIVIDADES

B, Trabdlhos de campintana dentro de casa

ET. Trabalhos de carpintama (exteror]

B, Pintar dentro de casa

ES. Pintar fora de ca=a

GO, Limpera da casa

B1. Mudance de mdves
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ATIVIDADES FISICAS

ANO

Dias de pritica Minutos/dia

Dias de prética

Minutas/dia

CACA E PESCA

B2 Tiro com pistola

B3, Tiro com amo

B4 Pescar (mar)

GE. Caga menor

&7. Caga malor {veadas..)

ATIVIDADES FISICAS

SEMAMNA

AND

Dias de pritica Minuwtas/dia

Dias de pritica

Minutosfdia

QUTROS (sem especificar)
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MAD rrarque assim

SR

MARQUE m=zim
OCOom

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR

Por favor, margue uma Unica opcdo para cada alimento.

Pars cada alimemo, margue o quadrs que indica a frequencia media da consuma

duramte o ano passado. Deve-se levar em contz tambem a vanagdo de werdol

imeemo.  Por exempio, sevore ioma sorrets 4 veres sermana, apenas durants o

tres meses de verdo, 0uso medio porano & 1 vez sermana

[s]

MEUWD MEDID DURANTE O AND PASSADO

MLUNCA
ol
CAMEE
FLINCA

POR
WES
13

POR SEMAMA

POR DOIA

1

£
&
&
5
E

1. PRODUTOS LACTEQS

2 Leite semi-desnatado (1 xicam, 200 mL)..
5 Lete desnamdo |1 sicara, 200mL). .o
4 Lesie cond=nsado {1 cofher de sopa, 16 9 . .
B. Mata ou creme de [eite freseo (92 xicers, T60g) ..ol
E. Batida de lzit= {1 copo, 200 mL)..........
T. logurte integral {1, 125 g, 1 patinhal.....
B logurte desnatada {1, 126 q, 1 potinha). ...
5. Pl atsisse (1, 56 g, 1 potinha de dananinho)..
10. Requeiac ou coalhada [ xicam, 128 g).
1" ﬂtqnmpw;numnmn:ﬂh“pﬂtwﬁg,ﬂﬂhﬂﬁ]
12. Dutros queios: cumdo, semi-curado, parmes3o (50 g, 1fata G
13. Qussjo branco ou fresco, frescal (cabea. ) (B0 g 1 4262 G
14, Creme, Ran, podim (1, 130 ml, 1fﬂ1JuHDﬂ3m|hE=FISE5ﬁbrl:rrﬁﬂ.{:'|.l
156. Sorvete {1 cone, 1 bols W, BO gl

gog

nEoEn

ogog

il

B0

o ooood

BOE:0 8080

3

OLE0Len

apakuinge

QOL0gag

10O

ao|ao

ooo

101

gooogoongoBooooa

OEod

(/6

a0 00080n

DE0H

10F00oDa0o0Enn
ooann

a0oogo

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

FMUNCA

%EE

1l CVOS, CARMES, PESCADDS

16. Crvors degalinha {1 umidade, gl
17. Frango ou peny SO pele (1 porcan, 13E'q. 1 pennF"u.l'.‘l-cmcu W

18. Frango cu pery SEM pele {1 pul;ln,13]g,1pﬂbcrpnuﬂ:mﬂsui|
19. Carre= de bioi ou vasca (1 porcao, 1hife G, 100G oo
0. Carme de poreo {1 porcsia, 1 bfe &, 100 g,
. Carne de cordeira (1 porcaa, 1 bife G, 100 g)....
2. Contho ou lebee {1 porglio, 150 gl

23, Figado {panca, franga) [1 porcao, 100 g, 2 Lu'n-dad-c-s 3 de franga).....
24, Chnumms{nﬂ'dxn coracao, mosia) {1 porcaa, 1IJ'.]-g,2'IJ|.|.r.|.d.ude-"
M g= o = T TR ey [ e S R

linguica, ...} {60 g, 1 unidade & d= salsicha). ..
28, Patss (26 g 1 cobher de snpuEH:l
29. Hambdrguer (1, 50 g), almdndegas (3 unidades, 30 g)...

34, Dstras, mariscos, nﬂmemﬁumﬂnﬂa.ﬂﬂg‘-....
35. Ludas, pdml:‘lpnn;.m 200 gj...
56, Crustaceo: camania, hgnahm.,:tbl—ﬁpﬁps ﬂ]ﬂg] et

ol i Lot e BO Gl

0o

gogogd

0o

ool sBg

o080 8

80

1

| =

ER0 0 B0

SN

| §
gonon & B
4

L

L O &0 0

HENRE
|

26. Presumo, pemd defumado (1 fatia, 30g).. oo = 0 0 (O o [ O
27. Cames processadas -:.,eﬁudmn\.dmim;u. marcelz, moriadela, salsicha,
g = = ol 2] 3 o T e Y
| I | = B D S R s
| ] T I R I v R o e R [
30, Toucinko, bacon {51 g (bacon, porgSo de hamburgusr= 2 fatias, 30 g)..— = (I o i e v e e s |
18 F‘H—mdni:mnm: gercupa, iinguada, meduza, badejo (1 prato, pegz ou
porcao, B0 gl i T i 1 il (i =] L | i i L
HlFHrudnm.i s.:irﬂ'u,mbmi'b,caudu.nh\mﬂ pmdn.,.peu;aw
e I o e e S A R R et =] = = B O = e o 5 e ) o | =
53. Przeade salpsdo: bacalhau (1 porcao, B0 g s=co, 1 :nlh-erdesewrCH!l J [ i | [ i | | | i
O il 0 o Y e Rt A g 0 [
] (] e I IO o ) O e e ) G e B
= (I i (N = 8 O e B 5 o R B o I o el [l =
37. Pescados = marisoos enlatados 20 natural (sardinha, anchova, atum) {1
lzta pequena ou meia lats nomal, §0g).. oo sl =2 (= [ O = I o e e ) [
23, Pescados = manisoos e dleo (sardinha, -'ndmun,m'l |'1 hlhp::umn
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Lima perco de b4 xitara, excetn quando est3 ndicada outra quantidade T

H. Acziga (1 pires CH picado, 20 gll. oo = (= = - i - = - =
39, Espirafre {1 pires CH picads, 20 gl I ] 1 |

- Couve |1 pires CH picags, 205l i - : i R

Y Repoliho] (P4 e, BIGE. o L -} 0 - [N A a0 [t [ = 10 B ! L
4], Couve-fior [¥2 xcars; 50 g) = am b (B o O T e ) o gl e o O
40, Brocolis. (3 xcara, 80 g) = == R o= T O A S =l = O O

41, Aface, escarcla (100 g, 10 folhas M dealface].....oo e i

41, Almeirdo (100 ql.. - - - ey R = Y - |~
22 Tomate cru {1, 160g, 1 onidads G} : = (e Y [ ) A 8 BN
&3, Cenoura (100 g, 2 uridades P cua ou [ = 1% I = [ = [

43, Abdhora {rmaranost (00 g o m:
P e R L RS e
45, Berinjeda (%2 xicar, 80 g) i :
25, Ascbrinka (1% sizara, B0
-ﬁ- Flmuﬂau-ﬁmg. Sumch:le-s hF:I
&7. Aszpargo (2,0 unidades W, 20 g} Ry o e el ! 1

I
110

st
O
1
]

1
e}
1
1o
a
]
1
]

1

. VERDURAS E HORTALICAS

. Cutras werduras {slcachofra, alho-poro, aipa) (1 pires CH pacada, 20.g]... C [ = - i - C C] []
. Cebola [meia unidade, B0 gj.. SRRSO R ! = O | & !
. Aiha (1 demts, 3g) e =
Sa.ha.'h:rﬂﬂ.lu.unu‘ugmnzh:impihdnJ o 2
, Ectata frits comescial (1 pacots, 80 g 1 colher de s2rdr CHj. ...
. Bmtate frita cazera (1 pomac, 160 g, 3 cotheres de senir CH)L.

. Bmatas assadas ou cosdas [z moam, 2 coheres de sopa CH, 60 g).....

1
I
1
I

1
HE
10
8]
|
8
10

IR
il 0
1
]
10

R A R B
I
[EfNEa|
I

E
i
i
W
:
3 §
(]
3
]
J
_-|
a;
O

CONSUMD WHEDHD DURANTE O AMO PASSADD

B7. Laranja {1 unidade M, ‘IBﬂg],.numm‘l‘iﬂ'un{E‘l .......................... = i om [N N 0 Y e R R s O e )
53. Banana (1 uridade W, 114 g... A R R, o 2 =2 |0 2 | B 2| 8 | &
B9, baca (1 unidade M, 130 gl
B9, Pera (1 unidade M, 130.g)
- hhml.&mwmnmuw'fa:aﬁmrrmfm Mgy . )

&0, !I-hra.rrgn"El.l'nna:Is um prato de sobremesa, T2 g o = = sHENsHE= E= =g ==
1. Carsja, zmeixa (1 pato de sooreesa, Bl g, 'le.u'l-dudsd:r.uenmﬁ

|
|
1
I
0]
|
|
1

G2, Piszmgo, damasco, nectanina || unidade M, B0 o). ey [ [ ]
B3. Hehnum.‘l Eﬁa,m-ﬁﬂg}............... -] = o]
EE.FEHH url:h!c 100 g
65, Uhaz [1 o, 1 prato de sobmemesa, "2".'I|..'-'| B P

101
I
|
I
I
I
|

L
r

]
1
10

o
I
[
1
I
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CONSLIWDG MEDID DURANTE OANG PASSADO

= "
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§ 9. Crissant, pa;thra,nmmm Fﬂ:ldLr‘I:Gd!DﬁCh.rlﬂ |'u11..E\ﬂ5.'I [ = ] [ - - = = -
& | 100 Domats jurr.... = slolalalale
Q | 101 = {DE-DEI i - ] - i _] ] ] |- C3
W | 102 Bolos [um, 50 g, 1 pedaco M. RE = Dlogjo|la|&a| oz
g 103, Chumos = sirilarss {1 porcao, 100 n'- ] = C = = = ] = I
104. Chooolstes = doces (Sﬂg:l................_._ 3 & = 7 N e o S o
g 106.Cacou &m po (1 colher de sobremesa, 10 gj ] ] 0| O] O] 5 1 |00 T
= | 106 Tomone {13 debars, 40g3.. 0 2= ) ) e o e ) = (O ] 0 = T =
= | 107 Amarimigadas, maripan (90 g) = oo ool o | a ot

121
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REGISTRO DE AMOSTRAS DE SANGUE E RECOMENDACOES

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

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

INCIDENTES:

123



FINAL DO ESTUDO

O paciente concluiu TOTALMENTE o estudo?

sim[] nN3o [ —1

Complete o seguinte paragrafo

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

INTERNATIONAL PHYSICAL ACTIVITY QUESTIONNAIRE (IPAQ)

Nome: Data: __ /[ _
Idade : Sexo: F () M () Vocé trabalha de forma remunerada: () Sim () Nao.
Quantas horas vocé trabalha por dia: Quantos anos completos vocé estudou:

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

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

Para responder as questdes lembre que:

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

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

SECAO 1- ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO

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

1a. Atualmente vocé trabalha ou faz trabalho voluntario fora de sua casa?
() Sim () N@o — Caso vocé responda ndo Va para secao 2: Transporte

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

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

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

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

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

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

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

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

SECAO 2 - ATIVIDADE FISICA COMO MEIO DE TRANSPORTE

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

2a. O quanto vocé andou na ultima semana de carro, dnibus, metr6 ou trem?
dias por SEMANA () nenhum - Va para questiao 2¢

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

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

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

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

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

dias por SEMANA () Nenhum - Va para a Secao 3.

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

SECAQ 3 - ATIVIDADE FiSICjA EM CASA: TRABALHO, TAREFAS
DOMESTICAS E CUIDAR DA FAMILIA.

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

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

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

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

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

dias por SEMANA () Nenhum - Va para questao 3d.

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

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

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

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

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

dias por SEMANA () Nenhum - V& para questao 4b

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

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

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

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

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

dias por SEMANA () Nenhum - Va para secio 5.

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

SECAO 5 - TEMPO GASTO SENTADO

Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no
trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo
sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo li¢do de casa visitando um
amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto sentando
durante o transporte em Onibus, trem, metr6 ou carro.

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

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

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

Medicagdo atual

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

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

Medicacdo atual

Nome comercial Nome genérico

Fibratos [

Estatinas [

outros [

Hipoglicemiantes []

Insulina O
Dose/dia
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