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"Aspectos fisiopatologicos de compostos Tio-Redox no curso da Sindrome

Metabdlica"

Hugo Tadashi Kano? & Roberto Carlos Burini*
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Saude Publica - Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
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Resumo

A prevaléncia mundial de Sindrome Metabolica (SM) estd aumentando drasticamente
nos ultimos anos. Esta desordem consiste de um conjunto de condi¢cdes metabdlicas,
contemplando hiperadiposidade abdominal, resisténcia insulinica (RI), dislipidemia e
hipertenséo, e é fator de risco para o desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)
e doencas cardiovasculares (DCVs). Muitos estudos indicam a participacdo do estresse
oxidativo (EO) junto com o estado estresse inflamatorio (EI) como parte do
desenvolvimento e agravamento da SM e surgimento das doencas cronicas nao-
transmissiveis (DCNTs). O EO é caracterizado como estado de desequilibrio entre os
sistemas oxidativo e antioxidante, resultando no excesso de espécies reativas de
oxigénio (EROs), menor capacidade antioxidante e efeitos deletérios a tecidos e células.
A regulacdo das reacbes de oxidacdo e reducdo sdo importantes para o controle de
funcdes fisioldgicas e combate ao estresse. Diante disso, 0s aminotiois ou compostos
tio-redox (homocisteina, cisteina e glutationa) exercem importante papel no equilibrio do
estado redox celular. Neste artigo de revisédo, analisamos 0s aspectos fisiopatologicos
de compostos tio-redox no curso da SM.

Palavras-chave: Tio-Redox, glutationa, homocisteina, estresse oxidativo, Sindrome

Metabdlica
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"Pathophysiological aspects of Thiol-Redox compounds in the course of Metabolic
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Abstract

The worldwide prevalence of Metabolic Syndrome (MetS) has been increasing
dramatically in recent years. MetS is a set of metabolic conditions, including abdominal
hyperadiposity, insulin resistance, dyslipidemia and hypertension, and is a risk factor for
the development of type 2 diabetes mellitus and cardiovascular diseases. Many studies
indicate the participation of oxidative stress along with the pro-inflammatory state as part
of the development and aggravation of MetS and emergence of chronic
noncommunicable diseases. Oxidative stress is characterized as a state of imbalance
between oxidative and antioxidant systems, resulting in excess of reactive oxygen
species, lower antioxidant capacity and deleterious effects on tissues and cells. The
regulation of the oxidation and reduction reactions are important for the control of
physiological functions and the fight against stress. In view of this, the aminothiols or
thiol-redox compounds (homocysteine, cysteine and glutathione) play an important role in
the equilibrium of the cellular redox state. In this review article, we analyze the
pathophysiological aspects of thiol-redox compounds in the course of MetS.

Keywords: Thiol-Redox, glutathione, homocysteine, oxidative stress, Metabolic
Syndrome
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INTRODUCAO

Balanco Redox

As reacdes de oxirreducdo (Redox) sao reacdes de transferéncia de elétrons com
a participacdo de agentes oxidantes e redutores. Tanto oxidacdo quanto reducao sdo
processos que ocorrem ao mesmo tempo, por isso sdo também denominados como
Reacdo Redox ou Balanco Redox (BR) [1]. O BR é essencial ndo somente como
controlador fisiologico de funcbes celulares como também mecanismo de resposta ao
estresse [1, 2]. A homeostase envolvendo a participacdo do oxigénio é mantida por
reacOes de oxirreducdo com a transferéncia de elétrons entre dois compostos quimicos:
os que perdem elétrons (oxidados) e os que ganham elétrons (reduzidos) [3].

O desequilibrio do BR favorece o estado de estresse oxidativo (EO) e,
consequentemente, a citotoxicidade celular. O EO é caracterizado pelo desequilibrio
entre a producédo de radicais livres e o sistema de defesa antioxidante, observa-se o
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) como o peroxido de hidrogénio
(H20,), radical hidroxila (HO+) e o superéxido (O, *), contribuindo para peroxidagdo
lipidica, oxidacdo de &cidos nucleicos e proteinas, e lesdes celulares [4, 5, 6, 7]. Diante
do desequilibrio no BR e instalacdo do quadro de EO, a biodisponibilidade de compostos
contendo grupo tiol possuem importante participacdo em processos de sinalizacéo

mediados pelas EROs.

O Grupo Tiol e suaimportancia biolégica

O termo tiol ou sufidril refere-se ao grupo funcional "-SH" (H: hidrogénio e S:
enxofre) que possui um atomo de enxofre ao invés de um atomo de oxigénio [8] (Figura
1). Os tidis possuem relevancia biolégica por serem reativos e ubiquitos [8]. A reacéo
mais comum dos tidis é sua oxidacao por agentes oxidantes (principalmente o oxigénio)
para dissulfetos/dissulfuretos, que apresentam ligacdes "-S-S-" em sua estrutura quimica
[9]. Por sua vez, os dissulfetos podem sofrer reacdo de reducdo e serem convertidos aos
tidis por acdo de agentes redutores (exemplo: hidrogénio na presenca de agentes
catalisadores como metais de transicdo) [10] (Figura 2). Particularmente, no estudo das
Doencas Cronicas Nao-Transmissiveis ou Doencas da Modernidade (DCNTs) vale
destacar a importancia dos aminotiéis: homocisteina (Hcy), cisteina (Cys) e glutationa

total (GSHt) [8] (Figura 1). Por apresentarem grupo tiol em sua estrutura e sua
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relevancia no BR e no EO, pode-se denomina-los como compostos Tio-Redox (Tio-

Redox).
GRUPO FUNCIONAL TIOL AMINOTIOIS
A
R [ Ic00'
.ISH H— C—CH, —CH, — SH  HOMOCISTEINA

NH;*

coo
H— C—CH, —SH CISTEINA

NH;*

coo~ o H o
| Il [
H— C—CH, —CH;—C—N—C — C— N—CH, — COO0"~
NH3* H CH, H
SH

C: carbono; H: g ; N: g o: quimico); R:radical; S: enxofre.

GLUTATIONA

Figura 1. Grupo funcional Tiol e estrutura quimica dos aminotiéis. Adaptado de Lee et al,

2014 [8].

oxidagdo

o)
2R—SH:2R—S—S—R
H*, Zn

Tiol reducdio Dissulfeto/Dissulfureto

H: hidrogénio; O,: oxigénio(férmula molecular); R: radical; S: enxofre; Zn: zinco

Figura 2. ReagbBes de oxidacdo (tiol para
dissulfeto) e reduc@o (dissulfeto para tiol).
Adaptado de Burgoyne & Eaton, 2011 [10].

Via de Transsulfuracdo do Metabolismo da Metionina

O metabolismo da metionina envolve 3 processos: transmetilacédo, remetilacdo e

transsulfuracdo. Também conhecido como metabolismo do 1-carbono ou metabolismo

de aminoacidos sulfurados, 85% de seu metabolismo ocorre em tecidos hepaticos [11,

12] e possui participacdo de aminoacidos sulfurados e de vitaminas do complexo B

(riboflavina:B2, piridoxina:B6, folato:B9 e cobalamina:B12) [13].

Os aminoacidos

sulfurados (metionina(Met), Hcy, Cys e taurina) contém enxofre ao invés de oxigénio em

sua estrutura quimica [14] (Figura 3). O enxofre possui menor eletronegatividade que o

oxigénio, logo, os sulfurados sdo menos hidrofébicos e maior facilidade de formacgéo de

ligacOes dissulfeto [15, 16].



20
Revisdo da Literatura

METIONINA HOMOCISTEINA CISTEINA TAURINA
I I I i
NH;* — € — €00~ NH;* — C — €00~ NH;* — cI — €00~ CH,
| | I
CH, THz CI?Hz CH,
| |
CH, ‘i”z SH S0;
| SH
S
|
CH,
C: carbono; H: hidrogénio; N: nitrogénio; O: oxigénio(elemento quimico); S: enxofre.

Figura 3. Estrutura quimica dos aminoacidos sulfurados: metionina, homocisteina, cisteina e
taurina. Adaptado de Mukwevho et al, 2014 [14].

A Met é necesséaria para sintese de proteinas, enquanto que sua forma ativada,
S-adenosilmetionina (SAM), serve como doadora de grupos metil (-CH3) importantes
para formacdo de proteinas, nucleotideos de DNA e RNA, fosfolipidios de membrana,
sintese de creatina, fosfatidilcolina e carnitina, além da metilacdo de histonas e
regulacdo da expressdo génica via citosina [17, 18, 19]. A Met possui ATP (adenosina
trifosfato) ligada ao seu atomo de enxofre, que por acdo da metionina adenosil-
transferase (MAT) leva a formacdo do SAM. O SAM se condensa com glicina, resultando
na liberacdo de grupos metil e sarcosina para formacdo do S-adenosilhomocisteina
(SAH). Essa reacéo é catalisada pela enzima glicina N-metiltransferase (GNMT) e regula
a proporcdo SAM:SAH para oferta de grupos metil. A SAH sofre acdo da SAH-hidrolase,
originando adenosina e Hcy [15, 17, 20, 21]. Esse processo € denominado de
transmetilacao [22] (Figura 4).

Na remetilacdo [22] (Figura 4), a Hcy pode ser metilada de volta a Met, pela
atividade da metionina sintetase (MS) com participacéo de vitaminas do complexo B (B2,
B9 e B12), ou via homocisteina metiltransferase dependente de betaina (BHMT), com
participacdo da betaina resultante da oxidacdo da colina ou proveniente da ingestao
alimentar [15, 17].

No processo irreversivel de transsulfuragéo [22] (Figura 4), a Hcy é combinada a
serina em reacgdo catalisada pela enzima dependente de B6, a cistationina-B-sintase
(CBS), formando a cistationina. A cistationina, por agao da cistationina y-liase, é clivada

originando a-ketobutirato e Cys. Os produtos metabdlicos mais importantes derivados da
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Cys sao taurina, sulfato, fonte de enxofre para sintese de coenzima A e GSHt [17, 19].
Aproximadamente 50% da biodisponibilidade de Cys nos hepatdcitos € voltada para
sintese de GSHt [15, 16]. Por reacédo catalisada pela glutamato-cisteina ligase (GCL),
ocorre formacédo da y-glutamil-cisteina, em seguida, pela adicdo de glicina tem-se a

formagao de y-glutamil-cisteinil-glicina, conhecida por GSHt [15, 20].

FIGADO Dieta \ /y Sintese protéica
METIONINA

REMETILACAO / §l

/ S-adenosilmetionina TRANSMETI LACA' o

S-adenosilhomocisteina
(SAH)

] HOMOCISTEINA ‘

A cas/86 TRANSSULFURACAQ

LV v
2 s Cistationina

homocistina CGL/B6

cisteina-homocisteina v
CISTEINA 7—) ’ Y-glutamil-cisteina

H glutamato
\:( v glicina
Taurina  Sulfato
| GLUTATIONA (GSH)
(Y-glutamil-cisteinil-glicina)
5-CH3-THF: 5-metil hidrofol. BHMT: h isteina metil transfe depend de betaina; CBS/B6: cistationina-B-sint: dependi de B6;
CGL/B6: cistationina y-liase depend de B6; DMG: dimetil glicina; GCL/B6: gl isteina ligase dependi de B6; GNMT: glicina N-
il fe ; MAT: ionil de il ferase; 2 ionil i ; THF: drofol,

Figura 4. Metabolismo da Metionina (Transmetilacdo, Remetilacdo e Transsulfuragao).
Adaptado de Borges-Santos, 2007 [22].

A transsulfuracdo é sensivel ao equilibrio entre agentes pré-oxidativos e
antioxidantes no organismo, logo, o aumento do EO, principalmente de H,O,, estimula o
aumento da taxa de transsulfuragdo com concomitante reducdo de antioxidantes [15, 23,
24, 25].
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Estudos anteriores j& demonstraram a Hcy como fator de risco independente para
doencas cardiovasculares (DCVs) [26, 27, 28]. Se a Hcy é causa ou efeito ainda nao
esta claro. A Hcy pode estar elevada por disturbios genéticos, de carater autossémico
recessivo, com deficiéncia da enzima CBS (homocistinuria) [29, 30]. Do ponto de vista
nutricional, a hiperhomocisteinemia é decorrente de deficiéncias de vitamina B12
(cofator essencial) ou de &cido félico (cosubstrato) [31, 32]. A Hcy se acumula dentro de
células e fluidos corporais, até 5% da Hcy plasméatica encontra-se livre em sua forma
reduzida, enquanto que 70%-80% circulam ligados a proteina plasmaticas, dentre elas a
albumina [33, 34]. Como consequéncia disso, tem-se o comprometimento da sintese de
Cys, reduzindo sua biodisponibilidade [31, 32, 33, 34].

Na presenca de EO, € observado aumento da producgdo de H,O, O, * e HO-
como produtos da auto-oxidagdo da Hcy para dissulfetos de homocistina (dimero da
Hcy) e de cisteina-homocisteina (dissulfeto misto) na circulacdo sanguinea [33, 35, 36],
0 que confere efeitos citotoxicos ao endotélio vascular, estimulo para ativacdo da
cascata de coagulacdo e aumento da adeséo plaquetaria [33, 35, 36], além de estimulo
para oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) [36, 37].

Em 1888, J. de Rey-Pailhade descobriu a GSHt e a denominou como "philotion”
(amor e enxofre em grego) [38], foi considerada tdo importante com tantas fungdes vitais
a ponto de ser imaginada como substancia "origem da vida" [39]. Em 1921, Sir Frederick
Gowland Hopkins identificou que o "philotion" era um dipeptideo composto por Cys e
glutamato, Hopkins denominou a substancia como "glutationa” [40]. Mais tarde, em
1929, Hopkins prop6s que a GSHt € um tripeptideo formado por Cys, glutamato e glicina
[41]. A GSHt (y-glutamil-cisteinil-glicina) é sintetizada no citosol de todas as células de
mamiferos, possui um turnover constante e é altamente concentrada no tecido hepatico,
fazendo do figado o 6rgéo central neste fluxo dinamico [4, 42].

A GSHt esta presente na maioria das células e é o tiol mais abundante no meio
intracelular [43], também considerada multifuncional por estar presente em diversas
funcdes, como eliminacao de radicais livres, manutencéo do status de tiol das proteinas,
serve como reservatério para Cys, modulacdo de processos celulares envolvendo
sintese de DNA, atividade de receptores de neurotransmissores, homeostase do 6xido
nitrico (NO) e func&o imune [4, 44, 45]. E o principal antioxidante intracelular com maior
atividade de detoxificagdo de compostos toxicos enddgenos e exdgenos, convertendo-0s
em substancias hidrossolUveis de baixa reatividade e facilmente eliminadas, devido a

presenca do grupo tiol [5, 6, 46].
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No citosol, a GSHt tem papel redutor do H;O, na presenca de glutationa
peroxidase dependente de selénio (GPx) ou pela glutationa transferase [5, 6]. Enquanto
gue nos peroxissomos, pela acdo da catalase [46]. A GSHt é oxidada para forma de
glutationa oxidada (GSSG), que por sua vez, para evitar danos oxidativos, é reduzida a
glutationa reduzida (GSH) pela acéo da glutationa redutase (GSSG redutase) as custas
de fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH), formando um ciclo
redox [44, 45, 46] (Figura 5). Contudo, o EO quando muito acentuado pode superar a
capacidade antioxidante da célula de reduzir a GSSG a GSH, resultando no acumulo de
GSSG e esgotando a disponibilidade de GSHt [5, 6, 7, 45].

Considerando a relevancia do BR para fungbes fisiologicas do organismo e
resposta ao estresse, o Estado Redox (ER) pode ser representado pela razéo
GSH/GSSG [47]. GSH/GSSG tem sido empregada como indicativo de ER e utilizada em
inimeros estudos [48, 49, 50, 51, 52, 53]. Essa razdo no sentido de maiores
concentracbes de GSH e/ou menores de GSSG representa maior atividade antioxidante
(melhor ER). Por outro lado, no sentido de maior GSSG e/ou menor GSH representa um

estado pré-oxidativo elevado (ER comprometido) [47].

peroxissomo \

—> H,0+0,

catalase

__mitocéndria

H0,

H0,

2GSH NADP*
GPx/GST 6 ﬁdume
GSSG G5SG NADH
\ ROH+H,0 H,0 pg\‘P-ssc; J
111

GSSG

GSH: g iona; GSSG: g iona oxidada; GSSG redutase: gli iona oxidada redutase; GST: glutationa transferase;
GPx: glutationa peroxidase; H,0: agua; H,0,: perdxido de hidrogénio; NADPH: fosfato de dinucleotideo de adenina e
nicotinamida; P: proteina; P-SH: grupos sulfidrilo/grupo tiol; P-SSG: dissulfetos mistos; ROOH: hidroperéxidos
orgénicos.

Figura 5. Estado Redox e funcdo antioxidante da glutationa Adaptado de
Aquilano et al, 2014 [51].
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Obesidade

A obesidade é uma doenca cronica de origem multifatorial, sua prevaléncia
dobrou nos ultimos 40 anos em mais de 70 paises [54, 55, 56], ndo por acaso ja sendo
considerada uma pandemia [54, 55]. A obesidade representa importante fator de risco
para desfechos sistémicos, incluindo Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), Doenca Gordurosa
Hepatica Nao-Alcodlica (DGHNA), DCVs e céancer [57, 58]. Observa-se também a
presenca de problemas de salde considerados ndo fatais como apnéia do sono,
problemas respiratérios das via aéreas superiores, infertilidade e osteoartrite [59]. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define a obesidade a partir do indice de Massa
Corporal (quociente peso/estatura®) > 30 kg/m? enquanto que o sobrepeso como
IMC=25,0 a 29,9 [60].

O tecido adiposo ndo é apenas tecido de armazenamento de triacilgliceréis (TG);
estudos mostram que é um tecido metabolicamente ativo, sendo considerado 06rgao
endocrino, produzindo e secretando mediadores quimicos, denominados adipocinas,
atuando de forma autocrina, paracrina e endocrina [60, 61]. Os adipécitos hipertrofiados
apresentam menor quantidade de receptores para insulina e maior para receptores
adrenérgicos B-3, o que facilita a diapedese de mondécitos ao estroma adiposo visceral,
com producao de citocinas proé-inflamatorias, iniciando processo inflamatorio crénico de
baixo grau [62, 63]. Individuos obesos apresentam alteracdes nas concentracdes dessas
adipocinas com potencial efeito sisttmico no organismo, com aumento de proteinas de
fase aguda (proteina C-reativa e fibrinogénio), ativacdo macrofagocitaria [60, 61, 63], e
principalmente, quadro de resisténcia insulinica (RI) [60, 62, 63].

Uma das consequéncias da hipertrofia do adipdcito € a irrigacao insuficiente
levando a estado de hipOxia e, portanto, necrose celular [64, 65, 66]. Durante 0 processo
de fagocitose para eliminacdo dessas células, ocorre infiltracdo inflamatoria e aumento
de EROs, principalmente H,O, e peroxinitrito (ONOO-), que realizam oxidacdo de
lipidios (peroxidacao lipidica) e de glicose (glicacdo) [65, 66, 67].

Em individuos obesos, as defesas antioxidantes sdo menores quando
comparadas aos eutroficos. Verifica-se correlagdes inversas entre os antioxidantes
(GSH, GSH/GSSG e acido urico) e a adiposidade central (medidas de circunferéncia
abdominal) e correlagbes positivas entre as EROs e peroxidacdo lipidica
(malondialdeido: MDA) com a obesidade (IMC) [68, 69, 70]. Dentre as razdes para essa
menor defesa antioxidante nos obesos, podemos citar a baixa ingestao de alimentos

ricos em antioxidantes (frutas, hortalicas e legumes), uma vez que a adequacao
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alimentar consiste um fator importante para o bom funcionamento do sistema
antioxidante [68, 70, 71, 72]. Mesmo com a alimentacdo adequada, o obeso tende a
produzir maiores quantidades de EROS, logo necessitando de maior utilizagdo de
antioxidantes. A pratica regular de exercicio fisico contribui para respostas adaptativas
favoraveis a melhora do sistema de defesa antioxidante com estimulos de enzimas
antioxidantes e melhora do reparo ao dano oxidativo de baixo grau decorrente do
exercicio, entretanto, o hébito sedentario cada vez mais prevalente corrobora para
auséncia de respostas adaptativas do sistema de defesa decorrentes do exercicio [73,
74, 75].

O estresse inflamatério (EI) e o EO estdo interligados na obesidade. Alguns
fatores de transcricdo proé-inflamatéria (fator nuclear kappa B:NF-KB e proteina
ativadora-1:PA-1) sdo redox sensiveis, portanto, as EROs desencadeiam a liberacéao de
citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez aumentam a producdo de EROs [76, 77]. A
hiperadiposidade central corrobora para propagacdo de sinais pro-oxidativos-

inflamatorios, despenhando importante papel na fisiopatologia de desfechos sistémicos.

Doenca Gordurosa Hepéatica Nao-Alcodlica

Como consequéncia da hiperadiposidade central, aliada a disturbios metabdlicos
sistémicos, os adipdcitos atingem limites nado fisiologicos e tornam-se incapazes de
funcionar como armazenamento de energia na forma de triacilgicerol. Diante disso,
observa-se quadro de lipotoxicidade, onde essa gordura é patologicamente armazenada
em outros tecidos ndo armazenadores de gordura (tecidos ectépicos) como coracao,
musculo, péancreas e figado. O acumulo de gordura nas células do figado é
caracterizado como esteatose hepatica [78, 79, 80].

A DGHNA é determinada pela presenca de >5% de esteatose hepatica
(confirmada pela biépsia ou exames de imagem) ou a condicdo crénica de acumulo de
gordura no figado, na auséncia do consumo de alcool ou de medicamentos que
promovem esteatose (exemplos: tamoxifeno ou amiodarona), ou de doencas hepéaticas
(hepatite viral, hepatite autoimune, hemocromatose e Doenca de Wilson) [81, 82].

A prevaléncia de DGHNA é de até 32% na populacdo mundial adulta, com o
Brasil apresentando uma das taxas mais elevadas (30%) [83]. Os pacientes com
DGHNA tendem a ser obesos (75%), podendo apresentar concomitantemente quadros
de resisténcia insulinica (até 38%) ou DM2 (até 75%) [84]. A DGHNA esta presente em

mais de 90% dos obesos diabéticos [85]. Além disso, 60% dos pacientes que
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desenvolvem DGHNA possuem quadro de Sindrome Metabdlica (SM), com
hiperadiposidade central, Rl e dislipidemia como os componentes mais prevalentes [86].

A DGHNA pode ocorrer pelo desbalanco entre o afluxo de acidos graxos livres
(AGLs) provenientes da lipolise periférica com sua utilizacdo, na p-oxidacdo, ou
mobilizacdo para a circulacdo, na forma de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDLs) [87, 88]. O excesso de AGLs leva ao acumulo de TG e de metabdlitos dos
acidos graxos (diacilgicerol e ceramidas), que possuem propriedades pré-inflamatérias e
pré-apoptéticas em tecidos ectépicos, contribuindo para lipotoxicidade e lipoapoptose
celular [88, 89].

O aumento de EROs favorece a peroxidacdo lipidica acentuada levando a
inflamacéo e fibrogénese por meio da ativacdo de células estreladas [90, 91], além
disso, parece inibir a secrecdo de VLDLSs, corroborando para acumulo de TG hepatico.
Em grau mais avancado da DGHNA, a esteatohepatite nao-alcoolica (EHNA), a
disfuncdo mitocondrial estimula a lipoapoptose de hepatdécitos pela via das caspases,
particularmente, a caspase 9 iniciadora de apoptose decorrente de EO grave (disfuncao
mitocondrial) [91, 92]. Ao mesmo tempo, como consequéncia de lesdo hepatica cronica
associada ao acumulo de TG intra-hepatico, as células estreladas hepéticas passam por
processo de ativacdo com subsequente fagocitose de corpos apoptaticos [90, 92].

O EO é o principal mecanismo na patogénese da evolucdo da DGHNA para a
EHNA, e também da evolucdo da DGHNA para DCVs. A DGHNA aumenta em até 10
vezes o risco de mortalidade por DAC relacionado ao figado [93, 94, 95]. A DGHNA é

silenciosa e precede o quadro de SM [96].

Sindrome Metabolica

A SM, inicialmente denominada como "Sindrome X" ou "Sindrome da Resisténcia
Insulinica”, é uma constelacdo de fatores de risco cardiometabdlicos, contemplando
hiperadiposidade central, hiperglicemia de jejum, dislipidemia aterogénica (elevadas
concentragcbes de TG el/ou lipoproteina de alta densidade (HDL-c) reduzida) e
hipertensao arterial [97, 98, 99]. Esses fatores quando presentes em conjunto aumentam
em cinco vezes o risco para desenvolvimento de DM2 e dobram para DCV [100, 101].

O critério para diagndéstico da SM mais recente e utilizado na pratica clinica e em
pesquisas cientificas é descrito pela NCEP-ATP Il (National Cholesterol Education

Program-Adult Treatment Panel Ill, 2002) [102] atualizada pela American Heart
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Association (AHA) e National Heart Lung and Blood Institute (NHLBI). Essa atualizagéo é
descrita por Grundy et al, 2005 [103] (Tabela 1).
Tabela 1. Critérios para diagnostico da SM. Adaptado de Grundy et al, 2005 [103].

Componentes para diagnostico da Sindrome Metabolica segundo critérios da
NCEP-ATPIIl (Grundy et al., 2005)

Componentes Valores de Referéncia para Alteracao
Circunferéncia abdominal >88cm (2)e>102 cm ()
Glicose de jejum > 100 mg/dL
Triacilglicerol > 150 mg/dL
HDL-colesterol <50 mg/dL (9) e <40 mg/dL ()
Pressao arterial PAS > 130 mmHg e/ou PAD > 85 mmHg

PAS: pressao arterial sistdlica; PAD: pressdo arterial diastolica.

NCEP-ATPII: Third Report of the Mational Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel IIl.
Na presenca de 3 ou mais componentes alterados, considerar a presenga da Sindrome Metabdlica.

Excluindo a susceptibilidade metabdlica (fatores genéticos), componentes
comportamentais sdo determinantes para o desenvolvimento da SM. O atual estilo de
vida moderno, de ingestdo energética elevada e de ma qualidade associada ao
sedentarismo, contribui para balanco energético positivo e subsequente acumulo na
forma de adiposidade [104, 105].

A obesidade precede o surgimento de todos os demais componentes para
diagnostico da SM, sendo o componente mais prevalente, juntamente com a RI [106,
107]. Esta associada a inumeras comorbidades, incluindo RI, DM2, dislipidemia e
hipertensédo, cada uma delas sozinha ja aumenta o EO, resultando em maior consumo
de antioxidantes como a GSHt para neutralizacdo das EROs. No caso da SM, essas
comorbidades ocorrem simultaneamente, potencializando o EO e a inflamacéo sistémica
[108, 109].

Estudos tém observado menor ER, pela razdo GSH/GSSG, e quadro de
hiperhomocisteinemia na RI, o que corrobora para maior atividade pré-oxidativa [37, 69,
109]. A elevada producdo de EROs compromete a sensibilidade insulinica por varios
mecanismos. O EO ativa as cinases de sinalizacdo de estresse, dentre elas a JNK1 (c-
Jun N-terminal kinase), levando a fosforilacdo do IRS-1 (substrato do receptor de
insulina-1) em serina, interrompendo a via de sinalizac&o insulinica [110, 111, 112].
Alternativamente, a inflamacao croénica promovida pelo EO pode levar a RI, no qual fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) também podem desencadear a

fosforilacdo da IRS-1 em serina ao invés de tirosina [110, 111, 113].
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A desregulacao da sinalizacdo da insulina leva a alteracéo da via fosfatidilinositol
3-quinase(PI3K)/proteina quinase B (Akt) endotelial, portanto, reducdo de NO pelas
células endoteliais, reduzindo a vasodilatagdo e aumentando a pressdo arterial.
Adicionalmente, a ativacdo do sistema renina-angiotensina aumenta a expressao de
receptores corticéides minerais no rim com subsequente reabsor¢do de sédio e quadro
hipertensivo [114, 115].

A dislipidemia aterogénica é outro componente presente na SM. Existem trés
componentes na dislipidemia aterogénica: aumento das concentracdes de TG, tanto em
jejum quanto em estado pés-prandial, reducdo do HDL-c e particulas pequenas e
densas de LDL-c [116, 117, 118]. As HDL-c exercem diversas atividades
antiaterogénicas, sendo a principal no transporte reverso do colesterol [119, 120].
Adicionalmente, possui acdo anti-inflamatoria, antitrombotica, anti-apoptética e
antioxidante [121]. Esta ultima, carreando importantes enzimas como a paraoxonase
(PON), fator ativador de plaquetas acetilhidrolase (PAF-AH), lecitina e a ApoA-I [119,
121, 122]. ApoA-I inibe a oxidacdo de LDL-c pela remocao de lipidios oxidados [122,
123].

Apesar das concentracdes de LDL-c ndo estarem presentes nos critérios para
diagnostico da SM, inimeros estudos mostram sua presenca concomitante ao quadro de
hipertrigliceridemia e HDL-c baixo [121, 124, 125]. Como o metabolismo lipidico esta
interligado, é raro que sejam encontrados casos de SM com apenas um componente da
dislipidemia presente, e geralmente encontram-se atrelados a presenca de RI. A
hiperhomocisteinemia e marcadores plasmaticos de EO como o MDA correlacionaram-
se positivamente com RI e hipertrigliceridemia, e negativamente com o baixo HDL-c
[126, 127, 128, 129]. Apesar da escassez de estudos utilizando GSH/GSSG no estudo
da SM, a presenca de hiperhomocisteinemia ja indica menor biodisponibilidade de GSHt,

logo menor ER.
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Repercussfes da Sindrome Metabdlica: Diabetes Mellitus tipo 2 e Doencgas

Cardiovasculares

Diabetes Mellitus tipo 2

A SM aumenta em até cinco vezes o risco de desenvolvimento de DM2 [130,
131]. O DM2 é uma doencga crbnica caracterizada pelo aumento das concentracées
plasmaticas de glicose e, por vezes, associadas com ineficiéncia da atividade da insulina
(quadro de RI) [132]. O DM2 pode ser diagnosticada seguindo um dos seguintes
criterios: as concentracbes de glicose plasmatica com o0 paciente em jejum
(normoglicemia<100mg/dL; hiperglicemia/pré-diabetes: 100mg/dL a  125mg/dL;
DM2>126mg/dL), teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) (2 horas ap0s a sobrecarga
de glicose (75Q): resposta maior ou igual a 200mg/dL), concentracdes de hemoglobina
glicada (HbA1C) (HbA1C>6,5%) ou em pacientes com sintomas classicos de
hiperglicemia ou crise hiperglicémica (glicose aleatoria maior e igual a 200mg/dL) [133].

O quadro de hiperglicemia presente no DM2 favorece a auto-oxidacao de glicose
contribuindo para excessiva producdo de EROs, menor ER, aumento de produtos finais
de glicacdo avancada (AGEs) e de glicacdo de enzimas antioxidantes [134, 135].
Basicamente, a glicacdo consiste na fixacdo de um acucar redutor (ex.: glicose ou
frutose) ou um aldeido nos grupamentos amino-terminal de aminoacidos. Como
resultado dessa glicacdo, ocorre perda de propriedades e funcdes da estrutura alvo
como por exemplo as enzimas antioxidantes [135]. As principais enzimas antioxidantes
atingidas pela glicacdo sdo a superoxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD) que
catalisa a dismutacdo do O, * em H,0,, e a GPx responsavel pela reducdo dos
hidroperéxidos organicos e inorganicos [44, 46]. A formacdo dos AGEs pode ser
induzida pelas EROs decorrentes da auto-oxidacéo da glicose, ao mesmo tempo que ao
se ligar ao seu receptor: receptor de produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), pode
induzir a NADPH oxidase, logo, aumento intracelular de EROs [136].

Pacientes com SM e DM2 apresentam em comum, além do EO, um padréo
caracteristico de anormalidade: a dislipidemia aterogénica, que aumenta 0 risco para
DCVs [100, 116, 118].



30
Revisdo da Literatura

Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares continuam sendo a principal causa de morte no
mundo, aproximadamente 17,7 milhdes no ano de 2015 [130, 131]. A SM contempla
fatores de risco aterogénicos (hiperglicemia, hiperinsulinemia e dislipidemia) observados
ndo somente em diabéticos como também nas DCVs. A SM duplica o risco de
desenvolvimento de DCVs pelos préximos 5 a 10 anos [130, 131]. Além disso, individuos
com SM estdo mais propensos a sofrerem acidente vascular cerebral (2-4 vezes mais
riscos), infarto do miocardio (3-4 vezes mais riscos) e risco de mortalidade por DCVs (2
vezes mais risco), independente de histérico familiar ou historico pessoal prévio de
DCVs [130]. Uma das principais causas de mortalidade por DCVs é a aterosclerose,
caracterizada por lesdes na intima (ateromas ou placas fibroadiposas ou ateromatosas)
gue se projetam para o interior da luz do vaso, obstruindo o lumen vascular e
enfraguecendo a meédia subjacente [137]. As placas ateromatosas sdao causadas por
alteragbes moleculares induzidas por citocinas, horménios, fatores de crescimento e
EROs, esta ultima com interacdo com disfuncao endotelial, lesées no endotélio vascular
e comprometimento da funcao plaquetaria [114, 115, 137].

Um dos Tio-Redox, a Hcy, quando em elevadas concentracdes
(hiperhomocisteinemia), induz inativacdo oxidativa do 6xido nitrico endotelial, em parte
pela inibicAo da expressdo da GPx. A Hcy consome o NO por processo indireto
envolvendo o O, * e a conversdo de NO a ONOO . O NO em conjuncdo com tiols e
radicais de oxigénio pode gerar nitrotirosina e nitroarginina, esta Ultima compete com o
substrato L-arginina utilizada para geracdo de NO via Oxido nitritco sintase [138, 139].
Como resultado, ocorre toxicidade e disfuncdo de células endoteliais, perda de células
endoteliais por apoptose, agravamento do EO e reducdo de NO associada a
hiperhomocisteinemia [138, 140, 141].

Enquanto que o figado normalmente contém todas as enzimas metabdlicas para a
metabolizacdo da Hcy (remetilacédo e transsulfuracéo), nas células vasculares é limitada
somente a remetilacdo. Dessa forma, o endotélio vascular se torna vulneravel a
biodisponibilidade da Hcy, contribuindo para menor formacédo de GSH e surgimento de
EO [142, 143, 144].
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Consideracg®es finais

Varios sdo os fatores que influenciam a patogénese da SM, mas o EO é o que
esta envolvido em todo o curso da SM. A obesidade e a hiperadiposidade central sdo
distarbios metabdlicos que contribuem para propagacao inicial do EO. Os mecanismos
envolvidos no El, Rl e na DGHNA, que junto com a obesidade e hiperadiposidade
central sdo anormalidades que precedem a SM, possuem o EO como agente agravante
desses quadros. Quando analisamos a SM, os fatores de risco cardiometabdlicos
envolvidos apresentam o EO como o principal mecanismo fisiopatoldgico. O EO é um
fator em comum para quase todos os fatores de risco para desenvolvimento do DM2 e
DCVs.

Dada a presenca do EO nas anormalidades envolvendo a SM, os Tio-Redox
desempenham papel essencial para o melhor entendimento e compreensdo desses
disturbios metabdlicos. A hiperhomocisteinemia é fator de risco independente para DCVs
justamente devido ao EO, além de ser fator limitante para Cys e GSHt, este ultimo um
potente antioxidante endogeno e que permite a possibilidade de célculo do ER pela
razdo GSH/GSSG. Os Tio-Redox podem ser biomarcadores fisiopatologicamente
relevantes que refletem o estado pro-oxidativo e antioxidante das anormalidades

presentes no curso da SM.
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Resumo
Introducdo: A Sindrome Metabdlica(SM) constitui conjunto de fatores de risco
cardiometabolicos como hiperadiposidade abdominal, resisténcia insulinica(RI),
dislipidemia aterogénica e hipertensdo arterial, desencadeados por fatores genéticos e
ambientais. A SM ¢é fator de risco para Diabetes Mellitus tipo 2(DM2) e doencas
cardiovasculares(DCVs). Como mecanismo basico, a fisiopatologia dos componentes da
SM apresenta o estado pré-inflamatoério(El) e o estresse oxidativo(EO) com importante
participacdo. Nesse sentido, os Tio-Redox: homocisteina(Hcy), cisteina(Cys) e
glutationa(GSH), que possuem grupos sulfidrii em sua estrutura, sSdo essenciais para
manutencdo do balanco redox em diversas fun¢des celulares e, principalmente, como
mecanismo de resposta ao estresse oxidativo. Objetivo: avaliar a participacdo Tio-Redox
no curso da SM em ingressantes de programa para mudanca do estilo de vida(MEV).
Materiais e Métodos: Foram estudados 203 ingressantes (mediana:50,3 anos de idade e
68% mulheres) em MEV "Mexa-Se Pro-saude”. Os participantes passaram por avaliacoes
clinicas, de pressao arterial, composicdo corporal, qualidade da dieta e analises
bioquimicas. O nivel de significancia considerado foi p<0,05. Resultados: Na presente
amostra estudada, 70,5% dos individuos estavam acima do peso(sobrepeso e obeso),
60,1% com RI(DM2:17,2%), 70,9% com inflamacdo sistémica, 59,6% com doenca
gordurosa hepatica néo-alcodlica(DGHNA), 61,1% com SM, 32,1% de alto risco de indice
Aterogénico Plasmatico (IAP) e 20,2% de elevado risco de DAC. Foi observada na
obesidade, obesidade abdominal e El maior EO e menor estado redox(ER). A RI
apresentou somente maiores concentracdes de Hcy. A DGHNA, SM, DM2, alto risco de
IAP e elevado risco de DAC apresentaram mesmo padrdo redox, com elevadas
concentragfes de indicadores pro-oxidativos e menores de ER. Na ordenacéo decrescente

da correlacdo entre as variaveis continuas do ER com as co-varidveis diagnosticadas das
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anormalidades metabdlicas verifica-se que a anormalidade mais associada a alteracédo
redox foi o risco de DAC e, a menor associacao foi observada com RI, El e obesidade. No
geral, as correlagbes foram mais elevadas para os indicadores do EO do que para o0s
antioxidantes. Considerando a magnitude de valores, houve tendéncia crescente da
obesidade até a obesidade abdominal, com aumento na DGHNA, SM e DM2, seguida de
platd ate IAP e o topo com o risco de DAC. Conclusdo: O EO esta presente no curso da
SM e é onipresente em diversas fungdes celulares e mecanismos de combate ao estresse.
Os Tio-Redox, destaque para GSHt, apresentaram importante papel nas atividades pro-
oxidativas e antioxidantes. E importante manter concentragdes 6timas dos Tio-Redox para
um melhor ER diante do EO que se agrava na presenca da SM e contribui para o
desenvolvimento de DM2 e DCVs.

Palavras-chave: Sindrome Metabdlica, estresse oxidativo, tio-redox, glutationa,

homocisteina
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Abstract
Introduction: Metabolic Syndrome (MetS) is a set of cardiometabolic risk factors such as
abdominal hyperadiposity, insulin resistance (IR), atherogenic dyslipidemia and arterial
hypertension, triggered by genetic and environmental factors. MetS is a risk factor for
type 2 diabetes mellitus (t2DM) and cardiovascular disease(CVD). As a basic
mechanism, the pathophysiology of MetS components presents proinflammatory state
(IS) and oxidative stress (OS) with important participation. In this sense, the Thiol-Redox:
homocysteine(Hcy), cysteine(Cys) and glutathione(GSH), which have sulfhydryl groups in
their structure, are essential for the maintenance of redox balance in various cellular
functions, as a mechanism of response to OS. Objective: to evaluate the thiol-redox
participation in the course of MetS in participants to the lifestyle modification
program(LSMP). Methods: A total of 203 participants (median: 50.3 years of age and
68% of women) entered the "Move For Health" LSMP. Participants underwent clinical
evaluations, blood pressure, body composition, diet quality and biochemical analyzes.
The significance level considered was p <0.05. Results: In the present sample, 70.5% of
the individuals were overweight (overweight and obese), 60.1% with IR (t2DM: 17.2%),
70.9% with systemic inflammation, 59.6% with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
61.1% with MetS, 32.1% with high risk of Atherogenic Plasma Index(API) and 20.2% with
high risk for coronary heart disease risk (CHDrisk). It was observed in obesity, abdominal
obesity and IS greater OS and lower redox state (RS). IR showed only higher
concentrations of Hcy. The NAFLD, MetS, t2DM, high risk of API and high risk for
CHDrisk presented the same redox pattern, with high concentrations of pro-oxidative and
lower RS indicators. In decreasing order of correlation between the continuous variables
of the RS and the co-variables diagnosed of the metabolic abnormalities, it was verified

that the abnormality most associated with redox alteration was the CHDrisk, and the
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lower association was observed with IR, IS and obesity. In general, correlations were
higher for OS than for antioxidants. Considering the magnitude of values, there was an
increasing tendency of obesity to abdominal obesity, with increase in NAFLD, MetS and
t2DM, followed by plateau to PAI and the top with the CHDrisk. Conclusion: OS is
present in the course of MetS and is ubiquitous in several cellular functions and
mechanisms to combat stress. The Thiol-Redox, mainly GSH, presented important role in
the pro-oxidative and antioxidant activities. It is important to maintain optimum
concentrations of Thio-Redox for a better redox balance before OS that is aggravated in
the presence of MetS and contributes to the development of t2DM and CVD.

Key-words: Metabolic Syndrome, oxidative stress, thiol-redox, homocysteine,
glutathione
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INTRODUCAO

A Sindrome Metabdlica (SM) é um conjunto de mdaltiplas anormalidades
metabdlicas, que contempla a presenca de obesidade central, resisténcia insulinica (RI),
dislipidemia e hipertenséo [1, 2]. Portadores desta sindrome apresentam maior risco
para Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e doencgas cardiovasculares (DCVs) [3].

A hipétese plausivel do curso da SM e sua patogénese levanta o estilo de vida
moderno (ambiente obesogénico de habitos sedentarios e inadequacao alimentar) como
estimulo para o acumulo de lipidios em tecidos e 6rgéos [4, 5]. O excesso de lipidios no
tecido adiposo é chamado de obesidade, sendo a hiperadiposidade central mais
citotbxica com desfechos pré-oxidativos e pré-inflamatérios sistémicos [6], 0 que pode
favorecer o acumulo de lipidios nos demais tecidos como musculo esquelético e
cardiaco, pancreas e figado, neste caso sendo denominado de adiposidade ectopica [7,
8]. Esse excesso adiposo contribui para RI pela liberacdo aumentada de acidos graxos
livres (AGLS) e citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral-a (TNF-a)), além de
diminuicdo de producao de adiponectina (sensibilizador de insulina) [9].

A adiposidade ectopica pode resultar em disfuncdo do musculo cardiaco e de
células beta pancreaticas, e quando localizada no figado (esteatose hepatica) traz
complicagbes ao metabolismo hepatico podendo resultar em Doenca Gordurosa
Hepatica N&ao-Alcodlica (DGHNA) [10]. A hiperglicemia de jejum e dislipidemia
aterogénica presentes na DGHNA também sdo observadas na SM, esta Ultima
apresentando além dessas alteracfes, a presenca de hiperadiposidade central e niveis
pressoricos elevados [11, 12, 13, 14].

O estresse oxidativo (EO) desempenha importante papel na patogénese da SM e
de varias doencas cronicas ndo-transmissiveis (DCNTs), dentre elas: obesidade,
DGHNA, DM2, DCV e cancer [1, 5]. Apesar de outros componentes especificos serem
relevantes no desenvolvimento de cada doenca, os estudos tém mostrado presenca de
espécies reativas de oxigénio (EROs) no desenvolvimento, progressao e exacerbacéo
da SM e das DCNTs [16, 17, 18]. O EO pode ser definido como desequilibrio entre a
producdo de EROs e o sistema de defesa antioxidante. Isso pode ocorrer na condi¢ao
em que o sistema de defesa antioxidante é ineficiente em neutralizar as EROs, devido a
sua formacao excessiva e/ou 0 esgotamento do sistema de defesa [17].

A homocisteina (Hcy) € um produto metabdlito intermediario do metabolismo da

metionina (Met). Uma vez a metionina sendo demetilada, a producdo de Hcy se faz
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importante por fornecer o enxofre para formacao de cistationina e posterior Cys, utilizada
para sintese de glutationa total (GSHt) que é um potente antioxidante endégeno e
desempenha importante papel na capacidade antioxidante do organismo [18]. A
hiperhomocisteinemia surgiu como marcador de risco independente para DCVs e
compromete a via da transsulfuragéo no sentido do EO [19, 20].

Hcy, Cys e GSHt podem ser denominados por aminotidis ou Tio-Redox. Esse
termo refere-se ao grupo funcional tiol ou sufidril (-SH; S: enxofre, H: hidrogénio)
encontrado em sua estrutura quimica [21]. Isso possibilita sua oxidacdo por agentes
oxidantes resultando em dissulfetos, que por sua vez ao sofrerem reducao resultam em
tidis [22, 23]. Os compostos tio-redox parecem ter importante papel no balanco redox
(BR) e no EO.

Como o EO consiste em quadro importante no curso da SM, e os Tio-Redox
participam ativamente do BR, o objetivo do presente trabalho foi correlacionar as
concentragdes de Tio-Redox com a SM e comorbidades em ingressantes de programa

para mudanca do estilo de vida (MEV).
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MATERIAIS E METODOS

Desenho do Estudo

Foi realizado estudo transversal, retrospectivo e descritivo em ingressantes do

programa de MEV denominado “Mexa-Se Pré-Saude” no periodo de 2004 a 2006. O
"Mexa-Se Pré-Saude" é um estudo de coorte e longitudinal que vem sendo conduzido
em Botucatu-SP, desde 1991, realizado por profissionais do Centro de Metabolismo em
Exercicio e Nutricdo (CeMENutri), vinculado ao Departamento de Saude Puablica da
Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP). O "Mexa-Se Pré6-Saude" consiste da pratica regular de exercicio fisico e
aconselhamento nutricional. Os participantes foram adultos (acima de 35 anos de idade),
de ambos os sexos, que voluntariamente procuraram o "Mexa-Se Pro-Saude" por
demanda espontanea ou por recomendacdo médica com intuito de prevencdo ou
mudanca de comportamento. Como critérios de exclusdo: individuos com consumo
excessivo ou crébnico de bebidas alcodlicas (homens>21bebidas/semana e
mulheres>14bebidas/semana), presenca de doencas hepéticas (ex.: hepatite viral
cronica, hepatite auto-imune, hemocromatose e Doenca de Wilson) ou uso de farmacos
indutores de esteatose (amiodarona e tamoxifeno) [24].
No ato da inscricédo, todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido conforme a Resolucéo 466/2012 do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina de Botucatu, que aprovou o presente estudo (n° 2.205.517/
CAAE:67008717.9.0000.5411) (anexo 1).

Inicialmente, o MEV teve 282 ingressantes no periodo de 2004 a 2006. Desse, 11
participantes com consumo excessivo ou crébnico de bebidas alcodlicas
(homens>21bebidas/semana e mulheres>14bebidas/semana) [24], 19 participantes
foram excluidos por ndo possuirem todos 0os componentes para diagnéstico da SM e 49
por ndo terem as concentracdes de Hcy, Cys e GSHt. Totalizando ao final da selecéo,

203 participantes, 65 homens e 138 mulheres (Figura 1).
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282 ingressantes ao “Mexa-Se Pro-
Saide” no periodo de 2004 a 2006

11 participantes excluidos por alto
consumo de bebidas alcoolicas

19 participantes excluidos por nao
possuirem todos os componentes
para diagnoéstico da Sindrome
Metabdlica

49 participantes excluidos por nio
possuirem dosagens de
homocisteina, cisteina e glutationa

Total de participantes
n=203
(3=65 e 2=138)

Figura 1. Fluxograma da selecdo amostral.

Triagem

Foi realizada anamnese clinica com obtencdo de dados a respeito de historico
pessoal e familiar para doencas cronicas nao-transmissiveis (obesidade, DM2,
hipertensdo, osteoporose e DCVs), bem como uso de medicamentos e possiveis
limitacdes osteo-articulares que limitassem a pratica regular de exercicio fisico [25].

Por meio do Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ versdo 8 -
forma longa) [26, 27], foram obtidos o nivel de atividade fisica e dados sécioeconémicos
e demograficos (género, idade, estado civil, estado de saude, renda familiar e nivel de
escolaridade, tabagismo). O nivel de atividade fisica foi considerado como recomendado
guando maior e igual a 150 minutos por semana [27].

A afericho da pressdo arterial foi determinada pelo método auscultatorio,
utilizando esfigmomandémetro anerodide (devidamente calibrado) e estetoscépio, como

recomendado pela IV Diretriz Brasileira de Hipertenséao [28].

Avaliacdo da composicéo corporal

O peso corporal (kg) foi medido em balanca antropométrica em plataforma
(Filizola®, Brasil), com graduacdo de 100gramas, capacidade de 150kg e precisdo de
0,1kg. A estatura (m) foi medida em estadibmetro portatii (SECA®) com precisdao de

0,1cm. O peso corporal e a estatura foram utilizada para o célculo do indice de Massa
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Corporal (IMC). O IMC foi calculado pela seguinte razdo: peso corporal/estatura?,
seguindo o critérios de classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [29] para
a classificacao quanto a Obesidade. A circunferéncia abdominal (CA) foi mensurada com
auxilio de fita métrica inelastica de 2,00m de extensdo e precisdo de 0,1cm no ponto
médio entre a Ultima costela e a crista iliaca, possibilitando a estimacdo da adiposidade
abdominal. Foi utilizada a NCEP-ATPIII [43] e atualizada por Grundy et al em 2005 [44]

para classificacdo da CA alterada quanto a SM e a Obesidade Abdominal.

Avaliacao da qualidade da dieta

A ingestdo alimentar dos participantes foi obtida por meio de recordatério de 24
horas [30, 31, 32], sendo 3 recordatérios de 2 dias habituais e ndo consecutivos da
semana e 1 dia do final de semana. A dieta habitual foi documentada por profissional
capacitado da area e as informagdes obtidas processadas pelo programa de analise
nutricional Nutwin (Nutwin®, Support Program for Nutrition, ver 1.5, UNIFESP, 2002).
Para determinacao da qualidade da dieta com base no consumo dos grupos alimentares
recomendado pela Piramide Alimentar Brasileira [33, 34], os dados a respeito da
ingestao alimentar foram convertidos em por¢des de acordo com o conteudo energético
e grupo alimentar e avaliados para o indice de Alimentacdo Saudavel (IAS). O IAS foi

considerado como inadequado quando abaixo de 100 pontos (IAS<100pontos) [34, 35].

Coleta sanguinea e analises laboratoriais gerais

Foram coletadas amostras sanguineas por puncdo venosa a vacuo dos
participantes apos jejum noturno (8-10horas). Os tubos sanguineos passaram por 10
minutos de centrifugacdo a 4000 rpm com posterior separacdo de aliquotas de soro e
plasma para dosagem de indicadores bioquimicos, bem como o armazenamento de 2
mL de soro e 2mL de plasma em freezer -80° C para posterior dosagem dos Tio-Redox
(Hcy, Cys e GSHt) e indicadores de estresse oxidativo e inflamatorio.

As dosagens de concentracfes séricas de triacilglicerol (TG), colesterol total(CT),
HDL-c (lipoproteina de alta densidade), glicose de jejum, gama-glutamiltranspeptidase
(y-GT) e acido urico foram realizadas pelo método de quimica seca (Vitros 5600®,
Jonhson & Jonhson®, Ortho Clinical Diagnostic, Raritran, NJ, USA).
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Resisténcia Insulinica

A concentracdo sérica de insulina de jejum foi mensurada pelo método de
qguimioluminescéncia (Immulite 2000 XPi®, Siemens Healthcare Diagnostic, Marburg,
Alemanha). A partir da concentracdo sérica de glicose e de insulina de jejum foi
determinada a RI por meio de Modelo de Avaliacdo de Homeostase da Resisténcia
Insulinica (HOMA-IR: Homeostasis Model Assessment-Insulin Resistance) [36]. A

presenca de estado de RI foi considerada quando HOMA-IR maior e igual a 3,5.

Diabetes Mellitus tipo 2

A classificagdo para o DM2 foi de acordo com a American Diabetes Association,
2018 [37]. A presenca de DM2 foi considerada quando concentragdes de glicose foram
maiores e igual a 126 mg/dL [37].

Estresse Inflamatorio

As concentracbes de proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us) foram
determinadas pelo método de ensaio ultra-sensivel imuno-nefelométrico (Siemens
Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemanha). Foram adotadas concentracdes acima ou

igual a 0,3 mg/dL como valor de referéncia para o El [38].

Malondialdeido

Foi mensurada a concentracéo plasmatica de malondialdeido (MDA) pelo método
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC: High Performance Liquid
Chromatography, Sistema LC10A®, Shimadzu, Japéo). O MDA né&o possui valores de
referéncia para normalidade, logo, por distribuicdo percentilar para a presente amostra,
considerou-se maior ou igual ao percentil 75 (p75>0,70) como concentracdes
plasmaticas de MDA considerados como alterados.

As amostras foram incubadas (100uL) com &cido tiobarbittrico (200uL de TBA a
42mmol/L) e acido orto-fosforico (700uL a 1%) durante 60 minutos em temperatura de
100°C. Em seguida, a amostra passou por desproteinizacdo com hidroxido de sodio
(2mmol/L) e metanol (NaOH:MetOH; 1:1), e centrifugacdo (5 minutos a 3000 rpm).
Filtrou-se 50uL do sobrenadante e injetado em coluna octadecilsilica ODS-2 da Waters®
(150x4,6mm, 5um). Foi utilizada fase mével isocratica de tampao fosfato (10mmol/L,
pH:6,8) e metanol para HPLC (60:40 v/v). A deteccao fluorimétrica foi realizada a 527nm
de excitacdo e 551nm de emisséo [39, 40].
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Glutationa total, oxidada e reduzida

Pelo método de cromatografia liquida de alto desempenho (High Performance
Liquid Chromatography, Sistema LC10A®, Shimadzu, Japao) foram mensuradas as
concentracfes de GSHt, GSSG. Foi mensurada as concentracdes plasmaticas de GSSG
como indicador representativo de estado pré-oxidativo. Enquanto que para a capacidade
antioxidante, foi mensurada a GSHt e o posterior calculo da glutationa reduzida (GSH =
GSHt-GSSG). O ER foi obtido por meio da razdo GSH:GSSG [41].

No momento da coleta sanguinea, a amostra coletada foi previamente bloqueada
com NEM (n-etilmaleimida) para possibilitar a quantificacdo da GSSG. Apds incubacéo
com DTT (ditiotreitol) a 4°C durante 5 minutos, a aliquota de plasma foi desproteinizada
com acido perclorico (25mL/L) e o sobrenadante armazenado para analise. Para andlise,
a amostra foi derivatizada com OPA (o-ftalaldeido) e injetada em coluna ODS-2
(150x4,6mm;3um). Foi utilizada fase movel constituida de tampdo propionato
(0,021mol/L;pH6,5) e acetonitrila (95:5, v/v) eluindo a fluxo de 1mL/min. O detector de

fluorescéncia foi selecionado em 340nm de excitagao e 420nm de emisséo [42].

Homocisteina e Cisteina

Pelo método de cromatografia liquida de alto desempenho (High Performance
Liquid Chromatography, Sistema LC10A®, Shimadzu, Japdo) foram mensuradas as
concentracfes plasmaticas de Hcy e Cys.

Para determinacdo dos niveis de Hcy e Cys, o plasma foi incubado com tri-n-
butilfosfina a 10% em TBP (dimetilformamida) a 4°C durante 30 minutos. Apdés
desproteinizacdo com &cido tricloroacético a 10%, o sobrenadante foi incubado com
SBD-F (7-flurobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonato) a 60°C durante 60 minutos. Uma
aliquota da amostra foi injetada em coluna ODS-2 (150x4,6mm;5um) acoplada a uma
pré-coluna, ambas as colunas da Waters (Waters® Corporation, Milford, MA-USA) e
eluida isocraticamente em tampao fosfato (0,1mol/L;pH:2,1) contendo 4% de acetonitrila
a um fluxo de 2mL/min. O detector de fluorescéncia foi selecionado em 385nmm de
emisséao (Ubbink et al, 19 [43].
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indice de Gordura Hepatica
Foi utilizado o IGH [44] para verificar o risco e presenca de DGHNA. Esse indice
utilizou os seguintes parametros para calculo: IMC, CA, y-GT e TG (Figura 2).

IGH = (0953 loge (TG)+0,139*IMC+0,718*loge(y-GT)+0,053*CA-15,745,

(1+0:953%10ge(TG)+0,130*IMC+0,718* loge(y-GT)+0,053*CA-15,745)x ¢

Figura 2. Equacdao para calculo do IGH. Adaptado de Bedogni et
al, 2006 [44].
O IGH < 60 representou auséncia ou teor toleravel de gordura hepéatica, enquanto
qgue IGH > 60 representou teor de gordura hepatica que indique risco ou presenca de
DGHNA [44].

indice Aterogénico Plasmatico

Foi calculado o indice Aterogénico Plasmatico (IAP) pelo célculo do logaritmo de
TG divido por HDL-c: log(TG/HDL-c) [45]. O IAP é um marcador para prever o risco de
aterosclerose e doenca arterial coronariana (DAC). Valores abaixo de 0,11 representam

baixo risco, 0,11 a 0,21: risco médio, >0,21: alto risco [45].

Escore de Risco de Framingham

O Escore de Risco de Framingham (EF) mede o risco de uma pessoa falecer de
DCVs, apresentar angina ou infarto do miocardio nos proximos 10 anos [45, 46]. O EF é
expresso em pontos e utiliza as seguintes variaveis para calculo: idade (em anos),
género(feminino/masculino), tabagismo (sim/ndo), concentracbes de CT e HDL-c,
pressao arterial sistélica e DM2 (sim/ndo). A partir da pontuacdo obtida pelo EF é
possivel calcular o percentual de risco para DAC nos préximos 10 anos. Abaixo de 10%
representa baixo risco, 10%-20% representa risco médio e acima de 20% representa
alto risco [46, 47].
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Diagnoéstico da Sindrome Metabolica

Para o diagndstico da SM foi utilizado o critério descrito pela National Cholesterol
Education Program-Adult Treatment Panel 1l (NCEP-ATP Ill) [48] e atualizado por
Grundy et al em 2005 [49]. O diagndstico de presenca de Sindrome Metabdlica ocorre
na presenca de 3 ou mais componentes alterados (Tabela 1).
Tabela 1. Critério para diagndéstico da SM. Adaptado de Grundy et al, 2005 [49].

Componentes para diagnodstico da Sindrome Metabodlica segundo critérios da
NCEP-ATPIIl (Grundy etal., 2005)

Componentes Valores de Referéncia para Alteracao
Circunferéncia abdominal >88cm (%) e>102 cm ()
Glicose de jejum > 100 mg/dL
Triacilglicerol > 150 mg/dL
HDL-colesterol <50 mg/dL (2) e <40 mg/dL ()
Pressao arterial PAS > 130 mmHg e/ou PAD > 85 mmHg

PAS: pressio arterial sistélica; PAD: pressio arterial diastolica.
MNCEP-ATPII: Third Report of the National Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel lll.
Na presenga de 3 ou mais componentes alterados, considerar a presenga da Sindrome Metabolica.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram computados em software Microsoft Excel e devidamente
classificados quanto a alterado/normal, presenca/auséncia, adequacado/inadequacao
baixo/médio/alto risco ou recomendado/ndo recomendado, seguida de posterior analise
estatistica. Foi realizado teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicao
(paramétrico/ndo paramétrico) dos dados analisados. Dados categoricos foram
representados em numero (quantidade) e porcentagem, enquanto que dados continuos
expressos por mediana (minimo-maximo). Para comparacfes multiplas entre grupos
independentes (>2 grupos: baixo, médio e alto risco) foi realizado teste de andlise de
variancia de Kruskal-Wallis, seguido de post hoc de Dunn. Para comparacdes entre
apenas dois grupos independentes foi utilizado teste U de Mann-Whitney. Foi realizado
teste de Correlacdo de Spearman para correlacionar indicadores pro-oxidativos e
antioxidantes com as seguintes anormalidades: Obesidade, Obesidade Abdominal, Rl,
El, DGHNA, SM, DM2, IAP e Risco de DAC. As analises foram realizadas em software
STATISTICA ver.12.0. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).



53
Artigo Cientifico - Resultados

RESULTADOS

A amostra populacional estudada encontrava-se entre 35 a 72 anos de idade
(mediana=50,3), com 62,6% acima de 60 anos e 68% de mulheres. A maioria era
casados, com Ensino Fundamental completo, vivendo com renda familiar abaixo de 5
salarios minimos. Embora com 76,4% relatando estado de saude como regular-bom,
92,1% da amostra mostrou alimentacéo inadequada e 47,8% com atividade fisica abaixo
do recomendado (Tabela 2).

O percentual da amostra acima do peso foi 70,5%, sendo 39% obesos e 31,9%
sobrepeso, sendo 60,1% com resisténcia insulinica (DM2:17,2%), 70,9% com
inflamagé&o sistémica, 59,6% com DHGNA e 61,1% com SM. A prevaléncia de alto risco
pelo IAP e pelo Risco de DAC foi 32,1% e 20,2%, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracterizagdo da amostra: demogréafica, sécioecondmica, antropométrica,
qualidade da dieta, nivel de atividade fisica, DGHNA, DM2, SM, Aterogénese (1AP) e Risco

de DAC.

Parametros

n(%) ou mediana(min-méax)

Idade (anos)

50,3 (35,0 - 72,0)

<60 anos de idade 76 (37,4)

>60 anos de idade 127 (62,6)
Género

Feminino 138 (68,0)

Masculino 65 (32,0)
Estado Civil

Casados 174 (85,7)

Nao-casados 29 (14,3)
Nivel de escolaridade

Fundamental Incompleto 11 (5,5)

Fundamental Completo 94 (46,3)

Ensino Médio Completo 63 (31,0)

Ensino Superior Completo 35 (17,2)
Renda salarial (salario minimo)

<5s.m. 134 (66,0)

>5s.m. 69 (43,0)
Estado de Saude

Ruim 48 (23,6)

Regular 112 (55,2)

Bom 43 (21,2)
Tabagismo 17 (8,4)
IAS - inadequado (<100 pontos) 187 (92,1)
Nivel de atividade fisica (min/sem) 678,3 (75,0-4.350,7)
Nivel de atividade fisica recomendado 106 (52,2)
IMC (kg/m?)

Eutroéfico (<24,9) 60 (29,5)

Sobrepeso (25,0-29,9) 64 (31,5)

Obeso (>30,0) 79 (39,0)
CA alterada (¢>88cm;3>102cm) 104 (51,2)
Indice de Gordura Hepatica (IGH>60) 121 (59,6)
Diabetes Mellitus tipo 2 (>126mg/dL) 35 (17,2)
Sindrome Metabélica 124 (61,1)
Indice Aterogénico Plasmaético (I1AP)

Baixo Risco (<0,11) 87 (42,8)

Moderado Risco (0,11-0,21) 51 (25,1)

Elevado Risco (>0,21) 65 (32,1)
Risco de DAC

Baixo Risco (<10%) 104 (51,2)

Moderado Risco (10%-20%) 58 (28,6)

Elevado Risco (>20%) 41 (20,2)

Idade e nivel de atividade fisica expressos em mediana(minimo-maximo). As demais variaveis expressas em quantidade(porcentagem).
s.m.:salario minimo. kg: quilogramas. m: metros (altura). min/sem: minutos por semana. IMC: indice de Massa Corporal.

1AS:indice de Alimentacdo Saudavel. CA: circunferéncia abdominal. Sindrome Metab6lica: >3 componentes alterados.

indice de Gordura Hepatica:IGH. IGH>60:risco ou presenga de DGHNA. DGHNA:Doenca Gordurosa Hepatica N&o-Alcodlica.

DAC: Doenga Arterial Coronariana.
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Tabela 3. Indicadores pré-oxidativos e antioxidantes de acordo com as anormalidades: Obesidade, Obesidade Abdominal, RI, El e DGHNA.

"n" total da amostra=203

Pro-Oxidativos

Antioxidantes

Prevaléncias MDA umol/L) GSSG(umol/L) Hcy(umoliL) Acido Uricomg/dL) GSH/GSSG  GSHt(umol/L) Cys(umol/L)
Anormalidades n(%) mediana(min-max)  mediana(min-méx)  mediana(min-max) mediana(min-max) medi;r;igmin- mediana(min-max) mediana(min-max)
Obesidade
Presengagmc>30,0 kg/m?) 7990 0,89 (0,66-1,38)* 0,71 (0,5-1,4)* 12,7 (7,1-23,1)* 4,3(2,0-8,5) 7,8 (6,7-8,8)* 7,6 (5,1-9,6)* 353,8 (156,8-621,5)
Auseéncia(mc<3o,0 kg/m? 124610  0,57(0,14-1,02) 0,61 (0,4-1,0) 9,0 (3,8-15,4) 4,4 (1,9-7,4) 9,0(7,0-11,9) 9,1(6,7-11,4)  408,9 (133,1-580,4)
valor de p 0,02 0,04 0,04 0,71 0,04 0,04 0,24
Obesidade Abdominal
Presencga(oca>sgem; dca>102cm)  104(512) 0,87 (0,70-1,38)* 0,72 (0,5-1,4)* 13,0 (8,0 - 23,1)* 4,7 (2,3-8,5) 7,8(6,7-9,00* 7,5(5,1-9,2)*  359,9 (140,2-594,1)
AuSENciapCca<ssem; JCA<I02cm) 99 (48,8) 0,51 (0,14-0,90) 0,58 (0,4-0,8) 9,1 (3,8-14,0) 4,5(1,9-7,1) 9,2(7,2-11,9) 9,3(7,0-11,4)  395,6 (133,1-621,5)
valor de p 0,02 0,03 0,03 0,59 0,03 0,03 0,31
Resisténcia Insulinica
Presencga(HoMA-IR>3,5) 122 (60,1) 0,65 (0,21-1,38) 0,66 (0,4-1,4) 12,8 (8,1-23,1)* 4,8 (1,9-8,0) 8,2(6,7-11,9) 8,4(51-11,2) 418,1(133,1-621,5)
Auséncia(HoMA-IR<3,5) 81(39,9) 0,47 (0,14-0,83) 0,62 (0,4-1,0) 8,8 (3,8-15,7) 5,2 (3,4-8,5) 9,3(7,2-11,1) 9,2(7,1-11,4)  423,7 (147,8-617,9)
valor de p 0,05 0,09 0,03 0,1 0,07 0,06 0,43
Estresse Inflamatdrio
Presenca(Pcr-us>0,30mg/dL) 147090 0,68 (0,28-1,38)* 0,66 (0,5-1,4) 13,0 (8,3-18,2)* 4,9(1,9-7,3) 8,0 (6,7-11,0) 7,8(5,1-10,6)* 384,1(133,1-621,5)
AuSsEncia(Pcr-us<0,30mg/dL) 59 (29,1) 0,42 (0,14-0,93) 0,65 (0,4-1,1) 8,3 (3,8-14,8) 5,4 (3,0-8,5) 9,1(7,2-11,9) 9,7 (8,8-11,4)  425,4 (200,6-600,8)
valor de p 0,04 0,12 0,03 0,09 0,06 0,03 0,09
DGHNA
PresencagcHs>60) 121(596) 0,76 (0,35-1,38)* 0,76 (0,4-1,4)* 14,7 (9,6-23,1)* 3,0(1,9-4,7)* 7,5(6,7-8,8)* 6,2 (5,1-7,5* 302,2(133,1-512,8)*
Auséncia(cH<60) 82 (40,4) 0,46 (0,14-0,87) 0,63 (0,4-0,8) 9,0 (3,8-15,9) 5,0 (3,2-8,5) 9,6 (7,5-11,9) 8,8(6,2-11,4) 401,6 (182,6-621,5)
valor de p 0,01 0,04 0,001 0,02 0,02 0,02 0,04

MDA: malondialdeido. GSHit: glutationa total. GSSG: glutationa oxidada. GSH: glutationa reduzida. GSH/GSSG: estado redox. Cys: cisteina. Hcy: Homocistefna. IMC: indice de Massa Corporal. CA: Circunferéncia Abdominal.

HOMA-IR:Modelo de Avaliacdo da Homeostase-Resisténcia Insulinica. IGH: indice de Gordura Hepética. IGH>60: risco ou presenca de Doenga Gordurosa Hepatica Ndo-Alcodlica.
DGHNA: Doenca Gordurosa Hepética Ndo-Alcodlica. RI: Resisténcia Insulinica. El: Estresse Inflamatdrio.
*: representa diferenca estatistica entre "Presenca” e "Auséncia” dentro de cada grupo (grupos: Obesidade; Obesidade Abdominal; Resisténcia Insulinica; DGHNA). Diferenca estatistica quando p<0,05.
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Na Tabela 3, os individuos quando classificados para Obesidade por meio do IMC
(auséncia/presenca), o grupo Presenca apresentou maiores concentragdes plasmaticas
de MDA (p=0,02), GSSG (p=0,04) e Hcy (p=0,04), e menor concentracdo de GSHt
(p=0,04) e menor ER (p=0,03). No caso da Obesidade Abdominal, na sua Presenca,
foram observadas maiores concentragcbes de MDA (p=0,02), GSSG (p=0,03) e Hcy
(p=0,03), e menor concentragcédo de GSHt (p=0,03) e menor ER (p=0,03).

Verificou-se que individuos com RI (glicotoxicidade) apresentaram maiores
concentragcbes de Hcy (Tabela 3). Observam-se maiores concentracdes de MDA
(p=0,04) e Hcy (p=0,03), além de menores concentracbes de GSHt (p=0,03) nos
individuos com EI (PCR-us>0,3mg/dL) (Tabela 3). Os participantes do grupo com
DGHNA (IGH>60) apresentaram maiores concentracbes de MDA (p=0,01), GSSG
(p=0,04) e Hcy (p=0,001). Enquanto que as concentracdes de acido urico (p=0,02),
GSHt (p=0,02) e Cys (p=0,04), bem como o ER (p=0,02), foram menores nesse grupo
guando comparados ao outro (Tabela 3).



Tabela 4. Indicadores pré-oxidativos e antioxidantes de acordo com as anormalidades: SM, DM2, IAP e Risco de DAC.
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"n" total da amostra=203

Pré-oxidativos

Antioxidantes

Prevaléncias MDA umol/L) GSSG(umol/L) Hcy(umoliL) Acido Urico(mg/dL) GSH/GSSG GSHt(umol/L) Cys(umol/L)
Anormalidades n(%) mediana(min-max) mediana(min-max) mediana(min-max) mediana(min-max) mediana(min-max) mediana(min-max) mediana(m in-méx)
Sindrome Metabdlica
Presenga(>3componentes) ~ 124(61,1) 0,79 (0,32-1,38)* 0,77 (0,5-1,4)* 14,2 (9,2-23,1)* 3,1(1,9-6,6)* 7,9 (6,7-9,6)* 6,4 (5,1-8,0)* 307,9 (133,1-431,6)*
Auséncia(<3componentes)  79(389 0,45 (0,14-0,83) 0,62 (0,4-0,9) 8,8 (3,8-12,9) 5,2 (2,3-8,5) 9,5(7,2-11,9) 8,7 (5,8-11,4) 415,3 (200,0-621,5)
valor de p 0,01 0,04 0,01 0,03 0,04 0,02 0,03
DM 2
Presenca(>126mg/dL) s@r2  0,80(0,66-1,38)* 0,80 (0,4-1,4)* 14,8 (9,8-23,1)* 3,9 (1,9-5,2) 7,2 (6,7-8,9)* 6,4 (5,0-7,9)* 310,2 (133,1-416.7)*
Auséncia(<126mg/dL) 168 (82,2) 0,42 (0,14-0,75) 0,63 (0,4-0,8) 8,5 (3,8-13,2) 4,3 (3,5-8,5) 9,8 (7,5-11,9) 8,8 (6,0-11,4) 400,3 (201,8-621,5)
valor de p 0,001 0,03 0,001 0,31 0,02 0,02 0,04
IAP
Baixo Risco(<0,11) s7(428  0,59(0,14-0,78)®  0,65(0,4-0,8)*  7,1(3,8-15,2)° 4,7 (3,9-8,5) 9,5(7,0-11,00* 8,9 (6,6-11,4)% 411,2 (253,4-589,7)
Médio Risco(0,11a021) s1(251  0,65(0,35-0,93)® 0,70 (0,4-0,9)* 8,0 (4,6-17,0)° 4,5 (3,5-6,8) 9,2(7,3-11,9)*  7,5(5,8-10,2)% 402,0 (195,5-621,5)
Alto Risco(>0,21) 6532 0,99 (0,69-1,38)® 0,90 (0,6-1,4)° 16,3 (10,3-23,1)" 3,8(1,9-5,9) 7,0(6,7-8,4)° 6,2 (5,1-9,3)" 328,3 (133,1-600,9)
valor de p:Alto vs Baixo 0,0001 0,001 0,0001 0,07 0,02 0,001 0,08
valor de p:Alto vs Médio 0,001 0,01 0,001 0,08 0,03 0,03 0,08
valor de p:Baixo vs Médio 0,35 0,29 0,24 0,34 0,41 0,16 0,39
Risco de DAC
Baixo Risco (<10%) 04612 0,41 (0,14-0,80)*  0,71(0,4-0,9)%  8,3(3,8-16,1)% 4,4 (3,7-6,1) 9,0(7,2-11,9)* 8,2 (6,0-11,4)® 453,7 (233,8-621,5)°
Médio Risco (10 a 20%) 58 (28,6) 0,52 (0,24-0,79)a 0,70 (0,4—1,0)a 8,5 (4,3-15,4) a 4,4 (3,2-8,5) 8,7 (7,2-10,7) a 8,0 (5,4-10,2) a 418,8 (214,9-585,4)a
Alto Risco (>20%) a2  0,83(0,56-1,38)° 0,80 (0,5-1,4)° 16,0 (9,9-23,1)° 3,6 (1,9-4,9) 7,5 (6,7-9,3)" 7,0 (5,1-9,9)° 313,6 (133,1-492,8)°
valor de p:Alto vs Baixo 0,0001 0,001 0,0001 0,07 0,02 0,02 0,04
valor de p:Alto vs Médio 0,001 0,001 0,0001 0,07 0,03 0,02 0,04
valor de p:Baixo vs Médio 0,51 0,67 0,48 0,6 0,54 0,63 0,29

MDA: malondialdeido. GSHt: glutationa total. GSSG: glutationa oxidada. GSH: glutationa reduzida. GSH/GSSG: estado redox. Cys: cisteina. Hcy: Homocisteina. IMC: indice de Massa Corporal. CA: Circunferéncia Abdominal.

IAP: indice Aterogénico Plasmético. IAP=log(TG)/log(HDL-c). TG: triacilglicerol/trigliceridios. HDL-c: lipoproteina de alta densidade. log: logaritmo. DAC: Doenga Arterial Coronariana. Sindrome Metabélica: SM. DM2: Diabetes Mellitus tipo 2.
*: representa diferenca estatistica entre “Presenca” e "Auséncia” dentro de cada grupo (grupos: SM e DMZ2). Diferentes letras representam diferenca estatistica entre os grupos (grupos: IAP e Risco de DAC). Diferenca estatistica quando p<0,05.
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Na Tabela 4, individuos com SM apresentaram maiores valores de MDA (p=0,01),
GSSG (p=0,04) e a Hcy (p=0,01), bem como menores de acido urico (p=0,03), GSHt
(p=0,02) e Cys (p=0,03) e ER (p=0,04). Quando separados pela DM2, foi observado na
sua presenca maiores concentracbes de MDA (p=0,001), GSSG (p=0,03) e Hcy
(p=0,001), além disso, menores concentracbes de GSHt (p=0,02) e Cys (p=0,04), bem
como menor ER (p=0,02) (Tabela 4).

Classificando os individuos quanto ao IAP, o alto risco apresentou maiores
concentracfes de MDA (alto vs baixo:p=0,0001; alto vs médio:p=0,001), GSSG (alto vs
baixo:p=0,001; alto vs médio:p=0,01) e Hcy (alto vs baixo:p=0,0001; alto vs
médio:p=0,001). Além disso, o alto risco apresentou menor concentracdo de GSHt (alto
vs baixo:p=0,001; alto vs médio:p=0,03) e menor ER (alto vs baixo:p=0,02; alto vs
médio:p=0,03) (Tabela 4).

No caso do Risco de DAC, foi observado maiores concentra¢des de MDA (alto vs
baixo:p=0,0001; alto vs médio:p=0,001), GSSG (alto vs baixo:p=0,001; alto vs
médio:p=0,01) e Hcy (alto vs baixo:p=0,0001; alto vs médio:p=0,0001), bem como
menores concentracdes de GSHt (alto vs baixo:p=0,02; alto vs médio:p=0,02) e Cys (alto
vs baixo:p=0,04; alto vs médio:p=0,04), além de menor ER (alto vs baixo:p=0,02; alto vs
médio:p=0,03)(Tabela4).
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DAC: Doenga Arterial Coronariana; 1AP: Indice Aterogénico Plasméatico; DM2: Diabetes Mellitus Tipo 2; SM: Sindrome Metabdlica;
DGHMA: Doenga Gordurosa Hepatica M3o-Alcoolica. GSH: glutationa reduzida. GSH/GS5G: Estado Redox. *: p<0,05.

Figura 3. Correlacdes entre os indicadores pré-oxidativos/antioxidantes e anormalidades (DAC, IAP, DM2, SM,
DGHNA, Estresse Inflamatdrio, Resisténcia Insulinica, Obesidade Abdominal e Obesidade).
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Na Figura 3 foi observada correlagbes positivas de indicadores pro-oxidativos
(Hcy, MDA e GSSG) com as seguintes condicdes: Obesidade, Obesidade Abdominal, Rl,
El, DGHNA, SM, DM2, IAP e Risco de DAC. Por outro lado, foi observado correlagbes
negativas com os indicadores com atividade antioxidante(GSH/GSSG, GSHt, Cys e &cido
arico) para as mesmas condi¢des citadas. Na ordenacgéo decrescente da correlagdo entre
as variaveis continuas do ER com as co-varidveis diagnosticadas das anormalidades
metabdlicas verifica-se que a anormalidade mais associada a alteracdo redox foi o risco
de DAC e, a menor associacdo foi observada com RI, El e obesidade. No geral, as
correlacbes foram mais elevadas para os indicadores do EO do que para os
antioxidantes. Considerando a magnitude de valores do coeficiente de correlagdo(valor de
r) dos pro-oxidativos, houve tendéncia crescente da obesidade até a obesidade
abdominal, com aumento na DGHNA, SM e DM2, seguida de platé até IAP e o topo do
EO com o] rsco de DAC.
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DISCUSSAO

O presente estudo € um dos primeiros estudos a abordar os Tio-Redox e sua
participagao no curso da SM. Nossos achados mostraram significativo EO concomitante a
reducéo da capacidade antioxidante nas anormalidades que precedem a SM (obesidade,
obesidade abdominal, El, Rl e DGHNA). A SM apresentou EO de maior magnitude e
reducdes mais significativas da capacidade antioxidante em relacdo as anormalidades
gue o precede. A DM2, IAP e Risco de DAC apresentaram grave EO e reducbes mais
drasticas da capacidade antioxidante. As andlises dos valores de r do indicadores pr6-
oxidativos e antioxidantes, por meio das correlagdes, mostraram as diferentes magnitudes
do EO e da queda antioxidante nas anormalidades estudadas.

O tecido adiposo € um importante mediador da inflamacéao e do estresse oxidativo,
contribuindo para propagacéo de sinais pro-oxidativos na forma de EROs e de sinais pro-
inflamatorios na forma de citocinas pro-inflamatorias [50]. A propagacéo desses sinais, ou
seja, expressao e secrecdo, aumentam proporcionalmente de acordo com a adiposidade
presente [51, 52]. As concentracfes plasmaticas de MDA e GSSG estavam aumentadas
nos individuos obesos no presente estudo. As EROs sdo altamente reativas e atacam
praticamente todos os tipos celulares. O impacto mais deletério do EO € a peroxidacao
lipidica, que tem sido implicada na patogénese de numerosas doencas [53, 54, 55]. Os
lipidios de membrana contém &cidos graxos insaturados que sao sensiveis ao EO e a
peroxidacdo do lipidios de membrana [56]. Os radicais hidroxila (HO+) reagem com os
lipidios ndo saturados das membranas e, também com lipidios circulantes, resultando na
geracao de radicais peroxido lipidico (ROQe¢), hidroperdxido lipidico (ROOH) e produtos da
peroxidacdo como o MDA [57, 58, 59]. O MDA, produto da peroxidacéo lipidica (oxidagcéo
de lipidios de membrana (fosfolipidios) e circulantes(lipoproteinas)), € comumente
utilizado como biomarcador do EO em estudos das DCNTSs [55, 56, 58, 59].

Na presenca da obesidade o EO se mostrou elevado. Estudos tém mostrados
relacdo inversa entre 0 ER (GSH/GSSG) e a obesidade, tanto em criancas quanto em
adultos e idosos [60, 61, 62]. Inclusive, tem sido observado defesa antioxidante reduzida
em obesos quando comparados aos eutroficos [63, 64, 65]. A hiperhomocisteinemia
esteve presente na obesidade e representou fator limitante da biodisponibilidade de Cys e
por consequéncia, menor formagcdo de GSHt [66, 67, 68]. A menor formacdo de GSHt

associada a obesidade, que ja apresenta elevacdo dos niveis de indicadores pro-
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oxidativos (GSSG e MDA), contribuiram para aumento do EO e reducédo do ER, o que é
observado em outros estudos [66, 67, 68].

O HOMA-IR é uma alternativa para avaliacdo da RI, principalmente por ser rapido,
de baixo custo, facilmente aplicavel na pratica clinica e em estudos epidemioldgicos [36].
A andlise do HOMA-IR permite avaliagdo da sensibilidade insulinica, podendo caracterizar
a fisiopatologia em individuos com intolerancia a glicose [69, 70]. Os pacientes quando
separados de acordo com o HOMA-IR, ndo apresentaram diferencas quanto ao estado
pré-oxidante e antioxidante. Por outro lado, a hiperhomocisteinemia foi significante nos
insulinicos resistentes (HOMA>3,5). O mesmo foi observado em outros estudos, que
mostraram individuos com RI ou DM2 com maiores niveis de Hcy [71, 72, 73, 74].

A hiperhomocisteinemia estad associada a inflamacéo [72, 75, 76, 77]. Nossos
achados encontraram hiperhomocisteinemia e menor formagdo de GSHt em individuos
com niveis alterados de PCR-us (>0,3mg/dL). A Hcy aumenta a expressao da proteina
guimioatratora de mondcitos (MCP-1) pela ativacdo do NF-KB (fator nuclear kappa B) [78,
79], promove a producdo de citocinas pro-inflamatérias e facilita a infiltracdo de
macrofagos [79, 80, 81].

O IGH [44] possui validagdo com ultrassom em pacientes com e sem suspeita de
DGHNA em estudos ocidentais e orientais, de coortes e longitudinais [44, 82, 83, 84, 85,
86]. Apresenta 87% de sensibilidade e 86% de especificidade [44], portanto, excelente
algoritmo clinico para diagnéstico de DGHNA. Os pacientes com IGH>60 apresentaram
elevados niveis de pro-oxidantes (MDA e GSSG) ao mesmo tempo que menores niveis
de &cido urico (antioxidante natural) e do ER (GSH/GSSG). Kumar et al. [87] observaram
gue pacientes com DGHNA apresentavam maiores concentracfes de MDA, menores
concentracfes de GSHt e menor ER em comparacgéo a individuos voluntarios saudaveis
(eutrdéficos, sem historico familiar para DM2 e auséncia de DGHNA). Outros estudos
mostraram maiores niveis de GSSG, menores niveis de GSHt e reduzido ER em
pacientes com DGHNA quando comparados a pacientes sem DGHNA[88, 89, 90, 91]

Em pacientes com DGHNA, a RI apresenta-se como fator inicial para a doenca.
Além da capacidade de promover lipogénese hepatica, também esta envolvida no
desenvolvimento do EO, contribuindo para os elevados niveis de EROs [92]. O figado é o
principal 6rgdo atacado por EROs [93]. As células parenquimatosas sao as primeiras a
sofrerem lesdes decorrentes do EO no figado. A mitocbndria, microssomas e
peroxissomas nas células parenquimatosas podem estimular maior produgdo de EROs,

regulando o receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPARa), que esta



63
Artigo Cientifico - Discussdo

relacionado a expressao do gene para oxidacdo de acidos graxos no figado [94, 95, 96].
Ademais, as células de Kupffer e células estreladas hepaticas sdo mais expostas e
sensiveis as EROs. As células de Kupffer podem produzir, induzidas pelo EO, citocinas
pré-inflamatérias (ex.: TNF-a), aumentando a inflamagao e apoptose de hepatdcitos [94,
95]. Enquanto que a proliferacéo e sintese de colageno das células estreladas hepaticas é
desencadeada pela peroxidacao lipidica decorrente do EO [94, 95, 96].

Foi encontrada na SM a presenca de EO e menor capacidade antioxidante quando
comparado aos individuos sem SM. Adicionalmente, analisando as concentragfes de
indicadores pré-oxidativos (MDA e Hcy) e antioxidantes (GSHt), a SM apresentou maior
grau de magnitude de EO quando comparados a anormalidades que o precede, isso pode
ser observado pelos valores de correlacdo (r) desses indicadores na anormalidades
(Figura 3). A hiperadiposidade central, Rl e dislipidemia sao fatores de risco
cardiometabolicos presentes na SM. Cada um deles possui participacédo no EO e reducao
da capacidade antioxidante, por isso, o0 grau mais elevado de EO e capacidade
antioxidante menor [97, 98]. N&do existem ainda estudos avaliando indicadores pro-
oxidativos e antioxidantes nas diferentes anormalidades de forma conjunta, mas de fato
0os estudos com SM apresentam EO mais grave (MDA e GSSG) e menor capacidade
antioxidante (GSHt) quando verificado as concentracdes dos indicadores estudados, isso
se deve ao efeito sinérgico dos fatores de risco cardiometabdlicos presentes na SM [55,
59, 60, 61, 62, 99-103].

A literatura cientifica carece de dados a respeito da GSH/GSSG na SM em
humanos. A GSHt é oxidada para forma de GSSG, que por sua vez, para evitar danos
oxidativos, € reduzida a GSH, pela acdo da glutationa redutase as custas de fosfato de
dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH), formando um ciclo redox [17, 18].
Contudo, o EO quando muito acentuado pode superar a capacidade antioxidante celular
de reduzir a GSSG a GSH, resultando em acumulo de GSSG e esgotando a
disponibilidade de GSHt [18]. A GSH/GSSG ¢é frequentemente usada em outras
anormalidades como indicador de ER celular, importante para preservar a funcionalidade
correta das funcbes vitais e neutralizar as EROs, e € a principal razdo redox que
determina a capacidade antioxidante das células [104, 105]. Os estudos tém mostrado
menor razdo GSH/GSSG em anormalidades como obesidade, esteatose hepética e
dislipidemia [106, 107, 108].

O risco de desenvolvimento de DM2 aumenta em até 5 vezes em individuos que

apresentam SM [109, 110]. Nossos achados encontraram EO e queda da capacidade
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antioxidante na DM2 muito similar a SM. A magnitude dos pro-oxidativos e da queda dos
antioxidantes foi semelhante a encontrada na SM (Figura 3). As elevadas concentracdes
de glicose presente na DM2 favorece a auto-oxidagdo da glicose gerando producao
excessiva de EROs, que corrobora para o aumento de indicadores pré-oxidativos [111,
112]. Concomitante, a auto-oxidacdo de glicose também leva ao aumento de produtos
finais da glicacdo (AGEs) e a glicagao de enzimas antioxidantes. As AGEs ao se ligarem
aos seus receptores: receptor de produtos finais de glicagdo avancada (RAGE) podem
induzir o aumento de EROs via NADPH oxidase [113]. Enquanto que a glicacdo de
enzimas antioxidantes inativa propriedades e funcbes de enzimas, dentre elas,
principalmente a glutationa peroxidase (GPx), responsavel pela neutralizacdo dos
hidroperdxidos organicos e inorganicos [112]. Concentracfes elevadas de GSSG e
reduzidas de GSHt foram observadas em estudos envolvendo pacientes com DM2 [113-
117], indicando perda de eficiéncia da GPx. Outros estudos com DM2 utilizaram, além das
concentracfes de GSSG e GSHt, a GSH/GSSG, e foi observado menor ER nesses
pacientes em relagdo aos normoglicémicos [119, 120].

A magnitude pro-oxidativa atingiu seu apice no alto risco de DAC, enquanto que a
gueda antioxidante se manteve presente, mas na mesa magnitude que a SM(Figura 3). A
SM duplica o risco de desenvolvimento de DCVs pelos proximos 5 a 10 anos [108, 109]. A
hiperhomocisteinemia € fator de risco independente para DCVs [121, 122, 123]. Na
condicao de hiperhomocisteinemia, ocorre o consumo de oxido nitrico (NO) pela Hcy por
processo indireto envolvendo EROs, por consequéncia, tem-se a formacdo de
nitroarginina, que compete com o substrato L-arginina necessaria para geracao de NO via
oxido nitrico sintase, resultando em toxicidade, agravamento do EO e disfuncéo endotelial
[124, 125, 126]. Alguns estudos in vitro [127, 128] e um estudo com humanos [129]
observaram hiperhomocisteinemia associada com disfuncdo endotelial e menores
concentracfes de GSHit.

Outro fator para o risco para DCVs é que as células vasculares ndo possuem todas
as enzimas metabodlicas para metabolizacdo da Hcy (limitada somente a remetilacéo),
logo, a Hcy estd susceptivel a sofrer auto-oxidacdo para dissulfetos de homocistina,
resultando em aumento de EROs e potencializacdo do EO, com reducédo na formacao de
GSHt [130, 131, 132]. Soma-se a esse quadro o alto consumo de GSHt na tentativa de
neutralizar as EROs decorrentes da auto-oxidagdo. Isso € observado em outros estudos
com DCVs em pacientes com SM, onde a hiperhomocisteinemia esteve acompanhada de
baixas concentracdes de GSHt e menor ER [133, 134, 135].
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LimitagOes do estudo

Trata-se de estudo transversal (momento Unico), em momento de ingresso ao
"Mexa-Se Pro-Saude", logo, ndo se pode ainda tirar conclusdes definitivas quanto a causa
e efeito, sendo necessarios estudos longitudinais que avaliem o efeito de MEV sobre os
EO, El e os Tio-Redox nas anormalidades estudadas.

CONCLUSAO

O EO esta presente em todo o curso da SM, ora iniciador, ora agravador das
anormalidades estudadas. O EO é onipresente em diversas funcdes celulares e
mecanismos de combate ao estresse.

Os Tio-Redox, particularmente a GSHt, desempenham papel essencial no curso
da SM. A GSHt é considerada, ndo por acaso, 0 antioxidante endégeno mais potente. O
fator de risco para DCVs desempenhado pela Hcy possui importante participacdo de
EROs e da queda do sistema antioxidante (GSHt). Adicionalmente, Hcy e Cys sao
fatores limitantes para GSHt. Os elevados riscos de DM2 e DCVs possuem o EO e a
reducdo da capacidade antioxidante como fator de agravamento da SM.

O estado pré-oxidativo aumenta consideravelmente conforme a gravidade da
anormalidade, principalmente na SM, DM2 e DCVs, que possuem grau de estresse mais
elevado. Os antioxidantes estdo reduzidos em todas as anormalidades, mas com
menores diferencas entre elas. A atividade pré-oxidativa nessas anormalidades séo
maiores, logo, é necessario melhor biodisponibilidade dos Tio-Redox para melhor ER. A
utilizacdo dos Tio-Redox como biomarcadores do BR merece consideracdo em futuros

estudos a respeito do curso da SM e outras anormalidades.
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Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 18/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 879158 pdf 19:13:32
Outros biorrepositorio_Hugo_Kano.docx 18/07/2017 |HUGO TADASHI Aceito

19:13:11 | KANG
Projeto Detalhado / | Hugo_Tadashi_Kano_Projeto_de_Mestr| 12/07/2017 |HUGO TADASHI Aceito
Brochura ado_Patologia doc 17:44:27 |KANO
{Investigador
TCLE / Termos de | TCLE_Hugo_Tadashi_Kano.docx 120772017 |HUGO TADASHI Aceito
Assentimento / 15:31:25 |KANO
Justificativa de
Auséncia
Outros 721_Hugo_Tadashi_Kano.pdf 11/04/2017 |HUGO TADASHI Aceito
09:35:31 | KANO
Folha de Rosto Plataforma_Brasil_721_Hugo_Tadashi_ | 11/04/2017 |HUGO TADASHI Aceito
Kano.pdf 09:16:52 | KANO
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

Enderego: Chacara Butignolli . sin

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.818-870
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3330-1808 E-mail: capellup@fmb.unesp br
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Contnuagdo o Parecer 2205517

BOTUCATU, O7 de Agosto de 2017

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli . s/in
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-870
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone: [14)3330-1508 E-mail: capellup@fmb.unesp br
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