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RESUMO

Introducdo: sindrome metabdlica (SM) é definida como um conjunto de
anormalidades aterotromboticas e inflamatoérias. Seus portadores apresentam
predisposicdo aumentada a morbi-mortalidade por doencas cardiovasculares (DCV)
e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Diversos biomarcadores inflamatorios, do
metabolismo lipidico, oxidativo e isquémico, ligados a fisiopatologia da SM tém sido
investigados. Recentes estudos sugerem que a albumina modificada pela isquemia
(IMA) € um biomarcador de isquémia e que seus niveis elevados representam uma
possivel indicacdo de disfuncdo microvascular em pacientes com SM. Objetivo:
investigar a associacdo de marcadores lipidicos, oxidativos e inflamatérios
potencialmente associados a processos isquémicos em pacientes com sindrome
metabdlica. Material e métodos: estudo prospectivo, do tipo caso-controle, onde
foram incluidos 32 (30,2%) individuos saudaveis (grupo controle — C) e 74 (69,8%)
individuos com SM (grupo caso — SM). Os individuos com SM foram recrutados no
ambulatério de risco cardiometabdlico do Servico de Cardiologia do Hospital Sao
Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul e os saudaveis
foram recrutados na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM - alunos,
funcionarios e professores). O critério diagndstico de SM utilizado foi o NCEP-ATPIII.
Glicose, colesterol total (CT), HDL e triglicerideos (TG) foram determinados por
método enzimatico colorimétrico (Ortho-clinical Diagnostics); LDL foi determinada
pela equacao de Friedwald; Proteina C ultra Sensivel (PCR-us) foi determinada por
nefelometria, autoanticorpo anti-LDL-oxidada (anti-OxLDL) e LDL oxidada (OxLDL)
foram determinadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA); IMA foi mensurada por
ensaio colorimétrico com cobalto. Resultados: a amostra incluiu 34 homens e 72
mulheres. A média de idade do grupo C foi 55,248,8 anos e do grupo SM 57,648,3
anos (p=0,142). O grupo SM apresentou maior IMC (32,6+6,1 kg/m?, p=0,0001),
pressdo arterial sistélica (147+26,8 mmHg, p=0,001), pressao arterial diastolica
(85,9£15,9 mmHg, p=0,01), glicose (133,7+68,7 mg/dL, p=0,001), CT (204458,1
mg/dL, p=0,001), LDL (114,4+49,5 mg/dL, p=0,001), TG (214,94/34,8 mg/dL,
p=0,001) em comparacdo com o grupo C. Niveis de IMA, PCR-us, IL-6, OxLDL e
anti-OxLDL foram significativamente mais elevados (0,618+0,1355, p=0,0001;
1,7240,964, p=0,0001; 53,20+14,52, p=0,0001; 0,662+0,461, p=0,001;
27,822+17,010, p=0,001) respectivamente no grupo SM, em relacédo ao grupo C. A
analise multivariada mostrou associacdo entre niveis elevados de IMA e SM e esta
foi independente de sexo, idade DM2 e hipercolesterolemia (p=0,0405). Concluséo:
no presente estudo, observou-se associagcdo entre IMA, biomarcadores
inflamatorios, do metabolismo lipidico e oxidativo com SM, indicando que esses
individuos portadores de SM estdo mais propensos a desencadearem processos
aterotromboticos. Estudos adicionais envolvendo interacdes genéticas e ambientais
em pacientes com SM podem contribuir para elucidarmos o potencial papel clinico
da IMA, para que se torne um preditor de eventos aterotrombadticos, com vistas a
diminuicdo da morbi-mortalidade cardiovascular.

Palavras-chave: Sindrome Metabdlica, Fatores de Risco Cardiometabdlicos,
Albumina Modificada pela Isquemia (IMA), Biomarcadores Aterotromboticos.



ABSTRACT

Introduction: metabolic syndrome (MS) is defined as a set of atherothrombotic and
inflammatory abnormalities. These patients are predisposed to increased morbidity
and mortality from cardiovascular disease (CVD) and type 2 diabetes mellitus (DM2).
Several inflammatory biomarkers of lipid metabolism-related oxidative and ischemic
pathophysiology of MS have been investigated. Recent studies suggest that
ischemia modified albumin (IMA) is a biomarker of ischemia and that its levels are a
possible indication of microvascular dysfunction in patients with MS. Objective: to
investigate the association between these lipids, oxidatives and inflammatory
processes potentially associated with ischemic in patients with MS. Material and
methods: prospective, case-control study that included 32 (30.2%) healthy subjects
(control - C) and 74 (69.8%) subjects with MS (case group - MS). Individuals with MS
were recruited at cardiometabolic risk center of Cardiology Service, Hospital Sao
Lucas da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul and the healthy
were recruited from the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM - students, staff
and teachers). The diagnostic criteria of MS was used NCEP-ATPIIIl. Glucose, total
cholesterol (TC), HDL and triglycerides (TG) were determined by enzymatic
colorimetric method (Ortho-Clinical Diagnostics), LDL was determined by the
Friedewald equation; ultra C-sensitive protein (CRP) was measured by nephelometry,
autoantibody anti-oxidized LDL (anti -oxLDL) and oxidized LDL (oxLDL) were
determined by ELISA; IMA was measured by colorimetric assay with cobalt. Results:
The sample included 34 men and 72 women. The average age of group C was 55.2
*+ 8.8 years and the MS group 57.6 + 8.3 years (p = 0.142). The MS group had a
higher BMI (32.6 £ 6.1 kg/m2, p = 0.0001), systolic blood pressure (147 = 26.8
mmHg, p = 0.001), diastolic blood pressure (85.9 £ 15.9 mmHg, p = 0.01), glucose
(133.7 £ 68.7 mg/dL, p=0.001), TC (204 + 58.1 mg/dL, p=0.001), LDL (114.4 £ 49.5
mg/dL, p=0.001), TG (214.9 +/ 34.8 mg/dL, p=0001 ) compared with C group. IMA
levels, CRP, IL-6, oxLDL and anti-oxLDL were significantly higher (0.618 + 0.1355,
p=0.0001; 1.72 + 0964, p=0.0001; 53.20 £ 14.52, p=0.0001; 0662 + 0461, p= 0.001;
27,822 + 17,010, p=0.001) respectively in MS group, compared to C group.
Multivariate analysis showed an association between elevated levels of IMA and MS
and this was independent of sex, age, DM2 and hypercholesterolemia (p=0,0405).
Conclusion: This study reports an association between IMA, inflammatory
biomarkers of oxidative and lipid metabolism with MS, indicating that those
individuals with MS are more likely to trigger the atherothrombotic events. Additional
studies involving genetic and environmental interactions in patients with MS can help
to elucidate the potential clinical role of the IMA, to become a predictor of
atherothrombotic events, aiming to reduce the morbidity and mortality by CVD.

Key-words: Metabolic Syndrome, Cardiometabolic Risk Factors, Ischemia-Modified
Albumin (IMA), Atherothrombotic Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

Ha duas décadas a discussdo sobre o desencadeamento de doencas
cronicas nao-transmissiveis (DCNT) tem se concentrado em torno do aparato
genético-metabdlico e estilo de vida de cada individuo ou de uma populacdo. Tal
discusséo e estudos cientificos a ela relacionados sdo de grande relevancia em nivel
de saude publica, uma vez que as doencas cardiovasculares (DCV) representam a
principal causa de morbi-mortalidade em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, como é o caso do Brasil.*

Em 2002, no Brasil, estas doencas foram responsaveis por 32% dos 0bitos, o
que equivale a 267,496 mortes. * Em relacdo aos estados, o Rio Grande do Sul
lidera o numero de Obitos por doencas cardiovasculares. Em 1996, enquanto a
prevaléncia de mortes por DCV no Brasil era de 27,5%, o RS j4 apresentava uma
prevaléncia de 31,6%. Apesar da leve queda observada entre 2003 a 2006, o Estado
ainda se mantém entre os que apresentam maiores taxas de morbi-mortalidade
cardiovascular.? No caso, doencas cardiovasculares sdo fortemente influenciadas
por distarbios de origem metabdlica cuja influéncia na suscetibilidade a estas
doencas ainda precisa ser melhor caracterizada.

Estudos tanto epidemiolégicos, antropoldgicos quanto genético-evolutivos tém
sugerido que a maioria das doencas crbnicas, principalmente os distarbios
metabdlicos, também chamados de Sindromes da Modernidade ou da Civilizagéao
tem um elo comum: o periodo de surgimento. Tais doencas surgiram
concomitantemente & Revolugdo Agricola, ao longo dos 10.000 anos passados

guando o homem deixou de ser nbmade e tornou-se sedentario. Além disso, desde



19

o Periodo Paleolitico (500.000 a.C. a 1.000 a.C.) o genoma humano permanece
basicamente inalterado; ou seja, a taxa de mutacdo espontanea € baixa,
aproximadamente 1x10™ a 1x10° para o Homo sapiens.®> O que foi alterado nesse
curto espaco de tempo foram os habitos e estilo de vida do homem pds Revolucao
Agricola. O homem primitivo tinha baixa ingestao calorica e alto gasto energético, o
que influenciava a baixa expectativa de vida.* O homem moderno, além de
apresentar um aumento significativo na sua expectativa de vida ao nascer,
permanece basicamente com o0 mesmo genoma de seus ancestrais pré-historicos,
gerando um grande dilema, pois, evolutivamente, ainda ndao houve tempo de
“reprogramar” 0 genoma e 0 aparato fisiolégico para a vida moderna, com baixa
atividade fisica, alta ingestdo de alimentos hipercal6ricos, promovendo a formacéo
de Espécies Ativas de Oxigénio (EAOs) ou Radicais Livres (RL) e o
desencadeamento de doencas.

Assim, considerando o impacto do estilo de vida sobre a homeostase
organica, que € geneticamente regulada, investigacfes sobre o papel do estresse
oxidativo e do processo inflamatério em morbidades que envolvem alteracdes
metabdlicas € um tema central na pesquisa contemporanea.

Diversos estudos tém investigado o papel de marcadores do metabolismo
oxidativo envolvidos na génese de DCNT, e indicam uma associacao positiva entre a
quebra da homeostasia do metabolismo oxidativo e o0 aumento do risco para o
DCNT, como diabetes tipo 2 (DM2), aterosclerose, obesidade e sindrome metabdlica
(SM)_5,6,7,8,9

A SM é considerada um distirbio metabdlico complexo, provocado pela
guebra da homeostase corporal, razdo pela qual é também definida como a

“Sindrome da Civilizacdo”.!****? Por se tratar de um distGrbio que envolve o
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metabolismo dos lipideos, carboidratos, e proteinas provenientes da dieta, bem
como programacao e predisposicdo genética, marcadores bioquimicos relacionados
com a sua etiologia tém sido intensamente investigados nos ultimos anos.

Entre estes marcadores destacam-se os relacionados ao estresse oxidativo e
inflamatorio que alteram o metabolismo adiposo e corporal desencadeando
modificacdes cardiovasculares importantes como é o caso da Proteina C reativa
(PCR), interleucina-6 (IL-6) e a LDL-oxidada (OxLDL). 8**

Recentemente, um marcador que parece fortemente associado a sindrome
coronariana aguda (SCA) tem sido estudado: a albumina modificada pela isquemia
(IMA). No caso, esta molécula parece ser formada em condicfes de baixa perfusao
tecidual. Uma vez que estudos mais recentes sugeriram que tanto diabéticos, quanto
individuos hipercolesterolémicos apresentariam niveis elevados de IMA e que, até o
presente momento, ndo existem estudos de associacdo desta molécula com SM,
investigacOes sobre esta potencial associacdo podem ser consideradas de
relevancia cientifica e clinica.****

Neste contexto, a presente tese pretende contribuir com um estudo que

envolve a andlise de marcadores do metabolismo lipidico, oxidativo, inflamatério e

isquémico entre individuos com e sem SM.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Risco Cardiometabdlico

Como as doencas cardiovasculares (DCVs) tém alta relevancia
epidemioldgica e um alto custo de tratamento dos individuos afetados, o Brasil
instituiu uma politica para o controle das DCVs baseada no conceito de risco
cardiovascular global. No caso, o risco global de uma pessoa identifica aquela que
tem potencial para desenvolver doencas cardiovasculares antes mesmo dos
primeiros sintomas. Ou seja, € importante, inicialmente ser avaliado o risco global de
o individuo desenvolver doencas cardiovasculares em 10 anos. Para avaliar tal risco
o Ministério da Satde adotou e disponibiliza no seu site o Escore de Framingham. *°

A adocédo deste escore baseou-se nas seguintes consideracoes:

“Em um pais com dimensfes continentais, como o Brasil, a aplicacao
do Escore na Atencdo Basica permitira o diagnostico precoce de
pessoas em risco, identificando as medidas terapéuticas que poderao
ser eficazes no tratamento e evitando a ocorréncia de eventos
cardiovasculares, muito deles fatais, evitando o sofrimento pessoal e

familiar e reduzindo custos pra o sistema de salde e a sociedade.” *

Atualmente sdo considerados como principais fatores de risco
cardiovascular:' (1) histéria familiar de doenca arterial coronariana (DAC) prematura
(familiar de 1° grau do sexo masculino que apresentou DAC < 55 anos e do sexo

feminino com < 65 anos); (2) ser homem > 45 anos e mulher com > 55 anos; (3)
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tabagismo; (4) hipercolesterolemia (LDL-c elevado); (5) hipertensédo arterial
sistémica (>90 mmHg e > 140 mmHg); (6) diabetes mellitus tipo 2; (7) obesidade
(indice de Massa Corporal, IMC > 30 Kg/m?); (8) gordura abdominal (medida pela
circunferéncia da cintura); (9) sedentarismo; (10) dieta pobre em frutas e vegetais;
(11) estresse psico-social. Através do escore de Framingham é possivel calcular o
risco do individuo apresentar algum tipo de evento cardiovascular nos proximos dez
anos é dividido em trés categorias gerais: baixo, médio e alto. *°

Muitos individuos apresentam trés ou mais fatores de risco cardiometabdlicos
que caracteriza a sindrome metabdlica. Assim pode-se dizer que a SM € um
conjunto de fatores de risco cardiometabdlicos, que consiste em alteracdes do
metabolismo dos glicidios (hiperinsulinemia e resisténcia a insulina ou intolerancia a
glicose ou DM2), metabolismo dos lipideos (aumento de triglicerideos e HDL-c
diminuidos), obesidade abdominal, alteracbes na pressao arterial (hipertensdo) e
distarbios da coagulacdo (aumento da adesao plaquetaria e do inibidor do ativador
do plasminogénio-PAl-1). Também é caracterizada por um estado pré-inflamatério,
apresentando aumento dos niveis circulantes de citocinas. E importante destacar a
associacdo da SM com a doencga cardiovascular, aumentando a mortalidade geral
em cerca de 1,5 vezes e cardiovascular em aproximadamente 2,5 vezes.'’ Todavia,
pouco se conhece a respeito da origem da SM. A predisposicdo genética, a
alimentacao inadequada e o sedentarismo estao entre os principais fatores de risco
que podem contribuir para o seu desencadeamento. '’ Sobretudo, alguns estudos
tém mostrado que a SM esta associada tanto com o aumento do estresse oxidativo
quanto com o processo inflamatério. %2

Entretanto, investigacdes complementares precisam ser realizadas a fim de se

determinar que interacbes genético-ambientais podem aumentar o risco do
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desenvolvimento da SM ou mesmo a progressao deste risco cardiometabdlico para
o DM2 e eventos coronarianos ou ceérebro-vasculares. No caso, é importante
também comentar qual foi o possivel panorama epidemiolégico que deu origem a
grande epidemia de riscos cardiovasculares que afeta o mundo ocidental

contemporaneo.

2.2 Epidemiologia e um Breve Historico sobre a Evo lugcdo da Sindrome

Metabodlica

Uma das morbidades mais prevalentes atualmente ¢ a SM e varia de acordo
com a etnia, com as caracteristicas proprias da populacdo avaliada e com os
critérios diagnésticos utilizados nos estudos.’®* E uma condicdo de prevaléncia
elevada e crescente em algumas populacdes, destacando-se as afro-descendentes,
México - americanas e hispanicas.?®?' Além disso, os estudos tém mostrado que a
incidéncia e prevaléncia da SM aumenta com a idade, principalmente depois dos 60
anos de idade, tanto em homens como em mulheres.*

Um estudo realizado pelo National Health and Nutritional Examination Survey
(NHANES) avaliou a SM, de acordo com os critérios diagnésticos do Adult
Treatment Panel (ATP 1ll), em uma amostra de 12,363 homens e mulheres (US),
mostrou uma prevaléncia de 22,8% em homens e 22,6% em mulheres. Além disso,
mostrou que a SM estava presente em 4,6% nos individuos com peso normal,
22,4% nos individuos com sobrepeso e em 59,6% nos individuos obesos e o
sedentarismo foi associado com o0 aumento do risco de desenvolvimento da

sindrome.??
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Na Europa, a prevaléncia situa-se na faixa de 9,5% nos homens e 8,9% nas
mulheres. > Em um estudo realizado na cidade do Porto em Portugal, a prevaléncia
de SM em um grupo de mulheres obesas com idade entre 14 e 63 anos utilizando os
critérios da ATPIII e International Diabetes Federation (IDF) foi de 66,4% e 70,3%,
respectivamente.?*

No Brasil, os dados sobre a incidéncia e a prevaléncia da SM ainda sao
pontuais e escassos. Entretanto, um estudo envolvendo mulheres entre 60 e 84
anos, realizado na cidade de Londrina, a prevaléncia de SM foi de 39,9%. No
periodo de seguimento de sete anos, observou-se que 51,6% dessas mulheres
apresentaram eventos cardiovasculares fatais e 49,4% n&o fatais.?®> Outro estudo
realizado no Brasil, em Vitoria-ES, mostrou uma prevaléncia de SM de 29,8%
(critério diagnostico NCEP-ATPIII) em uma populacdo entre 25 e 64 anos. A
prevaléncia aumentou com a idade, sendo 15,8% no grupo mais jovem (26-34 anos)
e 48,3% no grupo mais velho (55-64 anos).?

Uma vez que a incidéncia da SM tem aumentado consideravelmente nos
altimos anos tal disturbio tem sido alvo constante de debate e investigacéo,
principalmente a respeito de sua etiopatogénese e seu manejo clinico. Contudo,
muitos estudos de base genética e evolutiva, postulam que a origem desse disturbio
tenha surgido ainda no periodo pré Revolucao Agricola.

Gottlieb et al.,?’ realizaram uma revisdo sobre os principais aspectos
genético-evolutivos e nutricionais envolvidos no desencadeamento da SM. Com
base na literatura, os autores reportaram gue nos ultimos 10.000 anos, desde a
Revolucdo Agricola, o genoma humano basicamente ndo mudou, ou seja, a taxa de
mutacdo espontanea para o DNA nuclear est4 estimada em 0,5% por milhdo de

anos.® Portanto, os 10.000 anos passados ainda ndo foram suficientes para causar
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expressivas mutagdes nos genes humanos. Entretanto, uma vez que 0s genes
exprimem seus efeitos no fenotipo via reacdes bioquimicas, tais efeitos dependem
do meio quimico e fisico em que essas reacfes ocorrem. Deste modo, o habito
alimentar e o estilo de vida, associados a atividade fisica da espécie humana podem
ter sido cruciais para o desenvolvimento de distirbios metabdlicos.* Estudos
biogerontolégicos evolutivos desenvolvidos por Finch e Stanford?® sugerem que
modificacdes dietéticas foram fundamentais, também para a evolucdo da propria
longevidade humana, pois fez com que se fixassem variacdes genéticas associadas
a menores taxas de morbidades crénicas. Por exemplo, o ser humano, quando
comparado com o chimpanzé possui menor prevaléncia de doencas cronicas como
a aterosclerose e as neurodegenerativas. Entretanto, a mudanca no seu
comportamento alimentar e de gasto energético que hoje € observada, reverte esta
condicdo e aumenta o risco para o desencadeamento de doencas metabdlicas.

Os estudos antropolégicos e nutricionais sugerem que a dieta humana,
incluindo ingestao energética e gasto energético, tem mudado ao longo dos 10.000
anos passados (Revolugdo Agricola), sendo que a maior mudanga ocorreu, nos
Gltimos 150 anos, em relacdo ao tipo e ingestio de gorduras e vitaminas C e E.* No
Periodo neolitico (10.000 a.C. a 4.000 a.C.), aconteceram grandes transformacdes,
como o desenvolvimento da agricultura e da pecuéria. A Revolugdo Agricola
incrementou a dieta humana, uma vez que proporcionou a entrada, no cardapio da
humanidade, de uma enorme variedade de alimentos, principalmente, dos cereais
(arroz, cevada e trigo). A introducdo de cereais na dieta humana é algo
relativamente recente e também causador de alteracbes na maneira como 0
alimento era tratado, pois esses alimentos precisam ser processados e cozidos

antes de ingeridos, o que também altera sua estrutura quimica.
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A introducao de novos alimentos, aliada ao tipo de processamento dado a eles e
o sedentarismo, em termos fisioldégico-evolutivos, pode ser 0s principais
responsaveis pelo desencadeamento de mecanismos fisiopatologicos, ja que nossos
genes estdo adaptados a outro modelo de dieta e de gasto energético. Sobretudo,
alguns autores estimaram alta ingestdo de proteina, calcio, potassio e acido
ascorbico, e baixa ingestdo de sédio na dieta do periodo final do Paleolitico.*%
Atualmente, o que se percebe € justamente o contrario: alta ingestdo de gorduras
saturadas, gorduras trans, 6mega 6 e cereais; e baixa ingestdo de 6mega 3,
carboidratos complexos, fibras, frutas, verduras, proteinas, antioxidantes e calcio;
além de baixa atividade fisica (sedentarismo).*%°

Varias dietas podem satisfazer as necessidades nutricionais humanas. Algumas
populacdes subsistem basicamente através de uma dieta vegetariana; outras
comem principalmente carne. Embora americanos consumam menos carne do que
outras populacdes demonstradas no quadro 1, eles tém os niveis médios de
colesterol total mais elevados e maior frequéncia de obesidade (IMC), pois
consomem mais energia do que despendem. “#'?>%° Neste caso, a tendéncia é que
essa energia figue indeterminadamente acumulada no organismo sob forma de
gordura, resultando no aumento acelerado da incidéncia de doencgas cronicas, tal

como a obesidade, DM2 e SM. 1012
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Quadro 1 Comparacéo de ingestao de energia e variaveis bioldgicas entre diferentes

populacdes.**°

Populagdo Humana Ingestéo Energia Energia Colesterol  indice de
de energia de de total massa
(Kcal/dia)  alimentos  alimentos (mg/dL) corporal
animais vegetais (Kg/m?)
(%) (%)
Coletores/ Cagadores
Botswana 2,100 33 67 121 19
América do Norte 2,350 96 4 141 24
Pastores
Kenya 1,411 80 20 186 18
Russia 2,820 41 59 142 22
Agricultores
Peru 2,002 5 95 150 21
Sociedades
Industriais 2,250 23 77 204 26
EUA

Com base nestas consideracdes evolutivas estudos complementares
principalmente focados na SM estdo sendo intensamente conduzidos. Entretanto,
ainda ndo ha um consenso, a respeito dos critérios diagnosticos a serem adotados

dificultando a execucao de investigacdes sobre o tema.

2.3 Critérios Diagnaosticos para a Sindrome Metabdl ica

Inicialmente denominada "sindrome X" por Reaven®** ou "sindrome de
resisténcia a insulina”, * é agora conhecida como sindrome metabélica. Embora, as
tentativas iniciais de definir a sindrome, tenham suscitado muitos debates com
respeito aos critérios diagnosticos, as definicdes atuais proporcionam uma maneira

Gtil e pratica de se identificar individuos com risco aumentado de desenvolver DM2,

doenca cardiovascular aterosclerética e morte cardiovascular.®




28

Em 1998, a Organizacdo Mundial da Saude propds o termo “Sindrome
Metabolica” para definir a quantidade de fatores de risco e doencas, acompanhando
o DM2, formalmente conhecido como Sindrome de Resisténcia a Insulina. Em 1999,
foram significativamente modificadas para complementar as novas classificacdes da
WHO-International Society of Hypertension (quadro 2).3* Dois anos depois em 2001,
o Third Report of the National Cholesterol Education Expert Panel on Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adult Treatment Panel -
NCEP-ATPIIl forneceu um critério para SM, baseada na combinacdo de varios
fatores de risco, usualmente, aplicada para a populacdo em geral (quadro 2). O
NCEP-ATPIII identificou cinco componentes da SM, considerando seu diagnéstico
quando presentes pelo menos trés deles.®® Em 2005 a International Diabetes
Federation (IDF) reformulou o sistema de classificagdo da NCEP-ATP I,
apresentando critérios mais estritos para o diagnostico de sindrome metabdlica.
Estes critérios sdo os de mais facil aplicacéo clinica (quadro 2).%° Nos Gltimos anos,
esses dois ultimos sistemas de classificagdo ou critérios diagnésticos para a
sindrome metabdlica vém sendo amplamente utilizados. Eles apresentam
similaridade quanto aos fatores de risco cardiovasculares, incluindo obesidade
abdominal, intolerancia a glicose/ resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensdo

arterial.



29

Quadro 2 Diferentes critérios diagnosticos para a caracterizacdo da Sindrome

Metabdlica.3*3>%
CARACTERISTICAS OMS-1999 NCEP-ATP 111-2001 FDI- 2005
Hipertenséo arterial  Uso de anti- Uso de anti- Uso de anti-
hipertensivo hipertensivo hipertensivo ou PA =
ou PA 2 ou PA =2 130/85mmHg 130/85mmHg
140/90mmHg
Dislipidemia TG = 150mg/dI TG = 150mg/dI TG 2 150mg/dl
HDL<35mg/dI HDL<40mg/dl HDL<40mg/dl
(homens), (homens), <50mg/dl (homens),
<40mg/dI (mulheres) <50mg/dl (mulheres)
(mulheres)
Obesidade IMC 230Kg/m2e Cintura > 102 cm Cintura = 94 cm
ou C/Q> 0,90 (homens) e >88 em (homens) e 280
(homens) e (mulheres) (mulheres)
> 0,85 (mulheres) (europeus)
Glicemia DM2 ou intoleréncia Glicemia em jejum Glicemia em jejum
a = 110mg/dl = 100mg/dI
glicose no TOTG
Outras Microalbuminuria
(excrecédo de
albumina
em amostra
noturna
>20mcg/min
Condicdes DM2 ou intolerancia Trés alteracGes Medida da cintura
necessarias ao a glicose e, mais 2 alterada e mais duas
diagndstico alteracGes alteracoes

Contudo, é importante ressaltar que os componentes individuais da sindrome
metabdlica sédo fatores de risco independentes para o desenvolvimento de doenca
cardiovascular aterosclerotica. As tentativas de se estabelecer critérios diagndsticos
para esta sindrome sao baseadas no principio de que estes componentes podem

. . s " e . 33,34,35
agir de maneira sinérgica ou aditiva amplificando o risco.
Deste modo, a SM é um conjunto de anormalidades metabdlicas inter-

relacionadas desempenhando um papel chave no desenvolvimento do DM2 e a

DCV.
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2.4  Aspectos Gerais da Fisiopatologia na Sindrome Metabolica

A SM é uma morbidade sistémica, uma vez que afeta a homeostase de
diversos sistemas corporais, principalmente o vascular. Na sua patogénese, estao
incluidos a predisposicdo genética e os fatores de risco modificaveis como
sedentarismo (baixa atividade fisica) e dieta inadequada (alta ingestdo de gorduras
saturadas, gorduras trans, 6mega-6 e cereais; e baixa ingestdo de Omega-3,
carboidratos complexos, fibras, frutas e verduras, etc). Com relacéo a predisposi¢cao
genética, Gottlieb et al.,*” conduziram um estudo caso-controle (100 idosos com SM,
sem DCV e 368 idosos saudaveis) para verificar a associacao entre o polimorfismo
do gene do receptor da Leptina e SM em idosos, e observaram diferencas nas
freqiiéncias alélicas e genotipicas entre os grupos (x*= 14,862; p=0,005). O estudo
mostrou uma reducéo do gendtipo GIn/GIn e um aumento do gendtipo Arg/Arg em
individuos com SM, e um risco de 2.548 (IC 95%= 1,466-4,429) dos idosos com SM
serem portadores do alelo Arg em relacao aos idosos saudaveis. Além disso, idosos
obesos também apresentaram uma alta frequiéncia do gendtiopo Arg/Arg quando
comparados com os idosos saudaveis (x’= 6,634; p=0,036). Os resultados desse
estudo sugerem que o polimorfismo do gene do receptor da Leptina principalmente a
variante Arg pode aumentar a predisposicdo para o desencadeamento de obesidade
e SM.

Contudo, a obesidade abdominal (acumulo de células adiposas esta
associado ao aumento da producdo de células inflamatorias), a dislipidemia,
principalmente caracterizado pelo aumento dos niveis triglicerideos e reducdo dos
niveis de HDL-c, a resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose sao fatores que

estdo associados ao desenvolvimento da SM. Sobretudo, diversos estudos
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enfatizam a importancia da gordura visceral associada com resisténcia a insulina
s e .. A 38,39
como componentes basicos na fisiopatogénese da SM.
Dada a grande importancia da SM em nivel clinico e de saude publica,
estudos voltados a identificacdo de fatores etiolégicos contemplam investigacées em
varias rotas metabolicas. Entre estas se destacam os do metabolismo lipidico,

oxidativo, inflamatoério e vascular.

2.4.1 Sindrome Metabdlica e Metabolimo Oxidativo e Antioxidante

Nas ultimas décadas o papel dos Radicais Livres (RL) ou Espécies Ativas de
Oxigénio (EAOs) em processos fisiopatoldgicos relacionados a fatores de risco
cardiometabélicos tém sido intensamente investigados. &°

O termo radical livre refere-se a um atomo ou molécula que contém numero
impar de elétrons em sua Ultima camada eletrdnica.”® O ndo-emparelhamento de
elétrons da ultima camada é que confere a sua alta reatividade. Entretanto, nem
todos os agentes reativos patogénicos sao designados de RL, pois alguns deles nao
apresentam elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, por isso o termo
mais correto, nesse caso € EAO. As EAOs sdo encontradas em todos os sistemas
biolégicos. Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o oxigénio
(O,) sofre reducédo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formagdo de H,O. Durante esse processo sdo formados intermediarios reativos,
como os radicais superéxido (O27), hidroperoxila (HO,.), hidroxila (OH) e o peréxido
de hidrogénio (H,O,). Geralmente, a reducéo completa do O, ocorre na mitocondria,
e a reatividade das EAOs é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons. *° Cabe

lembrar que reacdes de reducdo implicam em ganho de elétrons, e as de oxidacgéo,
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em perda. Portanto, quando no metabolismo normal ocorrer uma reducdo do

oxigénio molecular (O,), este ganhara um elétron, formando o radical superoxido

(O2), considerado instavel por possuir nimero impar (13) de elétrons na Ultima
40 . . ~ A = . J 7

camada L.”" Assim, a configuracdo eletronica do radical superéxido € apresentada

na Figura 1.%

K 1s® [T4]
L 2s2 2p° [1i]
L 252 2p* [t4]
K 1s® [

Figura 1 Configuracéo eletronica do radical superoxido.

Em organismos aeroébios, ou seja, que utilizam oxigénio e glicose para obter
moléculas de adenosina trifosfato (ATP) que fornecem energia para a maioria dos
processos metabdlicos corporais, cerca de 5% do oxigénio inspirado € transformado
em RL. Este fendbmeno ocorre porque os ciclos metabdlicos ndo possuem 100% de
eficiéncia. A formacdo de RL na mitocondria se da através do seguinte processo: a
glicose oriunda da nutricdo e o oxigénio servem como base para a producao de
energia corporal. Na célula, a oxidacdo da glicose intracelular comeca com a
glicolise no citoplasma, ocorrendo geracdo de Nicotinamida-adenina-dinucleotideo
(NADH) e piruvato. O NADH pode doar equivalentes redutores para a cadeia de
transporte de elétrons ou pode reduzir o piruvato a lactato, o qual sera substrato
para gliconeogénese hepatica. O piruvato pode ser também transportado dentro da
mitocondria, onde sera oxidado pelo ciclo do acido tricarboxilico (TCA) para produzir
CO2, H20, moléculas de NADH e de Flavina-adenina-dinucleotideo (FADH2). Tanto
o NADH quanto o FADH2 geram energia para a producdo de ATP através da

fosforilacdo oxidativa na cadeia de transporte de elétrons. *°
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Quando a geracdo de RL excede a capacidade antioxidante ocorre um
desbalango no Status Redox celular alterando o balango oxidante-antioxidante
promovendo o estresse oxidadtivo.*°

A atividade de moléculas antioxidantes é capaz de amenizar o impacto das
EAOs em sistemas vivos. Os antioxidantes impedem que o oxigénio se combine
com moléculas suscetiveis ou neutralizam a formacdo de RLs e EAOs, formando
compostos menos reativos. Os antioxidantes podem ser compostos moleculares de
origem exdgena como as vitaminas, obtidos através da alimentacdo, ou enzimas
enddgenas do sistema de defesa antioxidante. *°

Os antioxidantes exégenos, obtidos de alimentos basicamente de origem
vegetal, podem ser extremamente benéficos com a adocdo de uma dieta saudavel
(composta de todos os nutrientes essenciais para o bom desempenho organico),
tendo um papel crucial na prevencdo de processos deletérios das EAOs no

organismo, minimizando seus efeitos. %42

As principais moléculas antioxidantes
exégenas sao a vitamina E (alfa tocoferol), vitamina C (4cido ascorbico),
bioflavonoéides, betacaroteno e selénio.®® Todavia é importante salientar também que
as EAOs ndo possuem somente efeitos deletérios aos organismos. As EAOs
desempenham um papel muito importante em processos celulares. Por exemplo,
sob condigdes fisioldgicas, o perdxido de hidrogénio (H,O,) € uma molécula-chave
em rotas especificas de sinais de transducdo (capazes de modular a expressao
génica) e na ativacdo de fator de transcricio NF-kB, enquanto em condi¢des
patolégicas o H,O, pode levar a apopitose ou a necrose. Além disso, as EAOs,
principalmente o anion superéxido (0O;7), também funcionam como “antibiéticos

celulares”, uma vez que combatem micrébios invasores. Evidenciando, dessa forma,

o papel pleiotrépico que as EAOs desempenham. *°
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Uma dieta rica em frutas e vegetais pode minimizar o estresse oxidativo e a
producdo das EAOs pela alteracdo do balanco entre atividades celulares proé-
oxidantes e defesas antioxidantes. ***? Dietas ricas em frutas e vegetais tém
comprovado efeito redutor do risco de doencas crbnicas, incluindo o cancer e as
doencas cardiovasculares.*** De acordo com Steffen et al.,** a ingestdo de gréos,
frutas e verduras esta inversamente associada com a mortalidade total e incidéncia
de DAC. Ford S et al.*®, usando o Third National Health and Nutrition Examination
Survey, compararam concentragdes circulantes de vitamina A, C, e E; e ésteres de
retinol, carotenoides e selénio em 8.808 adultos americanos com idade >20 anos
com ou sem SM entre o periodo de 1988-1994. Os participantes com SM tiveram
concentracfes significativamente baixas de retinol, vitamina C e carotendides,
exceto de licopeno. As concentracdes de vitamina E foram significativamente mais
baixas em participantes com SM. A ingestdo de vitaminas C, E e A nao foi
significativa entre os grupos com SM e sem SM. Os resultados mostraram que
baixas concentragbes de varios antioxidantes podem aumentar o0 risco
cardiovascular e para o diabetes.*

Os antioxidantes de origem enddgena em células eucaridticas sdo enzimas
eficientes de defesa, tais como a superoxido dismutase (SOD1 ou citosélica
dependente de cobre e zinco, SOD2 ou mitocondrial dependente de manganés e a
SOD3 ou extracelular dependente de cobre e zinco), a catalase, a glutationa
peroxidase, bem como, a glutationa redutase (GR), a glutationa (GSH), a coenzima
Q (Q10) e a melatonia. 34

As enzimas SOD, catalase e glutationa peroxidades possuem sua atividade

dependente da pressao parcial de oxigénio. Em estados de hipoxia, suas atividades
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se reduzem e aumenta a quantidade de RL formados durante a reperfusédo, quando
se restabelece os niveis elevados de oxigénio.

Diversas evidéncias apontam que o0 estresse oxidativo desempenha um
papel importante em varias condicdes clinicas. Por isso, tem se levantado a hipotese
que o estresse oxidativo também pode ser considerado um fator de risco e pode
estar relacionado com a etiologia de doencas que estdo fortemente centradas na

homeostasia e funcionamento celular, como é o caso de algumas doencas

45,46 47,48

cardiovasculares, diabete mellitus das neoplasias®® e de doencas
respiratérias e neurolégicas.

Droge®! postula que estas doencas estejam separadas em duas grandes
categorias: 1) a primeira categoria pode ser referida como estresse oxidativo
mitocondrial, onde se encontram a diabete mellitus e as neoplasias e que
apresentam comumente mudancas pro-oxidativa no estado redox sistémico; 2) a
segunda pode ser referida como condigBes inflamatorias oxidativas, pois €
tipicamente associada com uma excessiva estimulagdo da atividade da
NADH/NADPH oxidase através de citocinas ou outros agentes. Neste caso, 0
aumento nas taxas de producdo de EAOs ou mudancas nos niveis de glutationa
estdo freqientemente associados as condi¢Bes patolégicas, como, por exemplo, a
aterosclerose. Neste caso, a SM parece se encaixar nas duas categorias postuladas
pelo autor.

Nesse sentido, o estresse oxidativo também estd associado a SM, incluindo
as morbidades relacionadas, como a aterosclerose, a hipertensdo e a DM2. 3°
Reaven®? e Kaplan®® propuseram pela primeira vez, que essa sindrome agregava

um conjunto de fatores de riscos para a doencga arterial coronariana (DAC), incluindo

a resisténcia a insulina (hiperinsulinemia), hipertensdo, hipertrigliceridemia e
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obesidade visceral. DeFronzo e Ferrannini,** posteriormente sugeriram que a
resisténcia a insulina fosse o fator envolvido nos sintomas da SM, e uma vez
adquirida, os individuos com predisposi¢cao genética desenvolveriam todos os outros

aspectos desse distarbio. Ford et al.>*

mostraram que 43% dos individuos idosos
(>60 anos de idade) e 80% idosos com DM2 apresentam SM.>® Um volume
consistente de estudos tem sugerido que a hiperglicemia aumenta o estresse

56,57,58

oxidativo. Adicionalmente, estudos em modelos experimentais ja

demonstraram que o estresse oxidativo aumenta a resisténcia a insulina.>®®

Urakawa et al.®!

mostraram que O estresse oxidativo estava associado com
adiposidade e resisténcia a insulina em homens, sugerindo que o mesmo pode ser,
acima de tudo, um evento prematuro ou desencadeador da patologia desses
distarbios, e ndo uma mera consequéncia. Por exemplo, pacientes com SM tem
elevados niveis de dano oxidativo (peroxidacao lipidica, niveis aumentados de
malondialdeido (MDA), carbonilagdo de proteinas e aumento da atividade da xantina
oxidase), evidenciado pela diminuicdo da protecdo antioxidante (diminuicdo da
concentragdo de vitamina C, a-tocoferol, da atividade da enzima superoxido
dismutase).®? Além disso, a disfuncéo endotelial € uma caracteristica chave da SM e
esta intimamente relacionada com a resisténcia a insulina; essa relagcdo funcional
parece ser resultado, em parte, devido a indugdo do estresse oxidativo pela
hiperinsulinemia.®® Portanto, niveis elevados de oxidacao lipidica e baixos niveis de
atividade antioxidante sdo encontrados em individuos com SM.%*

Dentro deste contexto, biomarcadores do estresse oxidativo tem emergido
como possiveis candidatos a fatores de risco cardiometabdlicos, bem como, de alto

interesse para a deteccdo de individuos com maior suscetibilidade ao

desenvolvimento da SM.



37

2.4.2 Lipoproteina de Baixa Densidade Oxidada (Ox LDL) como Biomarcador

Lipidico e Oxidativo Associado a Sindrome Metabolic a

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a principal lipoproteina plasmatica
transportadora de colesterol, por isso é denominada de LDL-colesterol. Cada
particula apresenta uma massa que excede 3.000.000 D e tem 150 moléculas de
ésteres de colesterol em seu nucleo. H4A muito pouco triglicerideo no nucleo de
particulas normais de LDL. Quantidades consideraveis de tocoferol, carotendides e
outros antioxidantes lipofilicos plasmaticos também estdo presentes. A sua
superficie consiste em colesterol livre e fosfolipideos (predominantemente
fosfotidilcolina e esfingomielina) e uma unica proteina, apolipoproteina (apo) B-
100.°° A molécula de LDL é altamente sensivel a acdo de EAOs, devido
principalmente a heterogeneidade de suas particulas, que diferem entre si em
tamanho, conformacgédo, carga elétrica e composicdo quimica. Contudo, atribui-se
uma acdo mais aterogénica a OxLDL que a LDL nativa, tornando-as elementos
centrais na patogénese da aterosclerose.®®®"%8%970 para a LDL nativa tornar-se uma
molécula oxidada é necessario que atravessem as células endoteliais por transporte
vesicular, o qual ndo requer receptores. Existem fortes evidéncias de que as LDLs
plasmaticas, na sua relacdo normal com a parede dos vasos, atravessam as células
endoteliais através de mecanismo de endocitose. Simionescu et al.”* demonstraram
a formacgéo de invaginagbes na membrana da célula endotelial, onde localizar-se-
iam os receptores especificos da apo B-100. Estas invaginagfes se transformam em
vesiculas de endocitose, carreando as particulas de LDL-c para o interior da célula
endotelial. O aumento da concentracdo de LDL-c nativa no interior das células

endoteliais induz ao maior consumo de Oxido nitrico e de acentuada producgéo de
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EAOs. Cerca de 10% das particulas de LDL atingem a camada intima do vaso.”* Na
intima, essas LDL-c sdo aprisionadas numa trama de fibras e fibrilas secretadas
pelas células parietais.”""? As lipoproteinas captadas na intima subendotelial podem
ser modificadas por oxidantes ou enzimas derivadas quer das células endoteliais,
monocitos ou células do muasculo liso. A modificacdo oxidativa da LDL-c parece
ocorrer em dois estagios. O primeiro estagio ocorre antes que 0s mondcitos sejam
ativados, resulta na oxidacéo dos lipideos da LDL-c, com pequena alteracdo na apo
B-100 (LDL-c minimamente oxidada - MM-LDL-OX). O segundo estagio comeca
gquando os mondcitos sdo ativados e convertidos em macrofagos, que contribuem
com sua grande capacidade oxidativa. Nesse estagio, os lipideos da LDL-c e a
fracdo protéica (apo B-100) séo totalmente oxidados. Desse modo, a particula de
OXLDL consiste de componentes pro-oxidantes, incluindo hidroperéxidos de acidos
graxos e fosfolipideos, bem como um componente maior, produto do acido linoléico,
0 13-hidroperoxioctadecadienoico (-13-HPODE). A partir destas modificacdes, a
particula passa a ser reconhecida por receptores acetilados e CD-36 na superficie
dos macréfagos.”*’* Tais receptores ndo sdo regulados pela concentracdo
intracelular de colesterol. Como resultado, a internalizardo da OxLDL é
extremamente arriscada, visto que nas células que aprisionam esta particula, os
macrofagos, faltam o mecanismo de feedback encontrado em todas as outras
células. Este mecanismo desencadeia o fendbmeno de inibicdo da sintese de
receptores de LDL-c. No macrofago, inexistindo esta regulagdo, ha uma continua
internalizagdo de OxLDL levando ao ateroma. As LDL-c nativas séo reconhecidas e
nao se acumulam em quantidade apreciavel nos macréfagos.

Numerosos estudos tém descrito a associagédo de biomarcadores oxidativos e

SM.2?!8 Hackmam e Anand’ propuseram diversos fatores de riscos emergentes
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para a doenca vascular aterosclerética, dentre estes os autores destacaram a
Lipoproteina de Baixa Densidade Oxidada (OxLDL). Entretanto, como a SM é um
disturbio complexo que reune a obesidade, dislipidemia, hipertenséo e resisténcia a
insulina, torna-se um fator de risco primario para a diabetes e doencas
cardiovasculares. Neste caso, Holvoet’® mostrou que a SM esta associada com
niveis elevados de OxLDL circulantes. Além disso, a hiperinsulinemia e o controle
deficiente dos niveis glicémicos, independente dos niveis lipidicos, foram associados
com o aumento, in vivo, da oxidagdo da LDL. Holvoet et al.,””’® demonstraram que
OXLDL esta relacionada a DAC em pacientes transplantados, bem como em
pacientes com DAC estabelecida. Estes estudos mostraram também que a OxLDL
tem poder preditivo para o desenvolvimento da doenca aterosclerotica independente
dos fatores de risco cardiovasculares convencionais. Além disso, o Coronary Artery
Risk Development in Young Adults (CARDIA), que € um estudo prospectivo de base
populacional (20 anos de seguimento), avaliou 1889 individuos entre 18 e 30 anos
de idade, que viviam na zona metropolitana dos Estados Unidos, mostrou que altas
concentracbes de OxLDL estavam associadas com o aumento da incidéncia de SM,
bem como, com os seus componentes (obesidade abdominal, hiperglicemia e
hipertrigliceridemia).” Gottlieb et al.® investigaram a associacdo dos niveis de
OXxLDL com fatores de risco cardiovasculares classicos e com os polimorfismos
genéticos da enzima superoxido dismutase dependente de manganés (SOD2) e
APO E e associagdo positiva entre niveis de OxLDL com PAS e PAD, circunferéncia
abdominal e porcentagem de gordura corporal. Individuos com o gendétipo VV do
polimorfismo da SOD2 com maiores niveis de OxLDL, principalmente em individuos
afetados por DM2. Esta associagdo foi independente de outros fatores classicos de

risco cardiovascular e do polimorfismo da APO E que esta, por sua vez, relacionado
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a maiores niveis de LDL-c e DCNT como as cardiovasculares e as
neurodegenrativas (deméncia do tipo Alzheimer). Tais achados demonstram o papel
importante que o estresse oxidativo desempenha no desencadeamento de doencas
fortemente centradas no metabolismo de lipideos e carboidratos, como € caso da
SM.

Raros estudos avaliaram a associacdo entre anticorpos anti-OXLDL e SM.

Entretanto, um estudo brasileiro conduzido por Sanches et al.,®

investigaram se 0s
niveis de anti-OxLDL no plasma de adolescentes estava correlacionado com as suas
medidas antropométricas e o seus perfis lipidicos. As analises das variaveis
antropometricas indicaram que o0s adolescentes obesos apresentaram risco
cardiovascular, quando comparados com adolescentes com peso normal e
sobrepeso (p < 0,01). As concentracdes de colesterol total (p = 0,011), HDL-c (p=
0,001) e LDL-c (p < 0,042) apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos.
Adolescentes com sobrepeso (p= 0,012) e obesos (p< 0,001) apresentaram
concentracbes mais elevadas de anti-OxLDL do que adolescentes com peso normal.
As variaveis antropométricas também foram correlacionadas com os niveis de anti-
OXLDL. Estes resultados sugerem que a presenca de anti-OxLDL e alteracdes
metabdlicas no perfil lipidico variam em propor¢do aos parametros antropometricos,
e a concentracdo de anti-OxLDL pode ser um potencial indicador bioquimico do risco
para a SM.

As OxLDLs sdao moléculas biologicamente ativas e potentes agentes pro-
inflamatoérios na parede das artérias, bem como imunogénicas na presenca de anti-
OxLDL encontrados na circulacdo e nas placas ateroscleréticas.?’ Estudo tém

demonstrado que o aumento dos niveis de anti-OxLDL estdo associados com futuro

IAM 828384 Alem disso, os niveis de anti-OxLDL estdo associados com a espessura
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da intima-média da carotida e progressdo de aterosclerose nas carétidas,®’ mas

estes achados sado inconsistentes. Uma explicacdo para tal situacdo poderia ser
devido aos métodos utilizados para se obter a OxLDL.%® Além disso, Tornvall et al.,®
em um estudo de caso-controle (88 pacientes com infarto do miocéardio antes dos 45
anos de idades e 88 controles-individuos saudaveis), para avaliar a importancia de
diferentes tipos de anticorpos contra OXLDL em pacientes com doenca arterial
coronariana, demonstraram que 0s casos tinham mais anticorpos contra a OxLDL do
que os individuos controles. Inversamente, nenhuma associacdo foi encontrada
entre diferentes tipos de anticorpos para OxLDL e severidade de aterosclerose
coronariana ou numero e severidade de estenoses e progndsticos. Portanto, o valor
prognéstico do anti-OxLDL € limitado em pacientes jovens poés-infarto e o0s
resultados indicaram que os anti-OxLDL n&do sdo protetores em estagios tardios da
aterosclerose coronaria. A despeito disso, é provavel que o aumento dos niveis de

anti-OXxLDL seja um biomarcador primario de risco cardiometabdlico em pacientes

adultos jovens.

2.4.3 Biomarcadores Inflamatérios Associados a Sin drome Metabdlica

A SM também ¢é caracterizada por um processo pré-inflamatério,
apresentando aumento dos niveis circulantes de citocinas. As citocinas sao
moléculas que desempenham papel importante em varios processos biolégicos,
como a inflamacdo, a imunidade e a hematopoiese, consideradas hormonios-
similes, pois podem atuar tanto local quanto sistemicamente.  S&o sintetizadas por
varios tipos de células, como os linfécitos, macréfagos, mondcitos, adipdcitos,

fibroblastos e células endoteliais. As citocinas sdo moléculas bioativas e
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desempenham func¢des distintas, porém seus efeitos estdo melhor evidenciados na
funcéo vascular, na regulacdo imune e no metabolismo dos adipécitos.® Tais efeitos
parecem estar envolvidos na patogénese da SM. Contudo, de acordo com a
literatura, a hipercolesterolemia, hipertensao, resisténcia a insulina, diabete mellitus,
obesidade, entre outros fatores estdo envolvidos na disfuncdo endotelial e a
atividade dessas moléculas pode influenciar aumentando ou diminuindo o risco para
o desenvolvimento desses processos mérbidos.?® Além disso, influenciam a sintese
de outras citocinas, levando a formacao de cascatas, podendo exercer mecanismos
reguladores positivos ou negativos para as respostas imunes e inflamatorias.

A literatura apresenta diversos resultados confirmando o importante papel da
inflamac&o em doencas cardiacas em individuos com niveis de colesterol e da LDL
relativamente moderados.?! Diversos marcadores inflamatérios foram avaliados
guanto a sua capacidade de previsdo de risco cardiovascular, porém apenas a
Proteina C reativa-ultra sensivel (PCR-us) esta sendo amplamente utilizada na
clinica atualmente.

A PCR-us € um marcador que se apresenta acentuadamente aumentado na
presenca de lesdo ou infec¢do (os niveis de PCR-us podem aumentar de 10 mg/l
para 200 mg/l). Por outro lado, as alteracdes associadas ao risco de DCV sao muito

inferiores, da ordem de 0,3 mg/l.%

Diversos estudos epidemiolégicos demonstraram
que os niveis de PCR-us sdo preditivos de IAM, AVC, doenca arterial periférica
(DAP) e morte s(bita cardiaca.’®*% A PCR-us também é preditiva de isquemia e
morte em pacientes com angina instavel ou estavel ou SCA e em pacientes
submetidos a angioplastia.®

Dentre as citocinas ou marcadores inflamatérios associados a SM, 0s mais

investigados séo: o fator de necrose tumoral alfa (TNF — &), interleucina-6 (IL-6) e
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PCR-us que estdo aumentados em pessoas com doenca cardiovascular. O TNF- G e
a IL-6 tem sido relacionados com obesidade e distirbios metabélicos.”® Tanto o
TNF- & quanto a IL-6 também estdo negativamente relacionados a sensibilidade a
insulina.”  Succurro et al.’’ mostraram que a IL-6 estd correlacionada com
resisténcia a insulina e componentes individuais da SM. Isto é, niveis aumentados
de IL-6 conferem risco aumentado de ter SM sob condi¢cdes patofisiologicas, tais
como, resisténcia a insulina e obesidade visceral. Corroborando esses dados Rush

et al.®®

investigou o papel da inflamacao sistémica e da resisténcia a insulina em
doencas associadas a obesidade em Indianos, pois sdo considerados um grupo de
alto risco para tais morbidades. Estes autores encontraram homens com maior
distribuicdo de gordura do o grupo das mulheres. O gasto de energia em repouso foi
fortemente correlacionado com as concentragdes de IL-6 nos homens, mas ndo nas
mulheres. A IL-6 foi associada positivamente com a porcentagem de gordura e com
a funcéo das células B (HOMA B%) e inversamente associada com massa do
musculo esquelético apendicular (MMEA) e com insulina sensivel (HOMA S%).
Nessa populagéo investigada a relagcdo entre distribuicAo de gordura corporal e
HOMA S% foi fortemente dependente do sexo e as concentragbes de IL-6 podem
indicar uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de SM entre os homens
indianos.

Ridker® avaliou a relacéo entre Proteina C reativa (PCR), SM e incidéncia de
eventos cardiovasculares em 14, 719 mulheres aparentemente saudaveis, que
foram acompanhadas por 8 anos para observar desfechos como infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral (AVC), revascularizagdo coronaria ou morte

por DCV, destes 24% da coorte tinha SM. Os niveis médios de PCR para aqueles

individuos com 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 componentes da SM foram: 0,68, 1,09, 1,93, 3,01,
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3.88 e 5,75 mg/L, respectivamente (p<0,0001), mostrando um aumento linear de
acordo com o aumento no numero de componentes. O efeito aditivo de 3 ou mais
componentes da SM e os niveis de PCR acima de 3mg/L (p< 0,001) aumentou o
risco relativo de futuros eventos cardiovasculares. A taxa de sobrevivéncia livre de
DCV ap0s o periodo de 8 anos, baseada nos niveis de PCR (acima e abaixo de 3,0
mg/L) foram similares as taxas de sobrevivéncia em individuos com SM com 3 ou
mais componentes. Os dados também indicaram que os niveis de PCR em
individuos com e sem SM tem relevancia clinica, uma vez que pode predizer um
risco cardiovascular futuro. Achados adicionais desse estudo mostraram que 0s
diferentes critérios diagnosticos para a SM tiveram o minimo impacto sobre esses
achados.

Deste modo, tanto a PCR-us quanto a IL-6 sao citocinas proé-inflamatorias
envolvidas na inflamacao vascular, com alto valor preditivo para possiveis eventos
cardiovasculares, principalmente as chamada Sindromes Coronarianas Agudas

(SCA).

2.4.4 Biomarcador Isquémico Associado a Sindrome Me  tabdlica: Albumina

Modificada pela Isquemia (IMA)

Uma das proteinas mais abundantes do sangue é a albumina (entre 3,5g/dL e
5,0g/dL) que é sintetizada pelo figado. Tem baixo peso molecular (66,5 kDa) e é
soluvel em agua. Entre outras fung¢des, atua na manutencédo da osmolaridade entre
o compartimento sanguineo e intersticial, transporte de drogas e metais.”® A
albumina possui 585 aminoacidos e, na sua regido N-terminal, contém a sequéncia

de N-Asp-Ala-His-Lis que tem demonstrado ser um sitio de fortes ligagbes aos
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metais de transicdo, como o cobalto, cobre e niquel. A regido N-terminal da
albumina tem uma afinidade inerente pelo fon metal cobalto - Co (I1).%

Alguns autores mostraram que a regido N-terminal se caracteriza, também,
por ser mais sensivel a degradacdo, se comparada com as outras regides da
albumina.’®® Na presenca de processo isquémico, a regido N-terminal da
molécula, especificamente o sitio de ligacdo aos metais de transicéo, passa por uma
diminuicdo na sua capacidade de ligacdo formando a albumina modificada pela
isquemia (IMA).?>1%° A hipéxia, acidose, reducéo da tensdo de oxigénio, disfuncado
da bomba de ions e geracdo de radicais livres podem promover modificacdes no
sitio de ligacdo e diminuir essa capacidade de afinidade pelo cobalto.®*'%* A IMA é
mensurada pelo teste baseado na avaliacdo da ligacdo do cobalto exégeno com a
regido N-terminal da albumina (teste ACB), o qual tem sido sugerido para 0 uso na
deteccdo de isquemia aguda do miocardio.!®® Estudos que incluem angioplastia
coronaria transluminal percutanea, como modelo de isquemia miocardica transiente,
tem mostrado que as concentragbes de IMA, medidas pelo teste ACB, estavam
elevadas mesmo antes do evento isquémico, mostrando que a IMA pode ser um
biomarcador precoce para isquemia miocardica sem necrose.'®* Corroborando estes
achados, Cho et al.,'® mostraram que a IMA eleva-se em isquemia miocardica
transitdria induzida por vasoespasmos, podendo também ser um marcador para tal

evento. Morrow et al.,'®

entretanto, propde que o aumento nos niveis séricos desse
marcador, pode também ser atribuido a processos oxidativos relacionados a injurias
de outros 6rgaos.

Assim, estudos sobre a associagdo dos niveis da IMA com isquemia em

pacientes cardiacos tém sugerido ser esta molécula um potencial marcador util para
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o rapido diagnostico de isquemia aguda do miocardio, auxiliando na avaliacdo dos
pacientes com baixo e intermediario risco de infarto. 1%

O diagnostico e o controle clinico de pacientes com suspeita de SCA ou
disfuncéo cardiaca ainda sdo um desafio. Embora, a IMA tenha sido recentemente
proposta como um biomarcador de deteccao para isquemia miocardica e disfuncao
cardiaca, informacgdes sobre a sua associacdo com riscos cardiometabdlicos, como
o DM2, hipercolesterolemia e SM que estdo direta ou indiretamente relacionados
com alteracdes vasculares e isquémicas precisam ser obtidas. Um estudo recente

conduzido por Piwowar et al.'®

em 76 pacientes diabéticos e 25 controles avaliou
mostrou niveis aumentados de IMA nos pacientes diabéticos sugerindo néo ter este
marcador apenas origem cardiaca. Os autores sugeriram que 0S maiores niveis de
IMA estariam relacionados a hipOxia crénica provocada, principalmente pela
hiperglicemia e o estresse oxidativo.

Com base neste estudo, recentemente, Duarte et al.,**

investigaram se a
hipercolesterolemia independente do DM2 poderia também causar niveis
aumentados de IMA. Neste estudo os autores observaram que individuos
hipercolesterolémicos possuiam niveis séricos de IMA elevados também sendo
também fisiologicamente explicado pelas alteracbes vasculares e oxidativas
associadas as alteragfes lipidicas. Além disso, os autores encontraram correlacdes
significativas entre IMA e colesterol total, LDL, anti-OxLDL e PCR-us.

Entretanto, em ambos os estudos o0s voluntarios investigados apresentavam
um perfil de alteracdes metabdlicas que € considerado pouco prevalente, ou seja, a
ocorréncia apenas de DM2 sem outros riscos cardiometabdlicos ou a ocorréncia de

hipercolesterolemia sem DM2.2'* Em termos epidemiolégicos o nimero de

individuos que possuem associagdo entre estas alteracdes e outras disfungdes
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metabdlicas conhecida como SM é muito alto e de grande interesse para a
cardiologia, uma vez que sao pacientes com alto risco de evento cardiovascular.
Neste contexto, investigacdes que avaliem a associacdo entre SM e niveis de
citocinas como a proteina PCR-us e a IL- 6, biomarcadores lipidicos e do estresse
oxidativo, incluindo a molécula de Ox-LDL e anti-OxLDL e a IMA como marcador de

processos isquémicos sao de relevancia cientifica e clinica.
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3 TESE E HIPOTESE GERAL DO ESTUDO

Doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morbi-mortalidade em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, como € o caso do Brasil. Estudos
epidemiologicos e experimentais mostraram que individuos com sindrome
metabdlica possuem alto risco cardiovascular. Ainda que a associacao entre SM e
doencas cardiovasculares seja incontestavel, existe a necessidade de se entender
melhor a sua dindmica patofisiologica, através de investigacfes integradas de
diversos biomarcadores oxidativos, lipidicos e inflamatorios.

Uma vez que, recentemente, a IMA foi descrita como uma molécula
biomarcadora de processos isquémicos cardiacos e ndao-cardiacos (DM2 e

hipercolesterolemia),>**

a tese do presente estudo postula a ocorréncia de niveis
elevados deste biomarcador em associacdo com outras moléculas lipidicas,
oxidativas e inflamatorias presentes em altos niveis em individuos com sindrome

metabdlica.
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4 OBJETIVOS

Investigar a associacdo de marcadores plasmaticos lipidicos, oxidativos,
inflamatorios e potencialmente associados a processos isquémicos em pacientes

com sindrome metabdlica.

4.1  Objetivos especificos

Em sujeitos portadores de sindrome metabodlica (SM) e saudaveis sem risco
cardiometabolico investigar e comparar os niveis plasmaticos de:

1) marcadores lipidicos e oxidativos (colesterol total, LDL-c, HDL-c,
triglicerideos, OXLDL e anti-OxLDL);

2) marcadores inflamatdérios (proteina C reativa e interleucina-6);

3) marcador de alteracdo isquémica (albumina modificada pela isquemia-
IMA);

4) avaliar possiveis variaveis intervenientes nas associacfes observadas

como: sexo, idade, histéria prévia de DM2 e histéria prévia de hipercolesterolemia.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento: foi realizado um estudo prospectivo de caso-controle em que
pacientes com sindrome metabdlica (casos) foram comparados com individuos
saudaveis (controle) sem nenhum fator de risco cardiometabolico prévio. Os dois

grupos foram corrigidos para sexo e idade.

5.2 Populacdo e amostra: o0 estudo foi realizado a partir da selecdo de
individuos afetados por sindrome metabdlica cadastrados e regularmente atendidos
no Ambulatorio de Risco Cardiometabdlico do Servigco de Cardiologia, Hospital Sao
Lucas da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul. Tais individuos
eram oriundos tanto da regido metropolitana como de outras cidades do estado do
Rio Grande do Sul. Os individuos controles foram selecionados a partir do estudo
populacional de interagcdo gene-ambiente associada ao envelhecimento e DCNT
realizado em parceria com a Universidade Federal de Santa Maria que selecionou
individuos saudaveis da populacdo gaucha oriundos de diversas partes do estado do
Rio Grande do Sul. O tamanho amostral foi calculado em 70 a 80 individuos
considerando ou um intervalo de confianca de 95%. O tamanho amostral e a
distribuicdo de uma proporcdo de dois individuos afetados para um individuo

13
L.,

controle foi similar a descrita no estudo de Piwowar et a gue investigou a

associacao entre niveis de IMA e DM2.

5.2.1 Grupo Controle: foram incluidos nesse grupo 32 individuos, de ambos os

sexos, com idade acima de 18 anos saudaveis (sem sindrome metabdlica, DM2,



51

obesidade, hipertensdo, dislipidemias, DCV, e sem estados inflamatérios) da

populacdo gaucha oriundos de diversas partes do estado do Rio Grande do Sul.

5.2.2 Grupo Caso: foram incluidos nesse grupo 74 individuos, de ambos 0s sexos,
com idade acima de 18 anos somente com SM (sem DCV) do Ambulatério de Risco
Cardiometabdlico do Servico de Cardiologia, Hospital Sdo Lucas da Pontificia

Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

5.2.3 Critérios de Inclusdo: o0s sujeitos da pesquisa foram selecionados
considerando 0s seguintes critérios de inclusdo: manifestacdo de concordancia
voluntaria para participacéo do estudo, serem ou ndo portadores de SM e possuirem
idade igual ou superior a 18 anos. Todos os pacientes com SM que foram incluidos
no estudo estavam clinicamente estaveis sem sinais de infeccbfes agudas ou
isquemia aguda. A todos os individuos incluidos no estudo foi aplicada uma

entrevista estruturada (Anexo 1).

5.2.4 Critérios de exclusdao: foram excluidos do estudo individuos: gestantes, com
idade inferior a 18 anos, individuo do grupo controle que possuiam qualquer tipo de
morbidade como hipotireoidismo, doencas cardiovasculares e neoplasias que
poderia afetar os resultados bioquimicos investigados. Nos individuos portadores de
SM, foram excluidos aqueles que apresentaram historia de evento cardiovascular
isquémico. Também foram excluidos os pacientes diabéticos que apresentavam
microangiopatia (nefropatia, retinopatia, neuropatia periférica e pé diabético) e

macroangiopatia (DAC, doenca arterial periférica, IAM e AVC).
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5.3 Variaveis Analisadas

As seguintes variaveis foram analisadas:

1. Fisiolégicas e antropométricas: pressdo arterial (PA), indice de massa
corporal (IMC), circunferéncia abdominal minima.

2 .Bioquimicos: perfil lipidico (CT, HDL, LDL,TG), glicose, OxLDL, anti-OxLDL;

3. Citocinas inflamatorias:  IL-6 e PCR-us

4. Marcador Isquémico: albumina modificada pela isquemia (IMA)

5. Morbidades: diabete mellitus, obesidade, dislipidemia e hipertenséo arterial

sistémica.

5.3.1 instrumentos

1. Pressao Arterial: A afericdo da PA seguiu critérios definidos pelo VII Joint
National Committee.'® Inicialmente, todos os procedimentos foram explicados
ao entrevistado, sendo conferidas informacdes referentes a nao realizacao de
esforco fisico, fumo ou ingestdo de cafeina durante 60min anteriores a
afericdo da PA. Esta foi medida pelo método indireto, com manbémetros
aneroides periodicamente calibrados contra manémetros de mercurio. Foram
utilizados manguitos de diferentes tamanhos para que possam envolver pelo
menos 80% do braco do entrevistado, que permaneceu sentado em uma
cadeira com as costas apoiadas. O aparelho foi colocado 2 a 3 cm acima da

fossa ante cubital, com o mandémetro sobre o braco livre de roupas, apoiado
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ao nivel do precérdio e com a palma da méao voltada para cima. As
determinacdes das pressoes sistolicas e diastolicas seguiram as fases de
Korotkoff: a fase | determinou a pressao sistélica e a fase V determinou a
pressdo diastolica. Quando os batimentos persistiram até o nivel zero, a
pressdo diastdlica foi determinada no abafamento dos sons (fase IV de
Korotkoff). A PA foi registrada com variagdo de 2 mmHg. A presséao arterial de
<130 / >85 mmHg foi considerada normal. *

. Indice de massa corporal (IMC): foi utilizado o indice de Quetelet (IMC=
peso/altura®). Valores até 25 kg/m? foram considerados normais; entre 25

kg/m? e 30kg/m? sobrepeso; e acima de 30kg/m? obesidade conforme

recomendacado do Ministério da Satde.*

. Circunferéncia abdominal: foi definida como a menor medida de uma

circunferéncia no nivel da cicatriz umbilical, no final do movimento expiratorio.
Aqueles com CA acima de 102 cm, no caso de homens, e acima de 88 cm,
em se tratando de mulheres, serdo caracterizados como portadores de
obesidade abdominal (tipo centripeto). *
. Perfil lipidico: A classificacdo dos valores de referéncia para o CT e LDL-c
corresponderam aos critérios das IV Diretrizes Brasileiras sobre
Dislipidemias.’®” TG e HDL-c corresponderam aos critérios diagnésticos do
NCEP 1ll. ® CT <200mg/dL ou HDL-c < 40mg/dL (homens) e < 50 mg/dL
(mulheres) ou LDL-c <130mg/dL ou TG <150mg/dL.
a) Colesterol total (CT): foi mensurado pelo método enzimatico padronizado
utilizando reagentes Ortho-Clinical Diagnostics® em um analisador
automatico (Vitros 950° dry chemistry system; Johnson & Johnson,

Rochester, NY, USA).'%®



54

b) HDL-colesterol (high density lipoprotein= HDL-c): utilizou-se a técnica de
precipitacdo com Heparina-Mn2+ de Gildez com algumas modificacdes
para a determinacao plasmatica do HDL-c. As lipoproteinas que continham
Apolipoproteinas B-100 (as VLDL e LDL) foram precipitadas com
heparina-Mn2+ (Sigma Chemical Co, USA); apoés, foram incubadas e
centrifugadas (centrifuga refrigerada Model RB-18ll, Tomy Seiko Co. Ltd,
Japan). Coletou-se, entdo, o0 sobrenadante para quantificacdo das
particulas de HDL-c através de reacdo enzimatica colorimétrica para
colesterol, sendo considerado como valor final a média de 2
determinac6es realizadas para cada amostra plasmatica.*®

c) Triglicerideos (TG): foi mensurado pelo método enzimatico padronizado
utilizando reagentes Ortho-Clinical Diagnostics® em um analisador
automatico (Vitros 950® dry chemistry system; Johnson & Johnson,
Rochester, NY, USA).1%®

d) LDL colesterol (low density lipoprotein= LDL-c): foi obtido pela féormula de
Friedewald et al.'® para valores de triglicérides inferiores a 400mg/dL.**°
As amostras com valores de triglicérides superiores a 400mg/dL foram
excluidas.

Formula de Friedwald = LDL= CT - HDL - VLDL*
*VLDL=TG/5
5. Glicemia de jejum: foi mensurada pelo método enzimético padronizado
utilizando reagentes Ortho-Clinical Diagnostics® em um analisador automatico
(Vitros 950® dry chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY,

USA).O valor de referéncia adotado foi de até 110 mg/dL normal.*®
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6. Determinacdo de marcadores do estresse oxidativo : a quantificacdo de
OXLDL e anti-OxLDL foram realizadas através de ensaio imunoenzimatico

I.,77

(ELISA) de acordo com a técnica descrita por Holvoet et al.,”” e por Wu and

Lefvert,'*!

respectivamente.

7. Determinacdo de marcadores inflamatorios: a gquantificacdo de IL-6 foi
realizada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) usando Kits comerciais
Biomyx Technology, San Diego, USA, seguindo o protocolo do fabricante.
PCR-us foi avaliada por nefelometria (Dade Behring, Newark, DE, EUA),
utilizando anticorpo monoclonal para PCR-us humana (com limite de
deteccdo de 0.175 mg/l e uma sensibilidade analitica de 0.04 mg/l), em
aliquota de soro resfriado, conforme previamente descrito.*?

8. Determinacdo de Marcador Isquémico: albumina modificada pela isquemia
(IMA) foi mensurada por ensaio colorimétrico com cobalto, descrito por Bar-
Or et al. ® Esse método envolve a adicdo de 50 pL de 0.1% de cloreto de
cobalto (Sigma, CoCl,.6H,0) em H20 para 200 pL de soro e esperar 10 min
para a adequada ligacdo do cobalto com a albumina (ACB). 50 pL de
dithiothreitol (DTT) (Sigma, 1.5 mg/ml H,O) foram adicionados para acontecer
a reagdo de cor, apés 2 min foi adicionado 1.0 mL de 0.9% de NaCl para
encerrar a reacdo. Toda a reagao deve acontecer a uma temperatura de
37°C. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 470 nm (Hitachi U-
2800A°, Hitachi High-Technologies Corporation, Japan), utilizando o cobalto
sérico branco sem DTT, e os resultados foram reportados em unidade de
absorbéancia (ABSU). O ensaio colorimétrico mede o cobalto que nao se ligou

a albumina depois da reagéo de ligacdo. Assim, com menos cobalto ligado a

albumina, mais cobalto livre fica disponivel, resultando em elevada
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absorbéancia. A curva padrdo foi preparada no intervalo de 6,0-60,0 g
CoClI2/ml. Uma unidade IMA foi definida como "g" de liberdade Co (llI) na
mistura de reacdo por mL de amostra de soro. O ensaio encontrou linearidade
dentro desta faixa. O coeficiente de variacdo (CV) para testar a
reprodutibilidade foi calculado pela repeticdo de uma amostra de pacientes
(15,6 unidades IMA) em seis ensaios em duplicata e foi encontrado ser <15%,
o qual foi baixo, mas dentro de niveis aceitaveis. Estas condi¢cdes foram

semelhantes aos descritos anteriormente por Chawla et al. **3

5.3.2 Variaveis Clinicas

Diabetes mellitus

O diabete foi definido pela glicemia de >110mg/dl de acordo com o NCEPIII.*
Os pacientes que referirem ser portadores da doenca em tratamento atual também

serdo considerados diabéticos.

Obesidade

A obesidade foi avaliada mediante o calculo do indice de massa corporal
(IMC). O peso dos individuos vestindo roupas leves e descalcos foi verificado
utilizando-se uma balanca portatii com capacidade de registrar 120kg e uma
precisdo de 0,1kg. Para a determinacdo da estatura foram utilizadas trenas

metalicas com escala de 0,5cm. Foram consideradas obesas as pessoas cujo IMC
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for igual ou superior a 30kg/m?, e com sobrepeso aquelas com IMC entre 25 e

<30kg/m?. *

Dislipidemia

A determinacédo das dislipidemias envolveu as alteracfes de forma isolada ou
em conjunto dentre os quatro parametros dosados (valores de referéncia), e os

portadores de disturbios lipidicos em uso de medicacao especifica.

Hipertenséo arterial sistémica (HAS)

A classificacdo diagnostica da HAS foi de acordo com o NCEPIIl, onde a
Sistolica deve ser > 130 mm Hg ou em tratamento para HAS e Diastdlica > 85 mm

Hg ou em tratamento para HAS.*

5.4  Logistica Geral

Informacdes sobre estilo de vida e aspectos clinicos foram obtidas a partir de
uma entrevista estruturada e avaliagdo fisica incluindo antropometria e medida de
pressdo arterial sistémica aplicada pelos profissionais da area da saude do
Ambulatério de Risco Cardiometabdlico e pesquisadores previamente treinados
envolvidos no estudo.

Uma vez incluidos no Ambulatério os individuos com sindrome metabdlica

foram convidados a coletar sangue para a realizagdo das andlises bioquimicas
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complementares. O sangue foi processado e armazenado em freezer -80 °C até ser
posteriormente analisado. As analises bioquimicas dos marcadores lipidicos e
oxidativos foram conduzidas no Laboratério de Biogendémica, Departamento de
Morfologia, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Santa Maria.
As andlises bioquimicas dos marcadores inflamatérios e de isquemia foram
conduzidas no Laboratério de Analises Clinicas LabMed Ltda. também localizado em

Santa Maria-RS.

5.5 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o pacote estatistico SPSS Versao
12.0. Inicialmente as variaveis bioquimicas foram investigadas quanto a distribuicao
normal dos seus valores utilizando o teste Kolmogorov-Smirnorf. Para as variaveis
sem distribuicdo normal foi realizada transformacéo em log a fim de se utilizar testes
paramétricos. Tais variaveis foram entdo comparadas entre os individuos com SM
(casos) e sem SM (controles) por teste Student t. Teste adicional comparando a
possivel associacdo entre os biomarcadores investigados em cada grupo de
individuos foi feito através de analise de correlacdo de Pearson, onde valores de
0,70 para mais ou para menos indicam uma forte correlacao, 0,30 a 0,70 positivo ou
negativo indica correlacdo moderada e de 0 a 0.30 indica uma fraca correlacao.
Variaveis categéricas entre os dois grupos foram comparadas utilizando-se teste do
qui-quadrado (x2) e/ou exato de Fisher. Apds a realizacdo das analises estatisticas
univariadas foi realizada analise multivariada por regressédo logistica, método

Backward Wald a fim de se verificar a possivel influéncia de variaveis intervenientes
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como o0 sexo, a idade ou outra variavel qualquer cuja analise univariada que
comparou seus valores entre os individuos caso e controle tenha apresentado um p<
0,20. Todos os testes foram bi-caudais e considerados estatisticamente significativos

quando o p<0,05.

5.6 Etica

O estudo apresentado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (N° protocolo 07/04069).
Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 2). O protocolo foi conduzido segundo as normativas da Resolucao

196/1996.
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6 RESULTADOS

Um total de 106 individuos foi incluido no estudo, sendo 32 controles (30,2%)
e 74 portadores de sindrome metabdlica (69,8%). Destes, 34 eram do sexo
masculino (32,1%) e 72 do sexo feminino (67,9%) nao ocorrendo diferencas
significativas entre os grupos caso e controle (x2=2,151, p=0,142). A idade média
dos individuos portadores de SM foi de 57,5+8,3 e de 55,24+8,8 anos ndo sendo
estatisticamente diferente (p=0,559).

As caracteristicas gerais dos individuos saudaveis e portadores de SM séo
apresentadas na Tabela 1. No caso, sujeitos com SM apresentaram média elevada
de IMC, PAS, PAD, colesterol total, LDL-c, triglicerideos e glicose. A Unica variavel

que ndo apresentou diferenca estatistica entre os dois grupos foi o HDL-c.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos individuos com e sem SM participantes do

estudo.
Variaveis Grupos p
Controle SM
MédiatDP MédiatDP
N 32 74
Género Homens 11 (34.4) 20 (27.0) 0.595
Mulheres 21 (65.6) 54 (73.0)
IMC (Kg/m2) 22.1+4.6 32.646.1 0.0001
Circunferéncia abdominal (cm) 78.8+7.9 107.2+12.3 0.0001
PAS (mmHg) 117.5+8.0 147.8+26.8 0.001
PAD (mmHg) 74.6+18.5 85.9+15.9 0.01
Glicose (mg/dL) 81.7+7 133.7+68.7 0.001
Colesterol Total (mg/dL) 148.5+£17.8 200.4+58.1 0.001
HDL-c (mg/dL) 50.5+9.3 48.2+12.9 0.371
LDL-c (mg/dL) 78.2+11.5 114.4+49.5 0.001
Triglicerideos (mg/dL) 99.4+43.5 214.9+34.8 0.001

IMC= indice de massa corporal, PAS= pressao arterial sistélica; PAD= pressao arterial diastélica;

DP= desvio padrao; A analise estatistica foi realizada pelo Teste t de Student.

A seguir marcadores inflamatérios, lipidicos, oxidativos e de isquemia foram
investigados comparando-se os valores médios entre os dois grupos. Como pode

ser observado na Tabela 2, os valores de IMA, PCR-us, IL-6, OxLDL e anti-OxLDL
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foram significativamente maiores nos individuos portadores de SM do que nos

saudaveis.

Tabela 2 - Comparagédo entre biomarcadores lipidicos, oxidativos, inflamatorios e

isquémico em individuos saudaveis e com SM.

Variaveis Grupos p
Controle SM
MédiatDP MédiatDP
IMA (ABSU) 0,338+0,0486 0,618+0,1355 0,0001
PCR-us (mg/dL) 0,172+0,0716 1,721+0,964 0,0001
IL- 6 (pg/mL) 17,06%3,17 53,20+14,52 0,0001
OXLDL (mg/dL) 0,193+0,261 0,662+0,461 0,0001
anti-OxLDL (mg/L) 3,359+2,277 27,822+17,010 0,001

ABSU= unidades de absorbancia

Uma vez que individuos portadores de SM apresentaram niveis elevados de
IMA que é um marcador potencial de isquemia, foi realizada uma analise adicional
de correlagéo entre a IMA, glicemia, perfil lipidico e demais biomarcadores lipidicos,
oxidativos e inflamatérios avaliados no presente estudo. A Tabela 3 apresenta as
principais correlagdes entre IMA e os demais marcadores (colesterol total, LDL-c,
triglicerideos, glicose, PCR-us, OxLDL, anti-OxLDL,IL-6, IMC e PAS). N&ao se

verificou correlagéo significativa entre HDL- ¢, PAD e niveis de IMA.
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Tabela 3 - Correlagédo entre albumina modificada pela isquemia (IMA), e variaveis

bioquimicas, fisioldgicas e antropométricas em individuos com e sem SM.

Variavies Independentes Correlacao
r? p

Colesterol total (mg/dL) 0,561 <0,0001
HDL-c (mg/dL) -0,194 0,230
LDL-c (mg/dL) 0,418 0,001
Triglicerideos (mg/dL) 0,674 0,0001
Glicose (mg/dL) 0,574 0,001
OXLDL (mg/dL) 0,585 0,0001
anti-OxLDL (mg/dL) 0,575 <0,0001
PCR-us (mg/dL) 0,649 <0,0001
IL-6 (pg/mL) 0,723 <0,0001
PAS (mmHgQ) 0,522 <0,0001
PAD (mmHg) 0,177 0,168
Circunferéncia abdominal (cm) 0.716 <0.0001

IMC= indice de massa corporal; PAS= presséao arterial sistélica;
PAD= presséo arterial diastélica.

Em relacdo ao perfil lipidico, uma correlagdo positiva moderada foi observada
entre o colesterol total (r>= 0,561, p < 0,0001) e triglicerideos (r* = 0,674, p = 0,0001)
enquanto que uma correlacdo positiva moderada foi observada entre os niveis de
IMA e de LDL-c (* = 0,418, p = 0,0001). Entretanto, foi observada correlacéo

negativa entre IMA e HDL-c (> = -0,194, p = 0,230). Em relac&o & glicemia uma
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correlacdo positiva moderada entre os niveis de IMA e glicose foram observadas (r*
=0,574, p=0,001).
Associacdo positiva moderada entre IMA e os niveis de OxLDL (r* = 0,585,
p=0,0001) e anti-OXLDL (r* = 0,574, p < 0,0001) também foi observada neste estudo.
Em relacdo as citocinas, verificou-se associacdo positiva moderada
significativa entre os niveis da IMA e PCR-us (r* = 0,649, p< 0,0001) e uma forte

correlacdo positiva entre IMA e IL-6 (r* = 0,723, p< 0,0001).

Além disso, foi observada correlacdo positiva moderada entre os niveis de
IMA e PAS (r* = 0,522, p < 0,001) e uma forte correlacdo com a circunferéncia
abdominal (r*=0.716, p<0.0001). N&o foi observada correlacédo entre os niveis de

IMA e PAD (= 0,177, p = 0,168).

Adicionalmente foram realizadas analises estatisticas para avaliar a
associacao entre IMA e IMC. O grupo controle ndo apresentou individuos obesos
(>30 kg/m?), enquanto que no grupo SM 08 (10,8%) individuos apresentaram IMC <
25 kg/m?, 25 (33,8%) apresentaram sobrepeso (>25 kg/m? < 30 kg/m?) e 41 (55,4%)
foram considerados obesos (> 30 kg/m?). N&o se observou diferenca significativa
entre IMA e IMC no grupo controle (<25 kg/m?= 0,335+0,049 e sobrepeso=
0,355+0,045, p=0,398). O mesmo ocorreu no grupo caso (SM), em que néo se
verificou diferenca significativa entre IMA e IMC (<25 kg/m? = 0,625+0,120,
sobrepeso= 0,572+0,203 e obesos= 0,645+0,0598, p=0,477). Adicionalmente, o
teste de correlagéo de Pearson entre IMA e IMC no grupo caso, bem como no grupo
controle ndo mostrou diferencas significativas (r’=0,013, p=0,944 e r’= -0,31,

p=0,865, respectivamente).
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A analise multivariada para observar se os niveis de significancia de IMA
seriam mantidos apds a correcdo para o IMC foram realizados. A significancia
estatistica foi mantida apds a correcdo para todas as outras variavies (IMA Wald =
12,394, p = 0,001; IMC Wald = 3,866, p = 0,049). Além disso, foi realizada uma
analise estatistica, considerando a estratificacdo do IMC em cada grupo (controle e
SM) separadamente. No grupo controle, 05 individuos apresentavam sobrepeso
(>25 kg/m? <30 kg/m?) e 27 apresentaram valores de IMC <25 kg/m?. A andlise
estatistica  mostrou  valores semelhantes de IMA nestes  grupos
(<25kg/m?=0.335+0,049, sobrepeso = >25kg/m2 = 0,335+0,454, p = 0,398). Como, 0
namero de individuos com sobrepeso foi muito baixo, uma analise de correlacao de
Pearson entre IMA e os valores do IMC foram realizados no grupo controle. N&o foi
observada uma correlacao significativa (r2 = 0,013, p = 0,944). Portanto, em nossa
amostra, os niveis de IMA apresentaram uma associacdo com a SM independente

dos valores de IMC.

A seguir foi realizada uma analise adicional para averiguar o possivel efeito
do DM2 nos resultados investigados. Na amostra de pacientes SM 37 (50%) eram
portadores de DM2 e 37 (50%) ndo apresentaram esta morbidade prévia.

Uma comparacdo entre os biomarcadores investigados entre pacientes
sindrdbmicos com e sem historia prévia de DM2 mostrou que, com excecao dos
niveis de colesterol total e glicose que foram mais altos nos individuos com SM e
diabetéticos, os niveis da IMA e dos demais biomarcadores foram similares entre os
individuos com SM, mas sem DM2, previamente diagnosticada. A Tabela 4
apresenta os resultados obtidos nesta analise.

Para averiguar a influéncia da hipercolesterolemia nos resultados obtidos,

uma vez que a literatura descreve associacdo entre esta morbidade e niveis
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elevados de IMA, foi feita uma analise comparativa entre as médias dos
biomarcadores investigados entre individuos sindrbmicos com e sem
hipercolesterolemia. Apenas oito individuos portadores de SM foram classificados
como hipercolesterolémicos (> 240 mg/dL). Como pode ser observado na Tabela 5,
individuos com SM e hipercolesterolémicos apresentaram niveis significativamente
mais elevados de colesterol total, LDL-c e triglicerideos. Os niveis de anti-OxLDL
ficaram no limite da significancia. Nesta anélise, os niveis de IMA também foram

similares entre individuos com SM portadores ou nao de hipercolesterolemia.



Tabela 4 - Comparacédo de marcadores aterotrombdéticos e isquémico em individuos

com sindrome metabodlica com e sem DM2

Variaveis Grupos MédiatDP P

IMA (ABSU) SM+DM2 0,58+0,18 0,148
SM 0,65+0,09

Colesterol Total (mg/dL) SM+DM2 220,4+57,4 0,007
SM 180,3+52,5

HDL-c (mg/dL) SM+DM2 47,92+13,93 0,897
SM 48,37+12,11

LDL-c (mg/dL) SM+DM2 104,60+47,07 0,207
SM 123,34+51,81

Triglicerideos (mg/dL) SM+DM2 193,64+174,23 0,249
SM 234,83+81,50

Glicose (mg/dL) SM+DM2 165,90+83,63 0,000
SM 100,40+16,99

PCR-us (mg/dL) SM+DM2 1,88+2,46 0,616
SM 1,55+1,34

OXLDL (mg/dL) SM+DM2 0,70+0,58 0,556
SM 0,61+0,30

anti-OxLDL (mg/dL) SM+DM2 24,40+18,20 0,232
SM 31,25+15,47

IL-6 (pg/mL) SM+DM2 50,90+15,37 0,347
SM 55,51+13,67

IMC (Kg/m?) SM+DM2 33,03+5,52 0,344
SM 31,6846,67

Circunferéncia Abdominal (cm) SMD+DM2 111.39+13.91 0.000

SM

103.14+11.3




68

Tabela 5 - Comparacédo de marcadores aterotromboticos e isquémico em individuos

com sindrome metabdlica com e sem hipercolesterolemia.

Variaveis Grupos MédiatDP P

IMA (ABSU) SM+Hipercolesterolemia 0,60+0,10 0,344
SM 0,64+0,07

Colesterol Total (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 295,37+41,13 0.000
SM 185,15+44,50

HDL-c (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 49,57+15,74 0,827
SM 48,40+12,70

LDL-c (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 182,75+53,86 0,000
SM 99,43+36,00

Triglicerideos (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 362,00+283,50 0.001
SM 189,65+84,56

Glicose (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 171,87+125,02 0,120
SM 128,83456,22

PCR-us (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 2,41+1,78 0,649
SM 1,82+2,11

OxLDL (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 0,87+0,19 0,445
SM 0,66+0,45

anti-OxILDL (mg/dL) SM+Hipercolesterolemia 45,60+9,22 0,067
SM 26,99+16,48

IL-6 (pg/mL) SM+Hipercolesterolemia 67,20+11,78 0,086
SM 52,28+13,96

IMC (Kg/mz) SM+Hipercolesterolemia 32,7+6,0 0,164
SM 29,643,3

Circunferéncia abdominal SM+Hipercolesterolemia

107.33+£14.32 0.871

(cm)

SM

106.7+8.56
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Analise multivariada confirmou que associacao entre niveis elevados de IMA
e SM e foram independentes da histéria prévia de DM2, de hipercolesterolemia,
sexo e idade dos sujeitos investigados (p=0.0405). Andlise multivariada também
mostrou que os niveis de PCR-us, OxLDL, anti-OxLDL e IL-6 foram associados com
SM independente de historia prévia de DM2, de hipercolesterolemia, sexo e idade

dos sujeitos investigados.

A carta de pré-aceite para a publicacdo do artigo, gerado a partir dos dados
da presente tese, no The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism encontram-

se no apéndice A e B.
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7 DISCUSSAO

O estudo conduzido postulou a ocorréncia de diferencas nos niveis de
marcadores lipidicos, oxidativos, inflamatorios e da IMA, que € um potencial
marcador de isquemia entre individuos com sindrome metabdlica e sem sindrome
metabdlica. Como pode ser observado a partir dos resultados descritos, individuos
com SM apresentaram niveis maiores de IMA, IL-6, PCR-us, OxLDL e anti-OxLDL
do que os controles.

A reviséo da literatura, até o presente momento, indica que este é o primeiro
estudo a identificar possivel associacéo entre niveis de IMA em individuos com SM,
ainda que estudos anteriores ja tenham descrito que em individuos diabéticos e
hipercolesterolémicos este marcador também estaria elevado. *3*

Tais resultados serdo discutidos a fim de compreender se 0s mesmos
possuem plausibilidade biolégica e se séo cientifica e clinicamente relevantes.

Como foi anteriormente comentada, a alteracdo da albumina sérica tem sido
avaliada como um possivel marcador bioguimico de isquemia cardiaca. Isto porque,
a isquemia miocardica produz uma diminuicAo na capacidade de ligagdo da
albumina a metais de transi¢do, principalmente a ligagdo desta molécula com o
cobalto, o que produz uma alteracdo com subsequente formacdo da chamada
albumina modificada pela isquemia (IMA). Estudos indicam que o nivel de IMA se
eleva minutos apds o inicio da isquemia permanecendo alto em um periodo de 06 a
12 horas. Geralmente ap6s 24 horas ocorre uma diminuicdo nos valores de IMA.**
Parece que a IMA seria um bom marcador de isquemia na auséncia de necrose, 0
qgue significa também que outros marcadores como a troponina nao estdo

elevados.®
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A relevancia da IMA como marcadora de isquemia se traduz na rapidez do
diagnoéstico que pode ser feito antes que ocorra a destruicdo das células cardiacas,
diminuindo a lesdo e possibilitando um tratamento terapéutico mais precoce
daqueles individuos em que se suspeita a ocorréncia de IAM.***

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram associacdo entre niveis
de IMA e SM em individuos sem isquemia aguda. A plausibilidade biologica desses
resultados esta baseada em um recente estudo conduzido por Serne et al.,*** em
gue sugere que o potencial mecanismo fisiopatolégico da SM talvez seja a disfuncéo
microvascular, definida como disfuncao de resisténcia de pequenos vasos (diametro
< 150 ym) que desempenha um papel importante na regulacdo do fluxo sanguineo
coronario. Nesse caso, a disfungcdo microvascular seria um mecanismo de base para
a associacdo entre hipertensdo, obesidade e resisténcia a insulina, que sé&o

componentes da SM. Essa hipétese é corroborada por Pirat et al.,**®

gue estudaram
33 individuos com SM e 35 individuos controles pareados para idade e sexo e
encontraram alteracdes no fluxo de reserva coronéria (FRC) em individuos com SM.
Esses resultados suportam a idéia que a disfungdo microvascular coronéria, que é
um achado precoce na aterosclerose esta presente também em individuos com SM.
Portanto, a presenca de disfuncdo vascular associada a SM poderia ser uma
explicagdo para o aumento dos niveis de IMA e outros marcadores inflamatorios
observados aqui no presente estudo.

Um estudo prévio, realizado por Piowowar et al.,'* descreveu uma
associacao entre IMA e DM2. O estudo analisou 76 diabéticos e 25 controles para
investigar a possivel conecg¢do entre niveis de IMA, complicacbes vasculares,

controle glicémico, hipertenséo, dislipidemia e obesidade. Os autores encontraram

que pacientes com DM2 tinham niveis elevados de IMA em comparacdo aos
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individuos controles, independente de outros fatores de risco metabdlicos, tais como
obesidade e dislipidemia, e aqueles pacientes com um pobre controle glicEmico
tinham niveis de IMA mais elevados em relacdo aos individuos com um bom
controle glicBmico. Em uma investigacdo recente realizada por Duarte et al.,**
também foi encontrado niveis elevados de IMA e hipercolesterolemia (niveis de
colesterol entre 250 a 529 mg/dL), quando comparados ao grupo controle (niveis de
colesterol entre 104 a 178 mg/dL).

Similarmente, as investigacdes anteriores realizadas por Duarte et al.,** e

Piwowar et al.,*®

0 presente estudo encontrou associagao entre IMA e SM, porém foi
independente de DM2 e hipercolesterolemia. Baseados nessa associagao
encontrada pode-se postular que esse disturbio metabdlico possa levar a disfuncao
microvascular, que poderia ser o gatilho para o aumento dos niveis de IMA. Levando
em consideracado os resultados encontrados com DM2, hipercolesterolemia e SM, os
niveis de IMA podem nao ter necessariamente uma origem cardiaca, mas sim
diversas origens. Nesse sentido, uma questdo que precisa ser respondida é: quais
sdo os fatores bioquimicos e fisiolégicos comuns para essas morbidades e o
possivel gatilho para o aumento dos niveis de IMA? Investigacdes sugerem que a
modificacdo estrutural da albumina pode ocorrer como resultado da hipoxia
endotelial e extracelular, acidose, tensdo reduzida de oxigénio, disfuncdo da bomba
de fons e geracdo de EAOs.'?%'%? O desbalanco na producdo de EAOs, o qual causa
0 estresse oxidativo, sdo bem conhecidas como moléculas responséveis por danos
a proteinas, lipideos, carboidratos, DNA e nucleotideos, bem como danos a
estrutura da membrana celular. Um estudo experimental sugere que EAOSs,

principalmente o radical hidroxila pode modificar a albumina humana, resultando em

formacéo de IMA.*’
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O papel do estresse oxidativo na SM ainda nao esta totalmente esclarecido,
mas a sua importancia nesse processo reside principalmente nas manifestacfes
associadas a SM, tais como a aterosclerose, hipertensdo, obesidade e resisténcia a
insulina. Por esse motivo, tem sido sugerido que o estresse oxidativo pode ser um
evento primario e desencadeador da SM, mais do que meramente uma
conseqtiéncia.

Individuos com SM tém elevados niveis de dano oxidativo, evidenciado pela
diminuicdo da protecdo antioxidante, da atividade da superoxido dismutase,
aumento da peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas. ® Adicionalmente,
investigacbes epidemiolégicas, como o estudo de Framingham, também tém
reportado que o IMC e o diabetes estdo intimamente associados com o estresse
oxidativo sistémico, e que as EAOs podem ser o mecanismo de ligacdo entre SM e
dieta associados com a hipertensao (alta ingestao de sal) e obesidade (alta ingestao
de gorduras).**®

O presente estudo suporta a hipotese da associacdo entre SM e estresse
oxidativo, uma vez que foi observado niveis elevados de moléculas geradas e
associadas com o estresse oxidativo, tais como a Ox-LDL e o anti-OxLDL, bem
como moléculas envolvidas na resposta inflamatoria, como a PCR-us e a IL-6. Além
disso, também foram verificadas significativas e positivas correlagbes entre essas
moléculas e niveis de IMA.

A OxLDL desempenha um papel crucial no desenvolvimento da aterosclerose,
e dados experimentais suportam a hipotese que OxLDL est4 associada também com
a SM.”” Esses autores reportaram que altas concentracbes de OxLDL foram
associadas com o aumento da incidéncia de SM, bem como seus componentes,

obesidade abdominal, hiperglicemia e hipertrigliceridemia. Portanto, os resultados
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agui descritos também mostraram uma associacao similar entre OxLDL, anti-OxLDL
e SM.

A modificacdo oxidativa da LDL induz a formacéo de epitopes imunogénicos
na molécula de LDL, o qual leva a formacdo de anticorpos contra a OxLDL, que
pode ser detectada no soro.'*® Estudos tém demonstrado que a molécula de anti-
OXLDL pode bloguear a captacdo de OxLDL pelos macrofagos em lesdes
ateroscleroticas, sugerindo um possivel papel protetor para a formacao de células
espumosas.’® Entretanto, como os resultados aqui obtidos mostraram correlacdo
positiva entre IMA, OxLDL e anti-OXLDL, ou seja, correlacdo diretamente
proporcional, mesmo que o sistema imune esteja tentando combater as OxLDLs,
através do anti-OxLDL, os niveis de IMA continuam aumentados, incrementando o
risco de eventos isquémicos em individuos com SM em relacdo aos controles.

O estresse oxidativo pode ser um determinante dos niveis de PCR-us e
promove processos inflamatdrios pro-aterogénicos em estagios iniciais do
desenvolvimento da doencga coronariana, e tem sido previamente associado com SM
e DM2.1%!2! yma metandlise de estudos prospectivos demonstrou um aumento do
risco de doenca coronariana com o aumento dos niveis de PCR-us.'?* Elevados
niveis de citocinas pro-inflamatorias, incluindo I1L-6 s&o considerados marcadores de
inflamac&o sistémica e forte determinante de eventos ateroscleréticos futuros.*** Um

estudo de caso-controle, realizado por Van Guilder et al.,*®

mostrou que individuos
obesos com SM apresentaram significativamente altas concentracfes plasmaticas
de OxLDL (62.3 +/- 3.2 versus 54,0 +/- 4.0 U/L; p < 0.05), PCR (3.0 +/- 0.6 vs. 1.5 +/-
0.3 mg/L; p<0.01), TNF-a (2.1 +/- 0.1 vs. 1.6 +/- 0.1 pg/mL; p < 0.05), IL-6 (2.8 +/-
0.4 vs. 1.4 +/- 0.2 pg/mL; p <0.01) e interleucina-18 (IL-18) (253 +/- 16 vs. 199 +/- 16

pg/mL; p<0.01), comparado com adultos obesos sem SM. Estes resultados sugerem
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gue a SM intensifica 0 estresse oxidativo e a cascata de eventos inflamatorios em
adultos obesos. Aléem disso, 0 aumento do estresse oxidativo e inflamatorio pode
contribuir para um grande risco para DCV e cerebrovascular em adultos obesos com
SM.

Succurro et al.,*’

mostraram que a IL-6 esta correlacionada com resisténcia a
insulina e componentes individuais da SM. Além disso, mostrou que niveis
aumentados de IL-6 conferem risco aumentado de ter SM sob condi¢des
patofisiologicas, tais como, resisténcia a insulina e obesidade visceral. Estudos tém
mostrado que a IL-6 afeta a producdo de PCR, o que, por sua vez afeta a producao
de moléculas de adeséo, de coagulacdo e aumenta a captacdo de OxLDL. Dessa,
forma interferindo na modulacdo de muitos dos eventos que promovem a doenca
aterosclerética. *** Aqui também foi verificada uma moderada correlacdo, positiva
entre IMA e PCR-us e uma forte correlacdo entre IMA e IL-6. Nesse caso, €
importante destacar o papel da IL-6 como uma mediadora da inflamacao,
desempenhando a fungéo de citocina chave na resposta de fase aguda, bem como
seus efeitos, que incluem a estimulacdo da PCR e producdo de fibrinogénio no
figado, liberacdo de leucdcitos e plaguetas da medula 6ssea e ativagdo do endotélio
e homeostase.'® Muitos estudos tém associado os niveis de IL-6 com obesidade e
componentes da SM, principalmente com a resisténcia a insulina e
dislipidemia.****?"1?8 \WWannamethee et al.,'* investigaram a relacdo entre niveis
plasmaticos de IL-6, resisténcia a insulina, marcadores metabdlicos, inflamatorios e
hemostéaticos em 3490 homens com idade entre 60 a 79 anos ingleses. Os autores
mostraram que a IL-6 estava significativamente associada com a idade, IMC,
circunferéncia abdominal, tabagismo, baixa atividade fisica, classe social e ingestao

alcodlica. Entretanto, ndo encontraram associacdo entre IL-6 com resisténcia a
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insulina ou outros componentes (glicose, triglicerideos, pressao arterial, exceto para
a HDL-c), hematocrito, fator VII e adiponectina depois de ajustado para idade e
circunferéncia abdominal. Porém, os autores também encontraram uma forte
associacdo entre IL-6 com outros marcadores, tais como PCR, fibrinogénio,
leucdcitos, viscosidade plasmatica, com marcadores de coagulacéo (fibrina, dimero
D, fator VIII e fator 1X) e marcadores de disfuncdo endotelial (fator de Von
Willebrand, tecido ativador de plasminogénio). Depois de ajustada para fibrinogénio,
a associacdo entre IL-6 e viscosidade plasmatica permaneceu significativa, que €&
consistente com a hipotese de que a IL-6 induz o aumento de proteinas séricas, que
por sua vez aumentam a viscosidade sérica e plasmatica. O risco para a SM
aumentou significativamente com o aumento dos niveis de IL-6, mas foi atenuada
depois de ajustada para IMC. Os autores sugerem que a IL-6 pode ter um potencial
papel como uma mediadora entre fatores de risco cardiovascular e diversos
mecanismos bioldgicos para a DCV. Esses achados, em parte corroboram o0s
nossos resultados, uma vez que foi encontrada correlacédo entre IL-6 e IMA, que é
uma proteina sérica, bem como, niveis aumentados dessa citocina em individuos
com SM. Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados seria que
individuos com SM tém um processo inflamatdrio instalado e continuo. Além disso, a
inflamac&o pode causar edema tecidual, que por sua vez, pode alterar a fisiologia
vascular, levando a uma diminuicdo na perfusao do oxigénio (ou seja, menos aporte
de oxigénio aos tecidos). Em conseqiiéncia disso, 0s niveis de IMA, que é a
albumina modificada pela maior demanda de oxigénio do que de suprimento
(isquemia) podem se elevar.

Uma pergunta que podemos explorar é se niveis mais elevados de IMA

poderiam estar relacionados com valores de IMC? Infelizmente nossa amostra
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controle ndo apresentou individuos obesos. Por este motivo, foi realizada uma
analise estatistica adicional, considerando a estratificacdo do IMC, e os resultados
sugerem que a IMA e os valores de IMC néo estao diretamente relacionados. Neste
caso, essa questao precisa ser estudada em uma investigacdo complementar.
Outras consideracdes importantes que precisam ser comentadas sobre a
associacdo entre os niveis de IMA e SM dizem respeito aos possiveis fatores
intervenientes relacionados a modula¢des dos niveis de IMA, incluindo exposicao
farmacoldgica ou terapia medicamentosa. Um estudo que incluiu 37 pacientes com
DAC estavel, submetidos a avaliacdo ndo-invasiva, e a um teste de estresse
farmacoldgico foi realizado. Os autores descobriram que 0s niveis plasmaticos IMA
mudaram significativamente durante o teste de estresse farmacolégico.**® No
entanto, as investigacdes sobre a possivel influéncia da terapia farmacoldgica em
niveis IMA ainda séo incipientes. Outra importante variavel interveniente sobre os
niveis IMA poderia ser o nivel de lipideos, como os triglicerideos. As investigacdes
sugerem que os triglicerideos tém uma fungdo de armazenamento de toxicidade
resultante, principalmente, da cadeia longa de acidos graxos nao-esterificados
(AGNE) e seus produtos como ceramidas e diacilgliceréis. Como os critérios de SM,
incluem niveis mais elevados de triglicerideos (> 150 mg/ dL), essa variavel poderia
interferir nos niveis IMA. No entanto, em um estudo anterior realizado por Gidenne et
al.,’®! as concentracdes de triglicerideos ndo mostraram interferéncia significativa
nos niveis IMA. Estudos anteriores que analisaram os valores de IMA entre
normolipideos e hipercolesterolémicos corroboram estes dados, uma vez que nao foi

encontrada associacdo positiva entre os niveis de triglicerideos e IMA. **

Em sintese, o presente estudo mostrou altas concentracées de IMA em

individuos com SM, bem como associacdo entre SM e outros biomarcadores que
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aumentam o risco cardiovascular. Os niveis elevados de IMA, PCR-us, IL-6, OxLDL
e anti-OxLDL em individuos com SM indicam um processo inflamatério e isquémico
possivelmente mais acentuado do que encontrados em individuos saudaveis. Logo,
pode-se inferir que esses individuos tém um risco aumentado para desencadear a
cascata de eventos aterotromboticos e evoluir para SCA. Além disso, uma vez que
nao existe padrao-ouro (usa-se multiplas ferramentas, onde o ECG na entrada é o
padrdo) para o diagnostico da isquemia cardiaca, o0 presente estudo corrobora
outros estudos que ja demonstraram que a IMA tem valor preditivo negativo para

SCA e alta sensibilidade para eventos clinicos adversos, na auséncia de necrose.

99,102,104

Como o estresse oxidativo est4 associado com muitos componentes da SM,
89 como a resisténcia a insulina, hipertensdo, aumento dos lipideos e de marcadores
inflamatdrios e disfuncdo endotelial, estudos adicionais incluindo investigacdes de
variacbes genéticas e padrdo dietético, associadas ao metabolismo oxidativo,
necessitam ser realizados para auxiliar na elucidacéo da associacao entre IMA e SM

e seu potencial papel clinico, com vistas a prevencédo da morbi-mortalidade por DCV.
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8 CONCLUSOES

- Individuos com SM apresentaram meédias significativamente maiores de
IMC, PAS, PAD, CT, LDL-c, triglicerideos, glicose, circunferéncia abdominal, IMA,
PCR-us, IL-6, OXLDL e anti-OxLDL com relacdo aos individuos controles.

- A analise de correlacdo de Pearson mostrou correlacdo positiva de
moderada a forte entre IMA e: glicose, CT, TG, LDL, PAS, OxLDL, anti-OxLDL,
PCR-us, e IL-6; Nao foi observada correlacdo entre os niveis de IMA, IMC e PAD;
Entretanto, foi observada correlacédo negativa entre IMA e HDL-c;

- Andlise multivariada confirmou que os niveis de IMA foram independentes
de DM2, hipercolesterolemia, sexo e idade dos sujeitos investigados;

- Andlise multivariada também mostrou que os niveis de PCR-us, OxXLDL,
anti-OxLDL e IL-6 foram associados com SM independente de DM2,

hipercolesterolemia, sexo e idade dos sujeitos investigados.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

E importante ponderar algumas consideracdes associadas ao desenho
metodolégico do estudo. O estudo conduzido foi do tipo caso-controle com uma
amostra relativamente pequena, o que impede analises mais complexas e acuradas.
Contudo, ainda existe a possibilidade de que fatores genético-ambientais possam
estar influenciando nos resultados descritos. Por exemplo, estudos prévios,
conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa tem reportado achados sugerindo
associacao entre obesidade ou sobrepeso, SM e polimorfismos genéticos envolvidos
no metabolismo oxidativo, lipidico e vascular.®”*** Para minimizar o impacto das
variaveis de confusdo, o estudo foi conduzido com sujeitos com idades similares,
nao fumantes e que nao estivessem utilizando medicamentos que pudessem
influenciar nos marcadores inflamatérios e oxidatvos (por exemplo estatinas).
Adicionalmente, todos os individuos com SM incluidos nesse estudo eram
sedentarios e foram avaliados pelo servico de cardiologia. Os individuos saudaveis
também foram avaliados e ndo apresentaram qualquer disfuncdo ou morbidades
relacionadas a SM. Entretanto, resguardadas as limitacbes, o estudo abre
perspectivas de investigagcbes adicionais que podem ser importantes para a
elucidacéo das relagbes complexas que existem no processo aterotromboético e na
evolucdo do mesmo para eventos isquémicos vasculares em individuos com SM

instalada.
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REVIEWER 1:

> Comments:

> The authors have revised the paper which is improved. However, they still report the
correlation data (Table 3) where the value is very doubtful. The original request was to
delete data on correlations and instead report the independent predictive role of IMA
based on a multiple regression model, which would be of more value to the reader.
> Further, the discussion is quite long and would benefit from being shorter and more to
the point.
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ABSTRACT

Context: Metabolic syndrome (MS) is described asluster of cardiometabolic risk factors.
Studies suggest that ischemia-modified albumin (JM2a biomarker of cardiovascular diseases. IMA
levels could be associated with cardiometaboliksri@nd represent a possible indication of
microvascular dysfunction in MS patients. Objectiieo confirm this possible association, we
evaluated the association between IMA levels and DEsign: We performed a case-control study
(32 healthy individuals and 74 with MS) to evaluéite association between MS, IMA and other
biomarkers [high-sensitivity C-reactive protein-BRP), oxidized low-density lipoprotein (OxLDL),
low-density lipoprotein autoantibodies (anti-OxLDlinterleukin-6 (IL-6), lipid profile and glucose].
Results: The MS group showed higher levels of INMA(18:0.1355), hs-CRP (1.720.964), OxLDL
(0.662:0.461), anti-OxLDL (27.82217.010) and IL-6 (53.214.52) than did control subjects (IMA
= 0.3380.0486; hs-CRP =0.1#P.0716; OxLDL = 0.1980.261; anti-OxLDL = 3.3582.277 and IL-

6 =17.063.17 (p<0.01). Significant correlations were alsbserved between IMA and total
cholesterol = 0.561,P < 0.0001), LDL-cholesteror{ = 0.418,P = 0.0001), triglycerides{ = 0.674,

P = 0.0001), glucosa{= 0.574,P = 0.0001), hs-CRPA{= 0.649,P = 0.0001), OXLDL (*= 0.585,P

= 0.0001), anti-OxLDLI¢ = 0.575,P = 0.0001), IL-6 (> = 0.723, P= 0.0001), systolic blood pressure
(r*= 0.522,P <0.0001). Conclusion: We found an association betwIMA and MS. Additional
studies including prospective genetic variationrapphes need to be performed to help elucidate this
association between IMA and MS and its potentiaicdl role.

KEY-WORDS: metabolic syndrome, IMA, inflammatory biomarker, 4, OXLDL
autoantibodies.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome (MS) describes a cluster of icandtabolic risk factors that contribute to
the accelerated development of atherosclerosisineoy artery disease and type 2 diabetes (1).
Chronic hypertension and diabetes produce bothawascular and microvascular pathophysiological
changes, and therefore, a better understandingeo€dnsequences of MS and diabetes in vascular
physiology is of great importance (2). Indeed, diaB markedly affects microcirculation as well as

flow in large conduit arteries supplying vital ongasuch as the heart, brain and kidney (3).

A growing number of studies suggest that ischenualified albumin (IMA) is a biomarker of
cardiovascular diseases because the N-terminudi®fprotein is damaged under conditions of
ischemia and unable to bind metals. Previous ssutiee suggested that ischemia-modified albumin
(IMA) is associated with acute ischemia (4,5), dsdability to discriminate myocardial infarction
appears to be greater than that of C-reactive ipr¢&RP) (6). Investigations have demonstrated that
serum IMA concentrations increase acutely aftecyt@neous coronary intervention in patients with
spontaneous ischemia (7,8nd in patients with skeletal muscle ischemia. Addally, it should be
interpreted with caution in patients with peripHevascular disease (9,10). Recent studies have
associated increased levels of IMA with mortality gatients with end-stage renal disease (ESRD)
(11), as a significant parameter in the early disig of acute mesenteric ischemia (12), and a
powerful indicator of short-term mortality in STegrent elevation myocardial infarction (13). Other
prospective investigations found that the combamatdf heart-type fatty acid-binding protein (H-
FABP) and IMA measurements after initiation of dhe@ain may be highly effective for risk
stratification in patients with acute coronary syrdes and normal cardiac troponin T levels (14).
However, emerging investigations suggest that IMAnot only a marker of cardiac ischemia, as
shown by Piwowar and collaborators (15) who studiedassociation between IMA levels and type 2

diabetes, and by our group in a study of the aasioni between this biomarker and
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hypercholesterolemia (16). In both cases, dialzttc hypercholesterolemic patients, IMA levels were
higher than in healthy subjects. These studiesesigd that the albumin molecule in the plasma of
diabetic patients is modified in the chronic hyogonditions provoked mainly by hyperglycemia and

oxidative stress in diabetes.

As a large number of cardiovascular patients haweescardiometabolic risk that pertains to
MS diagnosis, we postulated here that IMA levelsldde associated with these cardiometabolic risks
and that elevated levels are a possible indicatfomicrovascular dysfunction in MS patients. To
confirm this possible association, we performed itemfthl biochemical analyses of lipids and

inflammatory markers previously found to be asgedavith MS.

METHODS

Sudy population

A case-control study was performed in Rio GrandeSdé Brazil. Subjects were enrolled
prospectively in this study from the Cardiology \Bee, Hospital Sdo Lucas, Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) and biochalmanalysis laboratory (LABIMED Ltda).
Subjects were enrolled in two groups, accordinght® presence of MS risk factors: 32 healthy
individuals in the control group, and 74 individsiah the MS group. Mean age for control was
55.2t8.8 years, and for MS group 5&3 years (p=0.142). The sample included 34 men7énd
women. All patients were in a stable clinical statwithout signs of acute infections and acute
ischemia. The control group consisted of healthijextis with neither inflammatory states nor
abnormalities in lipid and carbohydrate metabolias,evidenced in routine medical check-ups. We

excluded subjects with hypoalbuminemia (<34 g/Ld anemia, since previous studies suggested their
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interference in IMA analysis (18, 19). The Ethiosn@nittee of PUCRS approved the study protocol
(Protocol No. 07/044069). Informed consent was iabth from all individuals whose data were

collected prospectively.

The diagnostic criteria for MS was made using thHerdl Report of the U.S. National
Cholesterol Education Program Adult Treatment PENEEP ATP Ill) following three or more
criteria (20): abdominal obesity analyzed by waistumference (men >102 cm; women >88 cm),
triglycerides (TG) 150 mg/dL), high-density lipoprotein cholesterolDQHC) (men <40 mg/dL;
women <50 mg/dL), blood pressurd30/85 mmHg; and fasting glucosel(l0 mg/dL). We also
analyzed subjects with severe hypertension (sgstolbod pressure [SBP}160 mmHg and/or
diastolic blood pressure [DBRJ100 mmHg and coronary disease, i.e., individuald \ai previous
diagnosis of acute myocardial infarct (AMI), anginatermittent claudication or stroke; and
dyslipidemia, subjects with elevated total choledteLDL-c or TG, as well as those who used
cholesterol-lowering drugs. Details of these evidna were given in a previous study by our group

(21).

Biochemical determinations

Blood samples were collected after a 12-h overnigisting by venous puncture into gray and
red top Vacutainér (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodiutnofide plus potassium
oxalate or no anticoagulant, respectively. Specgnemre routinely centrifuged within 1 h of
collection for 15 min at 2,500, and aliquots of serum samples were stored aE-20 a maximum of
4 weeks before IMA measurement. This procedure pesformed since samples frozen at —20°C are
stable, although IMA values have been reportedetslightly higher in stored versus fresh samples
(22). Plasma glucose, serum total cholesterol anghs triglyceride concentrations were measured by

standard enzymatic methods using Ortho-ClinicagbisticS reagents in a fully automated analyzer



110

(Vitros 95¢° dry chemistry system; Johnson & Johnson, Rochedidt, USA). High-density
lipoprotein cholesterol (HDL-cholesterol) was maaslin plasma supernatant after precipitation of
apolipoprotein B-containing lipoproteins with dextrsulfate and magnesium chloride as previously
described (23). Low-density lipoprotein choleste(bDL-cholesterol) was estimated using the
Friedewald equation (24). hs-CRP was measured iphatemetry (Dade Behring, Newark, DE,
USA). Interleukin-6 (IL-6) was measured by capturELISA, according to the manufacturer’s
instructions (Biomyx Technology, San Diego, CA, US®xLDL was also determined by capture
ELISA according to the manufacturer’s instructiqMercodia AB, Uppsala, Sweden), as described
by Holvoet et al. (25). OxLDL autoantibodies (a@tlDL) were determined using ELISA as
described by Wu and Lefvert (26). Serum IMA was sueed in non-diluted samples by a colorimetric
assay previously described by Bar-Or et al. (27adobas Mir® Plus Instrument, according to the
method described by Fagan et al. (28) and validadescribed by Gidenne et al. (2%his method
consisted of adding 5L of 0.1% cobalt chloride (Sigma, Ca@H;0) in H,O to 200uL of serum,
gently mixing, and waiting 10 min for adequate atii+cobalt binding (ACB). Fifty microliters of
dithiothreitol (DTT) (Sigma, 1.5 mg/ml D) were added for color development, and the reaatias
quenched 2 min later by adding 1.0 mL of 0.9% Na&l.incubations were performed at &7
Absorbance was read in a spectrophotometer at 4%0 (Hitachi U-2800A&, Hitachi High-
Technologies Corporation, Japan), using a seruraitbbank without DTT, and the results reported
in absorbance units (ABSU). The colorimetric askaynat quantitatively measures unbound cobalt
remaining after albumin-cobalt binding has occurrétus, with reduced albumin-cobalt binding,
there is more unbound cobalt, resulting in an eéE/absorbance. IMA assay was standardized in the
Departament of Pharmaceutical Science and a sthicdave was prepared in the range of 6.0-60.0 g
CoCbk/ml. One IMA unit was defined as “g of free” Co)(lh the reaction mixture per ml of serum
sample. The assay was linear within this ranger{assay coefficient of variance (CV) to test the
reproducibility was calculated by repeating a pdateample (IMA 15.6 Units), six assays in duplicate

and was found to be < 15%, which was slightly om ltigh side but within acceptable levels. These
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conditions were similar to those described preiobg Chawla et al., (30). Strict attention to séenp
handling procedures was given in experimental ghoms to maintain consistency of the analysis

(29).

Satistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSSitRtistical package, version 12.0 (SPSS,
Inc., IL). Data were analyzed statistically by S#ntls ttest to determine the differences between
case-control groups. Spearman’s correlation wassaes to evaluate the correlations between IMA
and lipid (total cholesterol, LDL-cholesterol, HRholesterol, tryglicerides, OXLDL, anti-OxLDL),
glycemia, inflammatory (hs-CRP, IL-6), BMI and btbpressure (SBP and DBP) variables to confirm
the possible association of this biomarker withchiemical, anthropometric and physiological
variables used in MS diagnosis. Multivariate asislyvas performed to analyze the possible effdcts o
gender, age and presence of type 2 diabetes raebitu IMA levels, using a multiple logistic
regression method (Backward Wald). We considerguk t diabetes and hypercholesterolemia
(ranging from 250 to 529 mg/dL) as possible intammg variables, since a positive association
between IMA levels and these chronic diseases éas previously described (16). Statistical analyses
were performed where all p-values were two-tailemd p<0.05 was considered statistically

significant.
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RESULTS

Baseline characteristics of case-control studyesitbjare shown in Table 1. As expected, the
MS group had significantly higher levels of BMI, BBDBP, total cholesterol, LDL-cholesterol and
triglycerides. The only variable that did not sheignificant differences between the case-control
groups was HDL-cholesterol. IMA, hs-CRP, OxLDL, is@kLDL and IL-6 levels were significantly

higher in MS than control subjects, as seen ing abl
Table 1 here
Table 2 here

We observed a significant correlation between IM#A d@otal cholesterol, LDL-cholesterol,
triglycerides, glucose, hs-CRP, OxLDL, anti-OxLDdnd IL-6 and SBP. We did not find a significant

correlation between HDL- cholesterol and DBP andIMvels (Table 3).
Table 3 here

In our controls subjects, we did not include theess (> 30 kg/A). However, in the MS
group: 8 (10.8%) had a BMI < 25 kg/n25 (33.8%) were overweight (>25 kd/m 30 kg/mi) and 41
(55.4%) were obese (> 30 kgfmWhen we compared the IMA levels just in the coingroup,
considering BMI, we did not find statistical diféerces (< 25 kg/f= 0.33% 0.049 and overweight =
0.355:0.045, p=0.398). Similarly, when we compared theAlNeévels just in the case group,
considering BMI, we did not find statistical diféerces (<25 kg/fr= 0.62% 0.120 and overweight =
0.572:0.203, obese= 0.645.0598, p=0.477). Additionally, the Pearson cotietabetween IMA and
BMI in the MS case group as well as in control grevas not significant {£0.013, p=0.944 and=-

0.31, p=0.865, respectively).
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Multivariate regression showed that the associdtemveen higher IMA levels and metabolic
syndrome was independent of the variables sex,chgsijty, type 2 diabetes and hypercholesterolemia

(p=0.0405).

A multivariate analysis to see if the significaraféncreased IMA levels would be maintained
after correcting for BMI was performed. Statistisggnificance was maintained after this correction
(IMA Wald=12.394, p=0.001; BMI Wald=3.866, p=0.04%dditionally, we performed a statistical
analysis considering BMI stratification in each gpo(control and MS) separately. In the control
group, 5 subjects were overweight (> 25 Kgkn30 kg/ni) and 27 had BMI values < 25 kg/m
Statistical analysis showed similar IMA values imese groups (<25kg/m0.335:0.049,
overweight=0.35580.454, p=0.398). As the number of overweight subjeeas very low, a Pearson
correlation analysis between IMA and BMI values wpasformed in the control group. We did not
observe a significant correlation?%£0.013, p=0.944). Therefore, in our sample, the IN&&els

showed an association with MS independent of BMI.

DISCUSSION

We describe here an association between IMA lemals metabolic syndrome in subjects
without acute ischemia. Several clinical studiegehavaluated the performance of the ACB assay in
cardiac patients, mostly examining the role of IMAassessing ischemia, especially acute coronary
disease (4-6). Our team also found higher IMA valuwemyocardial infarction patients in comparison

to control subjects (6).

The biological explanation of this association eédated to a decrease in tissue oxygen
perfusion, triggering albumin modification. Hereg wnalyzed the possible association of IMA levels

and MS that did not present an acute biologicalditmm, as myocardial infarction, but a micro-
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environment that could increase tissue hypoxia. €beelations found between IMA and other
biomarkers found here suggest that higher IMA Ieweuld be a consequence of altered homeostasis
present in MS, mainly related to inflammatory andlative stress processes. Additionally, the highe
IMA levels in MS could indicate at least an impaottasub-clinical condition of a peripheral

oxygenation insufficiency, for example.

The role of micro-environment alteration in thergase of IMA values was corroborated in
recent studies, for example, Serne et al. (31) sugmested that microvascular dysfunction which play
a role in regulating coronary blood flow, is a pdtal pathophysiological mechanism of MS. In this
case, microvascular dysfunction would be the ugdegl mechanism for the associations between
hypertension, obesity and impaired insulin-mediatgdcose availability.This hypothesis was
corroborated by Pirat et al. (16) that found andirgd coronary flow reserve (CFR) associated to MS.
Therefore, the presence of vascular dysfunctioncas®d with MS could be an explanation for the
increased levels of IMA and other inflammatory neaek observed in this study. Additionally,
Piwowar et al. (16) found that diabetic patientd laahigher level of IMA than did control subjects,
independent of other metabolic risk factors. Inrevius investigation, we also found an association
between higher IMA levels and hypercholesterolern@nparing control subjects with cholesterol
levels ranging from 104 to 178 mg/dL and a hypelesterolemia group with cholesterol levels

ranging from 250 to 529 mg/dL.

In the present study, we found an association &S and higher IMA levels, independent
of type 2 diabetes and hypercholesterolemia. Bagetihese associations and on the results obtained
here, which showed an association between highetslef IMA and MS, we can postulate that the
dysfunction that may lead to microvascular dysfiomctcould trigger an increase in levels of this
protein. Taking into account these results foundiabetes, hypercholesterolemia and MS, increased

levels of IMA are not necessarily of cardiac origimd could have various origins.
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The precise mechanism of IMA generation and thereaof IMA itself are not clear.
Investigations suggest that structural modificatiohalbumin can occur as a result of endothehdl a
extracellular hypoxia, acidosis, reduced oxygersitan various ion-pump disruptions and generation
of reactive oxygen species (ROS) (32). A previoxiseemental study suggested that ROS, mainly

hydroxyl radicals, may modify human serum albuntieroically, resulting in IMA formation (34).

MS patients have elevated oxidative damage (37).ditledhally, epidemiological
investigations, such as tik@amingham Sudy, have also reported that BMI and diabetes areellos
associated with systemic oxidative stress, (38)thatiROS may be the mechanistic link between MS

and diet patterns associated with hypertensiorh (bt intake) and obesity (high fat intake).

Our study supports the notion of an associatiomwdet MS and oxidative stress, since we
observed higher levels of lipid molecules generaad associated with oxidative stress, such as
OxLDL and anti-OxLDL, as well as molecules inflamtory response, such as hs-CRP and IL-6.
Here, we also observed a significant positive dati@ between all these molecules and IMA levels.
Oxidative stress may be a determinant of hs-CR&l$eand promote pro-atherosclerotic inflammatory
processes at the earliest stages of coronary desase development, and it has been previously
associated with MS and type 2 diabetes (16). A raatdysis of prospective studies has demonstrated
an increased risk of coronary heart disease (CHib) increased levels of hs-CRP and elevated pro-
inflammatory cytokines, including IL-6 (39). Thesssults suggest that MS heightens oxidative stress

and inflammatory burden in obese adults and coradbdhe results described here.

A question that we explored is if higher IMA levet®uld be related to BMI values.
Unfortunately, our control sample did not includeese subjects, since we looked for an association
between MS and IMA levels. For this reason, wegreréd additional statistical analysis, considering
BMI stratification, and our results suggested v and BMI values are not independent related to

MS. However, we cannot rule out a possible asdooidietween obesity and IMA levels in subjects
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without other MS diagnostic parameters. Therefthés question needs to be further studied in

complementary investigations.

It is important to ponder some considerations aasstt with our methodological design. We
conducted an exploratory case-control study witkelatively small number of subjects. However, a
primary limitation of the present study is its @gectional design and the inherent possibility tha
genetic and/or lifestyle factors may have influehttee results described here. Our research group, f
example, has reported previous findings suggestingssociation between overweight/obesity or MS
and genetic polymorphism involving oxidative, lipgghd vascular metabolis(22). In an effort to
minimize confounding variables, we studied subjedtsimilar age and non-smokers, who were not
currently taking medication that, could influencglammatory and oxidative markers (i.e., statins).
Additionally, all MS subjects included in this sutiad a similar level of routine physical activity
(considered sedentary subjects) and were seen rogdical service associated with a cardiology
service. Healthy control subjects were also evatliand did not show any dysfunction or MS-related

morbidity.

Other important considerations about our resultd #howed an association between IMA
levels and MS are the possible intervening factmssociated with modulations of IMA levels,
including pharmacological exposure or drug therapgy.study of 37 patients with stable coronary
artery disease undergoing non-invasive evaluatmhsaibmitted to a pharmacological stress test was
performed. The authors found that plasma IMA lewdiange significantly during pharmacologic
stress testing (40). However, investigations allmeipossible influence of drug therapy on IMA level
are still incipient. Other important interveningriagbles affecting IMA levels could be lipid levels,
such as triglycerides. Investigations suggest tifigliycerides have primarily a storage function hwit
toxicity resulting mainly from long-chain nonested fatty acids (NEFA) and their products such as
ceramides and diacylglycerols. As the MS critenielude higher triglycerides levels, this variable

could potentially interfere with IMA levels. Howevén a previous study performed by Gidenne et al.
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(30), no significant interference with IMA levelsag/ observed for triglyceride levels. Our previous
study that analyzed the IMA values between nornmlipnd hypercholesterolemic subjects
corroborated this data since we did not find a tp@siassociation between triglycerides and IMA

levels.

In conclusion, our population-based data show thgher concentrations of IMA are
associated with MS and other biomarkers that isgeeardiovascular risk. Since metabolic risk
factors are highly prevalent in patients with aatgeonary diseases, to clarify if the higher IMAwgés
found in these subjects could be influenced byptiesence of pre-existing metabolic risk factorshsu

as MS, it is of fundamental importance to perfotodies with a large sample.
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Table 1 Baseline characteristics of study partmipa

Variable Groups P
Control MS
Mean+SD Mean+SD
N 32 74
Gender Males 11 (34.4) 20 (27.0) 0.595
Females 21 (65.6) 54 (73.0)

BMI (kg/m2) 22.1+4.6 32.66.1 0.0001
Waist circumference (cm) 78.8:7.9 107.212.3 0.0001
SBP (mmHg) 117.58.0 147.826.8 0.001
DBP (mmHg) 74.618.5 85.915.9 0.01
Glucose (mg/dL) 81. A7 133.268.7 0.001
Total cholesterol (mg/dL) 148.517.8 200.458.1 0.001
HDL-cholesterol (mg/dL) 50.5:9.3 48.212.9 0.371
LDL-cholesterol (mg/dL) 78.2£11.5 114.449.5 0.001
Triglycerides (mg/dL) 99.4+43.5 214.234.8 0.001

comparison was performed by Student’s t test.

SBP= systolic blood pressure; DBP= diastolic blpoglssureSD= standard deviatigrihe statistical
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Table 2 Ischemia-modified albumin and lipid andlanimatory biomarkers in MS and healthy

controls.
Variable Groups p
Control MS
MeantSD MeantSD
IMA (ABSU) 0.338:0.0486 0.6180.1355 0.0001
hs-CRP (mg/dL) 0.172:0.0716 1.7210.964 0.0001
IL-6 (pg/mL) 17.06:3.17 53.2@14.52 0.0001
OXxLDL (mg/dL) 0.193:0.261 0.6620.461 0.0001
Anti-OxLDL (mg/L) 3.35%:2.277 27.82217.010 0.001

SD= standard deviatipithe statistical comparison was performed by Stuslé¢mest.
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Table 3 Correlation between Metabolic Syndroméesaia-modified albumin and biochemical and

anthropometric variables.

Independent variable Correlation

r? p
Cholesterol total (mg/dL) 0.561 <0.0001
HDL-cholesterol (mg/dL) -0.194 0.230
LDL-cholesterol (mg/dL) 0.418 0.001
Triglycerides (mg/dL) 0.674 0.0001
Glucose (mg/dL) 0.574 0.001
hs-CRP (mg/dL) 0.649 <0.0001
OXLDL (mg/dL) 0.585 0.0001
anti-OxLDL (mg/dL) 0.575 <0.0001
IL-6 (pg/mL) 0.723 <0.0001
SBP (mmHg) 0.522 <0.0001
DBP (mmHg) 0.177 0.168
Waist circumference 0.716 <0.0001

BMI= body mass index; SBP= systolic blood pressiM@P=diastolic blood pressure.
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Anexo 1 — Entrevista Estruturada
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AMBULATORIO DE RISCO CARDIOMETABOLICO

PROTOCOLO - AVALIACAQ INICIAL

DAL DATA:

/19 _SEXO: ()M () F COR: () B () NB

PRONTU

ARICO:

HBDA/ MOTIVO DA CONSULTA:

CONTATO (fone/mome)

M El)i(.?}&(;‘lé'ﬂs EM USO: (NOME £ DOSE)
() DIURETICO:

()BETABLOQUEADOR:

() IECA:

(OHACC:

(JARA:

(JALFA-AGONISTAS:

()VASODILATADORES:

() METIFORMINA:

() GLITAZONAS:

() ACARBOSE:

() ORLISTAT:

() ACOMPLIA (RIMONABANTY):

() OUTROS:

REVISAO SISTEMAS:
- () ALTERACOES DO PESO

(OVERTIGENS

()PALPITACOES

() PIROSE

() TOSSE
() DOR ATIPICA
(ONAUSEAS/VOMITOS () DISFAGIA

()POLIDIPSIA
()POLIURIA

() NOCTURIA

( )POLACIURIA
() IMPOTENCIA
{) OUTROS:

() MENOPAUSA
() OLIGURIA

{ Y PERDA LIBIDO

() SUDORESE EXCESSIVA
() ALT MENSTRUAIS

() CEFALEIA
OFEPISTAXE
()DOR ANGINOSA
() APNEIA DO SONO
() POLIFAGIA

() URINA ESCURA

( )CORRIMENTO

() DISPNEIA

() PERDA VISUAL
() ALTERACOES TGI

() EDEMA

HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA / FATORES DE RISCO:

( ) HAS: Tempo diagnésticoo
() TABAGISMO ATUAL: N¢cigarros/dia:

Tratamento: () regular () irregular

Tempo/anos:

() TABAGISMO PREVIO: Tempo de uso:

Tempo abandono:

() DAC:

() 1CC:

() AVC:

() D¢ Vasc Perif:

() IRC:

() DISLIPIDEMIA:

() HIPERURICEMIA/GOTA:

() DPOC:

() HEPATOPATIA:

() DOENCA DA TIREOIDE (Qual);

() DOENGCA DA OFTALMOLOGICA (Qual):

() INTOLERANCIA A GLICOSE:

() NEOPLASIA (Qualy:

() OUTRAS:
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16
il[@”l ORIA SOCIAL:
B ARIDADE (anos de estudo):
() PROFISSAO:
() CONSUMO ALCOOL: (g/dia)
() USO DROGAS: Tipo:
() SEDENTARISMO (JATIVIDADE HABITUAL () ATIVIDADES REGULARES
HISTORIA FAMILIAR:
() HAS:
()DAC:
(YAVC:
ODM-1  ()DM-II:
() DISLIPIDEMIA:
() DOENCA RLNAL
() NEOPLASIA:
() OUTRAS:
EXAME FISICO: GERAL:
PESO: ALT mc: FC:_
CIRC. BR AQ o QUADRIL o CINTURA:___
PAY mmi—l g PAZ _.:"‘Wmm}EML
SOPRO CAROTIDEO: () AUSENTE (ODIREITA (JESQUERDA
TIREQIDE: ( )NORMAL ()BOCIO (NODULO
BULHAS: OOBNF ()BIHIPO ()B2ZHIPO ( JBIHIPER ()B2HIPER ( )B3 ()B4
RITMO: ()REGULAR  ()IRREGULA
SOPRO: ()SIST (DIAST LOCAL: INTENSIDADE: /64
AP:
ABD:
SOPRO: ( JAORTA (ORENAL D (ORENALE (FEMORAIS
JLSOS PERIFERICOS:
g EMBROS: ()SIM () INAO (JINTENSIDADE: 4+
FUP\DOSCO‘PM (CLASSIFICACAO DE KV - GRAUS)
( DESTREITAMENTO ARTERIOLAR  (2)CRUZAMENTO A-V PATOLOGICO
3)HEMORRAGIA E/OU EXSUDATO RETINA  (4)PAPILEDEMA
DEFICIT MOTOR: ()SIM (ONAO LOCAL:
OUTROS ACHADOS RELEVANTES:
IMPRESSAO GERAL: CRITERIOS: N°
{ YHAS ( )ICHO ( )HDL ( ) TRIGLICERIDEOS ( )CIRC ABD
( )DM
ORIENTACOES:
CONDUTA MEDICAMENTOSA:
EXAMES: OLABORATORIO ()ECG (ORX TORAX (OHECOCARDIO

(JOUTROS:

PLANO:
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AVALIACAO LABORATORIAL:

DATA

Ht

Hb

Na

K

Ca

Mg

Ur

Cr

GJ

T

LDL

HDL

TGL

AcUr

TSH

PCR-us

CPK

TGO

TGP

Leptina

Interleucina-6

TNF o

Adiponectina

Fibrinogénio

Creatinintria/24h

Micro-album/24h

TTGO

Insulinemia

Homocistindria

HOMA-R

HOMA - B

Fator de coagu-
lacio

Anti-HCV

HBsAg

EQU
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EXAMES ADICIONAIS:

(/1 )ECG

FV: ()BRE ()BRD (HBAE  ()HBPE
()SAD ()SVD ()SAE ()SVE

RITMO: ()SINUSAL ()FA ()FLA ()OUTRO:
BAV: ()1°G ()2°G-TIPO1 ()2°G-TIPO2 ()3°G
ZONA INATIVA: OSIM  (ONAO LOCAL:

ALTRV: (JINESP? (HISQUEMICAS  LOCAL
COMENTARIOS:

( / /1 :ERX TORAX
()CARDIOMEGALIA  ()DERRAME PLEURAL

()CONGESTAO PULMONAR  ()CALCIFICACAQ AQ
(YOUTROS ACHADOS:

( / / ): ECOCARDIOGRAMA TRANSTORACICO

AE: VES: VED: Se PP AO: FE: % FEne:
CINESIA:

DISF SISTOLICA: ()SIM ()NAO TIPO:
DISF DIASTOLICA: ()SIM ()NAO  TIPO:
INSUF MITRAL: ()LEVE (OMOD ()SEVERA ()NAO
EST MITRAL: ()LEVE ()MOD ()SEVERA ()NAO
INSUF AO: )LEVE ()MOD ()SEVERA ()NAO

EST AO: ()LEVE ()MOD ()SEVERA ()NAO
TRICUSPIDE: PULMONAR:

OUTROS ACHADOS:

( / 7 RTESTE ERGOMETRICO

( / / RCINTILOGRAFIA MIOCARDICA (SPECT)

( / 1/ RCATETERISMO CARDIACO

(/7 :MAPA
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:ECODOPPLER DAS ARTERIAS RENAIS

3:ECODOPPLER DAS CAROTIDAS/VERTEBRAIS

$ECOCARDIOGRAMA TRANSESOFAGICO

$ANGIOTOMOGRADIA DAS ARTERIAS CORONARIAS

}:RESSONANCIA CARDIACA

:CINTILOGRAFIA RENAL COM CAPTOPRIL

FECOGRAFIA ABDOMINAL TOTAL

):TC DE ABDOMEM (Avaliagiio de gordura visceral)

3 OUTROS
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DATA: NOME: IDADE: REG:
# # #
# # #

MEDICACOES EM USO: (NOME E DOSE)
() DIURETICO:

() BETABLOQUEADOR:
() IECA:
(ACC:
(ARA:
(ALFA-AGONISTAS:
('VASODILATADORES:
() METFORMINA:
() GLITAZONAS:
() ACARBOSE:
() ORLISTAT:
() ACOMPLIA (RIMONABANT):

()} INSULINAS:

( )yAgfolenta () Acfio intermedidria () Acio rdpida
() OUTROS:
HDA:

EVENTOS CLINICOS DESDE A ULTIMA CONSULTA:

OIAM OANGINA (DAVE ()CRISE HAS (MCC-EAP () CONSULTA EMERGENCIA ()DM
(OINTERNACAO:
() QUTROS:

TABAGISMO: OATIVO (PAROU HA

ATIVIDADE FISICA: ()SEDENTARISMO  ()HABITUAL :

ADESAQO DIETA: OTOTAL (PARCIAL  ()NAO SEGUE

EXAME FISICO: GERAL:

PESO: IMC: FC: QUADRIL: _ CINTURA:

CIRC. BRAQUIAL: PA __/  mmHg P mmkg
SOPRO CAROTIDEO: ( ) AUSENTE (ODIREITA ()ESQUERDA

TIREOIDE: ( )NORMAL (BOCIO ONODULO

BULHAS: ()BNF () BTHIPO ()B2HIPO ( )BIHIPER ( )B2HIPER ( )B3 ( )B4
RITMO: ()REG ()IRREG SOPRO: ()SIST()DIAST LOCAL: _INTENSIDADE: /64
AR:

AB:

SOPRO: ( JAORTA ()JRENAL D ()RENAL E ( )FEMORAL D ( )FEMORAL E
PULSOS PERIFERICOS:

EDEMA MEMBROS: ()SIM (NAO (OINTENSIDADE: /4«

DEFICIT MOTOR: ()SIM { )NF\O LOCAL:

OUTROS ACHADOS RELEVANTES:

IMPRESSAO:

ORIENTACOES/PLANO:

CONDUTA MEDICAMENTOSA:

EXAMES: ()LABORATORIO OECG (ORX TORAX (JECOCARDIO
(JOUTROS:
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Anexo 2 - o Termo de Consentimento Livre e Esclarec  ido
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ANEXO 2. PROTOCOLO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO A SER
ASSINADO PELOS VOLUNTARIOS DA PESQUISA, APOS APROVA CAO DO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Programa de Po6s Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude
juntamente com o Servi¢co de Cardiologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul estd desenvolvendo um projeto de pesquisa, sob o titulo de:
Associagdo entre sindrome metabolica e biomarcadores lipidicos, oxidativos,
inflamatorios e isquémico.

A proposta desse projeto surgiu, devido ao aumento da incidéncia e
prevaléncia de sindrome metabdlica (SM). Em termos gerais, pacientes com SM,
tem um risco muito elevado de desenvolverem diabete tipo 2 e doenca
cardiovascular (DCV) e estd associada com micro e macroangiopatia, que leva a
aceleracdo da doenca aterosclerotica de vasos de grande calibre, afetando artérias
que suprem o coragdo, o cérebro e membros inferiores. Como resultado, pacientes
com SM tém um risco muito elevado de doenca coronariana (como o infarto agudo
do miocardio), doenca vascular cerebral (acidente vascular encefalico) e doenca
arterial periférica (com a possibilidade de sofrer amputacbes especialmente de
membros inferiores). Com base nisto, este estudo tem como objetivo, verificar se
existe associacdo entre a SM, albumina modificada pela isquemia (IMA), OXLDL,
anti-OxLDL e moléculas inflamatérias (interleucina-6 e Proteina C ultra sensivel-
PCR-us). Essa pesquisa pretende contribuir tanto para o melhor conhecimento da
SM como também para prevencgdo e tratamento mais eficaz dessas doencas.

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa, por encontrar-se no
grupo controle (sem SM), ou porque exames prévios diagnosticaram este tipo de
doenca (com SM).

Os participantes desta pesquisa serdo submetidos a um questionario para
obtencdo de informacdes como identificacdo, estilo de vida, pratica de atividade
fisica, saude, histéria de doencas, uso de medicacdo e dados sécio-econdmicos e
culturais. Além disto, sera coletado sangue para a analise bioquimica, o que causara
um leve desconforto temporario devido a picada da agulha, havendo possibilidade
de formacdo de um pequeno hematoma na regido da coleta. Todos os resultados
obtidos serdo confidenciais e ficardo sob a tutela e total responsabilidade dos
pesquisadores deste projeto, podendo a qualquer momento serem consultados e/ou
eliminados da pesquisa caso vocé desista da sua participacdo como voluntaria.
Vocé tem a liberdade de abandonar a pesquisa em qualquer fase desta, sem que
isto leve a penalizacdo alguma ou qualquer prejuizo posterior a vocé ou a sua
familia.
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Esta pesquisa praticamente ndo determina risco adicional ou dano a sua
saude e sua participagdo é isenta de remuneracao ou dnus.

Os pesquisadores envolvidos no Projeto garantem a vocé o direito a qualquer
pergunta e/ou esclarecimentos mais especificos dos procedimentos realizados e/ou
interpretacéo dos resultados obtidos nos exames.

Existem beneficios imediatos, ja que os resultados desta avaliacdo servem
como uma revisdo médica gratuita, além de aquisi¢do de informacgdes e orientacdes
sobre prevencéo de doencas. Além disso, vocé participando desta pesquisa estara
contribuindo na identificacdo de possiveis fatores que levam a maior predisposi¢ao a
SM, possibilitando a melhoria do conhecimento e entendimento desta doenca,
permitindo a prevencgao e atenuacao deste problema na nossa populagéo.

ApoOs ter recebido todas as informacdes relacionadas ao estudo eu,

portadora da
Cl certifico que os responsaveis pelo projeto, Maria
Gabriela Valle Gottlieb e o Dr. Luiz Carlos Bodanese responderam a todas as
minhas perguntas sobre o estudo e minha condicdo, e eu, voluntariamente, aceito
participar dele, pois reconheco que:

1°) Foi-me fornecida uma coOpia das informagBes ao paciente, a qual eu li e
compreendi por completo.

2°) Fui informada dos objetivos especificos e da justificativa desta pesquisa de
forma clara e detalhada. Recebi informacbes sobre cada procedimento no qual
estarei envolvida, dos riscos ou desconfortos previstos, tanto quanto os beneficios
esperados.

3°) Esta entendido que eu posso retirar-me do estudo a qualquer momento, e
isto ndo afetara meus cuidados médicos ou de parentes meus no presente e no
futuro.

4°) Entendi que ao participar do estudo responderei a um questionario adicional,
serei examinada clinica e laboratorialmente. O desconforto que poderei sentir é o da
picada da agulha e a formac&o de um pequeno hematoma.

5°) Todas as informacgfes a meu respeito seréo confidenciais.

6°) Fui informada que caso existam danos a minha saude, causados diretamente
pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indeniza¢do conforme estabelece
a lei. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.

7°) Foi-me garantido que né&o terei gastos em participar do estudo.

8°) Foi-me dada a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou qualquer
duvida acerca dos riscos e beneficios da pesquisa e o meu tratamento. Caso tiver
novas perguntas sobre este estudo, poderei chamar os pesquisadores integrantes
da equipe de pesquisa pelo telefone (51) 3320 5120. Para qualquer pergunta sobre
0s meus direitos como participante deste estudo ou se penso que fui prejudicada
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pela minha participacéo, poderei chamar Maria Gabriela Valle Gottlieb_ no
telefone (51) 81393018.

Concordo que os meus dados obtidos neste estudo sejam documentados.
Declaro, ainda que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Nome do Paciente:

Assinatura do Paciente/Representante Legal:

Data

Pesquisador(a)
Responsavel:

Assinatura

Data

Este formulario foi lido para em
| [, Porto Alegre-RS, por
engquanto eu estava presente.

Nome da
Testemunha

Assinatura da
Testemunha

Data:




